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Abstrakt

Bakaléskd prace je za#tena na problematiku diagnostiky achg infekci
zpisobenych bakteriemi radChlamydia a Chlamydophilateré jsou dlezité v humanni
mediciré. Jedna se o druGhlamydia trachomatis ktera je jednim zivodai sexualg
pienosny chorob €hlamydophila pneumoniaktera zjisobuje ¢Zké pneumonie.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty dosavadni poznatky o morfoldgijogii a antigenni
vybaw jednotlivych drufi. Zvlastni pozornost je émovana jejich Zivotnimu cyklu,
patogenici a reakci imunitniho systému na tyto infekce.

Infekce , které tyto bakterie igwbuji maji rozkiné klinické projevy,jsou Spain
rozpoznatelnégasto pekryté jinymi chorobami. Orientace |ékav této problematice i
jejich laboratorni diagnostika je stale omezenaétd®mivaji komplikovany gibéh, casto
piechazeji do chronicity a mohou vést k zavaznymealiéljako je nap. neplodnost Zen.
Cilem této prace je i popis ®apgjSich infekci a moznosti jejichdBy.

V praktickéiasti jsou popsany dosavadni metody laboratornitikegu chlamydiélnich
infekci. Zarové jsou zde uvedena a zhodnocena data pacigsetenych v Centralni
laboratdi SZZ Krnov za obdobi 2.1.2008 do 24.2.2010 na typy infekci.



Summary

The bachelor work is focused on diagnosis tae@tment infections, which are caused
by Chlamydia bakteriaand Chlamydophila bakteriamportant in human medicine. It is
Chlamydia trachomatisa common caused of sexually transmited infectiorend
Chlamydophila pneumonideeggetter of pneumonia.

In the theoretical part of the work presemrfmlogy, biology findings and antigen set
of different types of chlamydia bacteria are sumneal. It is payed attention to life cycle,
pathogenicyty and immunity system reaction. It &dhto recognize these infections
because of different clinical manifestations andecmg them in other diseases. Physician
awareness in this problem and laboratory diagnessll limited. Therefor, the course of
the disease is complicated, it can usually conteilta the chronicity and cause to serious
impact as woman infertility. The aim of this woskalso description and treatment options
of most common infections.

In the practical part of this work existingotaatory methods are described. Patient
resultes of chlamydia infections, which were doneQentral Laboratory SZZ Krnov
during 2.1.2008 — 24.2.2010 , there are also pteden



Zadani - cil mé prace

Svou bakai&kou praci chci poukazat na doposud stéle opomigma chlamydiovych
infekci. Chlamydie jsou povaZzované na celégtésga nejvice rozgné mvodce pohlavé
pienosnych nemoci s velmi vaznymi nasledky. Jejichvdmanost sdinym Zzivotem
kazdého z nas je viitych obdobich nasSeho Zivota velmi zasadni. V radif@rencialni
diagnostiky urogenitalnich infekci se p&ava chlamydiové infekceihs nepomysli. Proto
ve své praci zpracovavam soubor padientySetovanych v Centralni laborafo
v nemocnici v Krnow¥ na pfikaz chlamydiovych infekci.

Prace obsahuje:

- reSerSi odborné literatury tykajici se chlamygidvinfekci
- ptehled laboratornich metod pouzivanych k diagnostitemydiovych infekci
- rozbor vysledl laboratornich vySédni v souboru pacieint vySetovanych danymi

laboratornimi metodami n&ifomnost chlamydiovych infekci.



1 Uvod

Mikroorganismy nas obklopuji vSude a statese nam to libi nebo ne. Spousta z nich
je pro nas prosgna, ale mnohé nam naopakiggbuji spoustu probléim Sem pai i ty
zdravotni. Chlamydie pétna celém ssté, predevsim ve vysjpych zemich, k népsgjSim
sexualg pirenosnym nemocem, které mohou vést k velmi vaznysieddm jako je
neplodnost (Holmes a spol., 1984). Za jefic¢ipou totiz malokdo hleda chlamydie.
V rozvojovych zemich jsou zodp&dné za epidemicky vyskytcéoi infekce — trachom
vedouci ke slepéet (Jones, 1975, &nik, PospiSil, 1997). iBdpoklada se, Ze
i imunopatologické onemoeni ateroskleroza koreluje s infekci patogig@hlamydophila
pneumonianebo Helicobacter pylori. Hovaiime o tzv. infekni teorii aterosklerozy.
Zminku o chlamydiich najdeme i u infarktu myokardw, astmatu nebo ¢hterych

karcinomi. Zajimaji se o &i revmatologove (Vojéek, 2004).

Chlamydie jsou gramnegativni (G-) kokoidni tesie, intracelular& parazitujici
v epiteliich sliznic, endoteliich, v khkach hladkych sval cév a podle nejn@jsich
vyzkumi i v uréitych strukturach tkani centralni nervové soust@@MS) (Votava, 2003).
Chlamydie nejsou nijak zvld®dolné bakterie, podléhajétgine dezinfeknich prostedk,
hynou i teplo& nad 56 °C.Chlamydia trachomatisiesnasi vyschnutChlamydophila
psittaci je odolrgjSi, udrzi svou infeknost v zaschlém pian trusu i po gkolik mésiai
(Véznik, Pospisil, 1997).

Zminky o chorobach, které igmbuji tyto bakterie, najdeme jiz na papyrech zgEay
i v dokumentech pochazejicichCiny ( Schachter, 1984). U nés jsme se & zaali
zajimat v Sedesatych letech 20. stoletedevsim jako o infekce urogenitalniho traktu.
Na zaklad pozorovani intracelularnich inkluzi sédei nejprve domnivali, Ze se jedna
0 protozoa, pozii, Zze se jedna o velké viry a teprve az v roce6lBgly klasifikovany

jako bakterie. Dnesni nazev je odvozeny odoglné feckého slova: chlamys — ptas
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2 Mikrobiologie

2.1 Taxonomie

Taxonomicky pédi chlamydie darddu Chlamydialesg¢eledi Chlamydiaceagozdilené
podle fylogenetickych a genomovych analyz na ddy:ro
Rod: Chlamydias druhenChlamydia trachomatigChl.tr.)
Rod: Chlamydophila s druhy Chlamydophila pneumoniae(Chl.pn.), Chlamydophila
psittaci (Chl.ps.)aChlamydophila pecorum

Je dlezité podotknout, Ze oba rody rozliSuji vice drulale pro ¢lovéka nejsou
vnimany jako Iékesky vyznamné (¥znik, Pospisil, 1997, Medkova a spol., 2001, Votava
2003). Prvni #i druhy jsou patogenni prolovéka i pro zvfata, rod Chlamydophila
pecorumje dilezity ve veterinarni oblasti, protoZetgobuje aborty domécich Zat.

DruhChlamydia trachomatisna 15 sérotyip (imunotypi) (Véznik, PospiSil, 1997).

Nejdilezit¢jSi v humanni medicén jsou druhyChl.tr. a Chl.pn a mezi ¢mito druhy

existuje utita podobnost, ale i jisté rozdily, coz mam zpracwvv nasledujici tabulce.
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Tabulka 1: Diference a charakteristika bjidt&ych vliastnosti druhChl.tr. a Chl.pn.

(z dat: \&Znik, PospiSil, 1997)

Charakteristika  p¥islusného  druhu Chlamydia Chlamydophila
patogenniho gimo pro ¢lovéka trachomatis pneumoniae
Vzhled elementarnicklisek ovalna parovita

Inkluze rigidni, ovalna, ovalna, s vyraznou
vakuolarni denzitou

Glykogen v inkluzich + 0

Citlivost na sulfadiazin + 0

Listova biosyntéza + 0

Jiné diferenciace odlisna DNA a odlisr

séroaktivita

Vyvojovy cyklus (elem.dl., retik. €l.) + +

Rodow specificky antigen — LPS + +

Extrachromozomalni DNA v plasmidu + -

Virulence pro mys + az +++ +/-

Rast na kdecim embryu ++ +

Rast na tkéovych kulturach potencovany

Centrifugaci +++ +++

Cykloheximidinem ++ ++

DEAE — dextranem +++ +

12

a



2.2 Morfologie, vyvojovy cyklus
Bakterie roduChlamydiaa Chlamydophilapati mezi obligatni intracelularni parazity

eukaryotickych buék. Samy nejsou schopné syntetizovat ATP, nemajiticpat
enzymatické systémy, a proto jsou zavislé na enbogititelské biiky. Jsou ozngovany
jako nitroburéni energetiti parazité. Maji zvlastni sloZzeni bigné sény. Strukturou je
sice podobna G- bakteriim, ale neobsahuje peptitagla obsahuje&tSi mnoZzstvi lipid.
Mnozi se unikatnim vyvojovym cyklem, kdy se baldéri buika morfologicky n&ni
(Medkova a spol., 2001, Votava, 2003).

2.2.1 Bunééné typy

Tvar a velikost, obsah DNA a RNA chlamydidmiinky zavisi na aktualnim stadiu
vyvoje. Chlamydialni biika zahrnuje dva buiné typy. Prvni typ: elementarrilisko je
infekeni, extracelularni, metabolicky inertni, veliko®80 - 350 nm, fizpasobeno k peziti
v zevnich podminkach. Elementargiigdka inhibuji fagolysosomovou fuzi, jsou toxické
pro mySi a makrofagy. V elementarnistigku je centralé nahustna DNA, v retikularnim
je vice RNA. Druhy typ: retikularniéisko, neni infekni, je intracelularni, metabolicky
aktivni, ma difuza rozptylenou DNA, osmoticky fragijsi, velikosti 800 - 1000 nm.
Retikularni &lisko transportuje ATP a syntetizuje proteiny. Qiyay maji gen rezistence
na antibiotika (Medkova a spol., 2001).

2.2.2 Chlamydialni burika
Chlamydiélni bika se sklada z 35 % protéira 40 — 50 % lipid. Byly v nich

identifikovany i kryptické plazmidy, které patrmraji Ulohu pi pifenosu genu rezistence
na antibiotika (Grayston, 1989). Oba typy maji bakini stnu jako G- bakterie, ale
neobsahuji peptidoglykan (Grayston, 1989)én&t je sloZzena ze dvou trilaminarnich
membran, zevni membrany a ¥nitcytoplasmatickeé, zakuji integritu bugéné struktury.
Zevni membrana obsahuje specialnéj§hmembranovy protein (MOMP) (Major Outer
Membrane Protein), ten 030 % celé hmotnosti vahy fky a zarove tvoii 60 %
buné¢cné skny, je bohaty na cystein s disulfidickymi vazbankteré se redukuji
pii premené elementérniho étiska v retikularni dlisko (Véznik, PospiSil, 1997).
Elementarni dlisko ma na povrchu ¥nivajici rosety s vyrky. Chlamydia trachomatis
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biovar trachomatisinfikuje hlavreé buiky skvamozni - cylindrickébiovar LGV infikuje
vice typr burgk véetrng makrofag (Véznik, Pospisil, 1997).

2.3 Vyvojovy cyklus

Cely Zivotni cyklus chlamydii Zaa uvolrgnim infekéniho elementarnih@liska mimo
hostitelskou bitku a napadenim nové itky. Ma rekolik dulezitych bodi: priblizeni
a adhezi k hostitelské boe, endocytozu, membrandzni &my, efekt infekce
na hostitelskou hiku, perzistenci infekce a chlamydialni vyvoj na uimomolekularni
biologie (VéZnik, Pospisil, 1997). Prozatim nebyly prokdzardngéchlamydialni adhesiny
a jim odpovidajici buktné receptory na hostitelskétme. Chlamydie nemaji vazebnou
afinitu, ktera je tteba patrnd u malych vir (Moorman a spol., 1986). Mohou se
k hostitelské biice @iblizit nejraizn¢jSimi mechanismy. Vypadé to, Ze chlamydie vysilaji
signaly k povrchu hostitelské tky, které stimuluji endocytézu. Aby byl usn&dmristup
Zivin do chlamydialni biky, musi byt jeji inkluzni a endozomalni membrany

modifikovany.

kinky chlamydii na hostitelské kky: cytolyza, redukce schopnostileni infikované
buiky, zvySeni rigidity membrany hostitelské by po inkorporaci chlamydiového
lipopolysacharidu (LPS). Tento proces j#ekity pro vyzZivu a tim existenci chlamydii.
(Véznik, Pospisil, 1997).

Infekci hostitelské hiky zpisobuje elementarniélisko. Pfinik castice do biky
zprostedkovava receptor na hostitelskénbel a mechanismus je podobny endocytoze.
Elementarnidlisko ma stabilni strukturu, specidladaptovanou kipziti za nefiznivych
podminek pi transportu mezi hikami a je jediné infalni stadium. Elementarnélisko
zustava ve fagosomu po celou dobu rozmnozovacihacdzorujeme unikatni jev, kdy
je blokovana fagolysozomalni fuze, po 6-8 hodinaehelementarnilisko transformuje
do metabolicky aktivniho retikularniho ¢liska. Diky této specialni inhibici
fagolysozomalni  fuze jsou endozom#aln lokalizované  bakterie  chrény
pied mikrobicidnim dinkem intracelularniho prasdi. Zanikaji disulfidické vazby
v membranovém proteinu MOMP chlamydiovénky Membrana biky je nestabilni,
vytvori se vni péry, kterymi dochazi kipnu ATP a Zivin z hostitelské kky
do retikularniho dliska. Syntetizuje se RNA, DNA, lipidy a polysadigr Zakladnim
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Ukolem retikularniho diska je binarni &eni v nasledujicich 18 - 24 hodinaatimz
spotebovava energii hostitelské iiky. Pak tyto retikularniéliska po 24 - 48 hodinach
opét zkondenzuji doétisek elementarnich. Z kazdého retikularnitisska vznikaji tisice
elementéarnichétisek. Délka @istového cyklu tak kolisa v rozmezi 48-72 hodin.dsagny
s retikularnimi &lisky predstavuji inkluze uvnitburgk, které jsou dole detekovatelné
po histologickém barveni Lugolovym roztokem.

Hi mikroskopovani pozorujeme tzv. intermedialni kluzni ®liska. V disledku
opakované reprodukce bakterii se tyto Utvary stgbeibéhu cyklu zwtSuji. Na konci
vyvojového cyklu ma hostitelskéa tka plnou cytoplazmu elementarniciigek. Dojde
K ruptire buré¢né skny a cytoplazmatické membrany napadenéikipu ta praska
a elementarnictiska se uvolni do okoli a infikuji dalSi vnimawaiky. Nékdy jsou tliska
vypuzovana i exocytozou, rgdevSim u buk infikovanych permanen#n (Véznik,
Pospisil, 1997).

2.4  Antigeny chlamydii

Na povrchu chlamydialni by se vyskytuje cel&ada struktur, které povaZzujeme
za antigenni. Na$ imunitni systém je nastedozezndva a vyt¥a proti nim obrannou
reakci. Chlamydie vykazuji vyrazné imunogenni wiasti. Maji rizikovou specialni

e

antigenni strukturu. NejdezitéjSi antigeny dlime na:

a) Rodow specifické- Vyskytuji se na zevni membrémSech chlamydii. Jedné se o
lipopolysacharid (LPS), ktery se sklada ztermdbidim uhlovodanu (jeho
serologicky aktivnicast) a z lipidu A (éznik, Pospisil, 1997). A pak se jedna o
proteiny tepelného Soku Hsp 60 (Heat Shock Proteins

b) Druhové specifické - Rozdluji se svou senzitivitou kteplu. Jedna se o
membranovy protein MOMP, ktery je seéowspecificky, vykazuje silnou
protilatkovou odpo¥d’. Jinym typem antigenu je membranovy protein vétaji
peniciliny (PBP) (Penicilin Binding Protein), ktejg také sotasti bugéné sény
(Véznik, Pospisil, 1997, Medkova a spol., 2001)iiPsgm nap antigen MOMP
pro detekciChl.tr., Chl.pn.a Chl.ps, antigen v&jSi membranovy protein OMP 2 (
Outer Membraine Protein ) pro detekdhl.tr. a Chl.pn, antigen Hsp 60 a MIP pro
detekciChl.tr., antigeny OMP 4 a OMP 5 pro detekdtl.pn).
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c) Typové specifické - Jsou pitomné v elementarnich i retikularnickliskach.
(Medkova a spol. 2001,a&Znik, Pospisil, 1997).

2.5 Chlamydialni genom

U 98 % chlamydii je uloZen v jé& v chromozomu, jako cirkularni dvouvlaknova
DNA. Asi u 70 % chlamydii je DNA uloZena i extraohmozomalg v podol& kryptického
plazmidu. Mize byt uzitény jako vektor transformace chlamydii.fitBmnost
a identifikace plazmidu nam potom pomaha lépe oddbairozdily v infekci, chorah
nemoci a patogenezi (Stephens, 199@7rik, PospiSil, 1997). Identifikace plazmidu
a amplifikace sekvence jeho DNA jeuldzitd @i detekci chlamydii molekulagn
biologickymi metodami. Nap v diagnostice metodou PCR, kdy detekujefasti druho¥
specifické nukleotidové sekvence plazmidové DNACAMK, Pospisil, 1997, Medkova
a spol., 2001).
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3 Imunologie, patogeneze a infainhost

3.1 Imunitni reakce organismu

Chlamydie mohou velmi déd modifikovat normalni imunitni odezvu na infeka to.
jak imunitu specifickou, tak imunitu nespecifickoluto schopnost majiredevsim diky
sve jedineéné forme nitroburé¢nému parazitismu. Napadaji  1ky
monocytomakrofagového systému a tim awliy i jiné imunokompetentni butiné
elementy organismu. Vysledek imunitni reakce zavigdy na infeknich vlastnostech
bakterii a na stavu imunitniho systému hostiteke ugitych podminek mize byt imunita
hostitelského organismu patkna uzivanim &kterych 1éki. Chlamydie si vybiraji jako
hostitele eukaryotické laky, predevSim monocyty, makrofagy, dendritickénky, déale
buiky slizniéni, epitelové, hladkych swval fibroblasty a dalSi (¥Znik, PospiSil, 1997,
Medkova a spol., 2001).

3.1.1 Prvnifaze infekce

Zde jsou do obrany proti ni zapojenseyazrie nespecifické mechanismy humoralni
(komplement, lektiny) i bus&né imunity (NK buiky, neutrofily, monocyty a makrofagy).
Imunocyty pohlcuji elementarnéltska (je-li imunitni systém v gédku), nebo jsou jimi
infikovany (je-li imunitni systém uz pozim¢n). Makrofagy pedkladaji chlamydialni
antigen spojeny s molekulou HLA Hidy specifickym lymfocyim typu Th (Medkova
a spol., 2001). Tyto mechanismy jsou riggditejSi v boji organismu proti chlamydialni
infekci.

3.1.2 Druhé faze infekce

Aktivaci lymfocyti Th, dochézi k aktivaci lymfocutB a ty nasledatvori protilatky.
Ty jsou sodasti specifické imunity, ale ta ma jako obranaipriitobunéné chlamydialni
infekci mensi vyznam nez imunita nespecificka. i&tkly jsou namieny proti komplexm
membranovych protein(MOMP) a neutralizuji infeéni formy bakterii, které se vyskytuji
extracelulara. Jsou sérotypav specifické, tudiz nefunguji proti jinému kmenu. j&o
duvod, pr@& se nelze proti chlamydiim¢kovat. Klinicky ma vyznam detekce protilatek,
ale pomaha nam jen infekci prokazat a monitorovébdh nemoci, pipadré prokazat
chronicitu. Ri prakazu akutni infekce je detekce protilatek malo spliva a slouzi nam

spiSe ke sledovani protmmosti populace (Medkova a spol., 2001).
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3.2 Patogeneze a infeénost

Chlamydie infikuji epitelové, endotelove, swad buiky, monocyty, makrofagy,
lymfocyty, astrocyty, biikky gliové a mikrogliové. Brani apopt6ze infikovahyburek,
poSkozuji jejich zakladni bétné funkce — pedevsim signalizace. Aktivuji v hostitelské
buiice produkci volnych kyslikovych radikal ristovych fakto#i, antigenu Hsp 60,
produkci cytosid a chemokif — tumor nekrotizujici faktor (TNF), interleukiniLq, 6, 8,
11, 12), interferon gama (IN}f( Polcarova, 2009).

Hostitel (pacient) trpi mnohymi zdravotnimi fZemi. Ri vycerpani tkani, $ poruse
pievodu na synapsich & gpwromadni buréénych metabolii nasled® dochazi k rozvoiji
onemockni a patologickym autoimunitnim prodes. Patogeneze vychazi #mpeée
destrukce butk napadenych sliznic, které maji receptory pro elet@rni éliska.

Chlamydie zfisobuji 6zné infekce urogenitalniho traktu¢ipchronickd onemodami
dychacich cest, artritidy, vza&en ornitbzu fgenesenou od pték Prednetem diskuzi je
i jejich podil na vznik astmatu, sarkoiddzy, rakowviplic, rakoviny @lozniho ¢ipku,
ateroskler6zy, mozkovérimods, akutniho infarktu myokardu, roztrousené skleréepo
pozdnich formach alzheimerovy choroby ( Medkovaa.s2001, Votava, 2003).
Patogenita vede k rozvoji infekce a chlamydiésgbuji 3 zakladni typy infekci:

a) Akutni infekce - Projevuje se zatlivou reakci v oblasti urogenitalniho traktu
¢asto pod obrazem jiného infellho agens. Lékaneustale I& recidivujici,
vétSinou kvasinkové, pdp jin€, i bakterialni, infekce. Chlamydie jsou vzpdi

mnohdy skryté za jiné agens.

b) Chronicka infekce - V okamziku, kdy se I#ba chlamydiové infekce netia
vSechny jiné patogeny jsme wik ale potize pacienta se stale vraceji,
onemocini prechazi do chronicity a imunitni odezva organismu reéni
v imunopatologicky proces. Nikdy neni vykmn relaps infekce. V prasdi
chronického zaftu mizou vzniknout z retikularniclelisek €liska aberantni, ktera
pii jakémkoli oslabeni organismu&mou nemoci nebo i stresem) recidivujiop

v retikularni a ta pak v elementargliska a onemoacmi se stava perzistentni.

c) Perzistentni infekce - Znamena vlasth dlouhodobou fitomnost agens
v napadenych hikach, ktera je fi¢inou reaktivace nebo chronicity onemecn
Normalre vznika zjednoho retikularnihoéliska velké mnozstvi typickych

elementéarnichétisek, ale p perzistentni infekci, vigsledku limitovanéhodiistu,
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dochazi k vytveeni intracelularni déle se ngiti aberantni formy chlamydii. Tato
forma ma omezenou metabolickou kapacitu. (Medkowpa., 2001). Podstatou
perzistence je pr&v pritomnost lipopolysacharidu veést té bakterie, protoZze se
umi vyvazat z vazby k receptoru ermonocytomakrofagoveho systému a znovu
aktivovat jiné imunocyty. Diagnosticky zjistime raiyni kultivaci a zminu ve
sloZeni protilatek. Perzistence vznikaspbenimiady endogennich i exogennich
faktoni, pri jejich odstragni je reverzibilni, mze jit o rekteré podavané Iéky, o
nasledek vyzivového deficitu pro hostitelskounkw i pro mikroorganismus
(Medkové a kol., 2001).
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4 Jednotlivé druhy zlékarského hlediska vyznamné pro

¢lovéka

4.1 Chlamydia trachomatis
sérotypo¥. Endemické nakazy (onemaen: Trachom a Lymfogranuloma venerum)
v rozvojovych zemich, urogenitalni & infekce ve vysglém swté.

4.1.1 Trachom

Je typické onemoeni postihujici oko, které vyvolavaji séroty@hl.tr. A, B, Ba, G
zpasobuji chronickou konjunktivitidu vedouci az k Isgovym nekr6zam a k jizvam
na spojivce oka. @i vicko se jizvenim s a @i mrkani abraduje rohovkiasami, takze
dochazi k jejimu zakaleni, neEné onemocmi nakonec vede ke slepo{Medkova
a spol., 2001, Votava, 2003). Trachom jec¢asgjSi pri¢éinou slepoty na s\#¢&, protoze
v postizenych tropickych a subtropickych oblastgehnfikovano az 25% obyvatelstva.
Zpusobuji akutni infekce ipdevsim u &i, vektorem onemocmi jsou mouchy (¥znik,
Pospisil, 1997, Medkova a spol., 2001).

4.1.2 Lymfogranuloma venerum

Je endemické onemaan lymfatického systému,ipdevsSim v oblasti genitalu, které
vyvolavaji sérotypyChl.tr. L1, L2, La2, L3.Klasicka venerickd nakaza postihuje
lymfatické uzliny, stvorbou bolestivych navenek geovalujicich buboih Vede
k rozsahlému destruktivnimu zfin s naslednym jizvenim ve tkani genitalu a koriku.
Takto postizené byvafiastji Zeny, protoZe u mu#jsou Uvodni stadia Iépe viditelna a tim
padem lépe katelna (Medkova a spol., 2001, Votava, 2003)

4.1.3 Urogenitalni a oéni infekce

*  O¢ni infekce zfisobuji zagty o¢ni spojivky, posléze chronickou keratokonjunktidit]
ktera ot vede azZ k oslepnuti (Medkova a spol., 2001).

» Urogenitalni infekce jsou #igobeny sérotypyChl.tr. D-K. Predstavuji vice nez 50 %
vSech urogenitélnich ndkaz, timiseli mezi gvodce pohlavnich chorob STD (Sexual
Transmitted Disease). Jsou celiiswé negastji sexudl® prenosnym patogenem

(Medkova a spol., 2001). Zipobuji postizeni urogenitalu, onemeéoh probiha
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postup ve ftech stadiich a Usti vrozsahly destruktivni &atkare genitalu
a konéniku. Dojde k postizeni lymfatickych uzlin s tvortbdbolestivych bubain
a jizev. Akutni infekce ma &sSinou asymptomaticky pib¢h, je zde vysoké riziko
pirechodu do chronicity. Onemasimi se klinicky manifestuje az v obdohkizkého

zaretlivého fibroproduktivniho procesu (Medkova a spaD01).

U Zen zpsobuje cervicitidu, uretritidu, salpingitidu, bdntatidu, endometritidu
a perihepatitidu. Dochazi k zavaznym postizeninvri@asnitrnich reproduénich orgai
a nasleda k infertilité. Infekce se dostavaigs d@lohu az do vejcovad kde se vytvi
condylomata a cuminata - coZ jsou #hiny na stnach vejcovod. Zpasobuji jejich
nepiichodnost — tedy neplodnost, tim mohou byt i jedrmopricin mimodilozniho

téhotenstvi a fipadré chronickych bolesti v panvi (Medkova a spol., 2001

U muZ zpisobuje zavazné uretritidy, epididymitidy a prosidyi. Chlamydiova
nadkaza u STD miva &sinou souvislost jedt s jinym mikroorganismem ipnosnym
pohlavnim stykemCasto se jedna o formu tzv. postgonokokovéhostzanNeisseria
gonorrhoeae jakotwodce kapavky je mikrobiologicky snafjnidentifikovan a rychleji
vyeliminovan antibiotiky, ale klinické obtize stalgetrvavaji v dsledku pitomnosti

chlamydiové infekce (Medkova a spol., 2001).

Asi 2/3 nakaz probih& v tvodni fazi onentwdrbezpiznako, projevi se klinicky az
v disledku zmén zpisobenych zany tkani a orgéin Cervikélni chlamydiové infekce jsou
povazovany za jeden zrizikovych fakiorpro vznik karcinomu &ozniho hrdla
ze skvamoéznich bwh (sérotypo¥ specifické pro sérotyp G). \Kkterych studiich se
zminuje zvysené riziko fenosu viru HIV. Samdejm¢ je mozny penos infekce
Chlamydie trachomatis vertikairz matky na plod, coZ byva aZz v 65 %pad pii nakaze
matky (Medkova a spol., 2001).

4.2 Chlamydophila pneumoniae

Je respiri patogen, infekce sefkapénkami nebofmym kontaktem s nemocnym.
Nakaza nebyva vzdy klinicky patrna, manifestujensgastji jako akutni infekce hornich
cest dychacich nebo dolnich cest dychacich. Prigese jako faryngitida, sinusitida,
otitida, astma bronchiale, bronchitida nebo pneumodaréty plic maji stejné nebo
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podobné klinické fiznaky jako ijiné atypické pneumonieigobené ieba legionelami
nebo mykoplazmaty (Votava, 2003, Medkova a spoD12.

4.3 Chlamydophila psittaci

Je fivodcem tzv. papow§ nemoci — psitakdzy, sami@nm¢ napada i jiné ptaky,
zpiusobuje tzv. ornitdézy. kodce se skryva v pe exkrementech, krvi iv tkanich
infikovanych jedind. Prenos naclovéka je vzacny, ale fpsto k gRmu miZe dojit.
K ndkaze dochazi nggsgji vdechnutim prachu kontaminovaného vysuSenymtipta
exkrementy, i inhalaci v aerosolové farm masi, sekreti dychaciho traktu. Onemogmi
se projevuje vysokou hatkeou, zchvacenosti, bolesti hlavy, sva klouli a suchym
drazdivym kasSlem. Vé&kterych gipadech se objevuji itfznaky postizeni centralniho
nervového systému (CNS), systémovych chorob (hepegalie, splenomegalie). Jsou
diagnostikovany népsgji sérologicky (Medkova a spol., 2001, Votava, 2003
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5 Terapie a l&ba chlamydiovych infekci

5.1 Volba létby

Usg3nost léby spaiva v dolie zvoleném antibiotiku. @ezité je, aby mil podavany
preparat pozadované farmakokinetické a farmakodigi@vlastnosti. Peebujeme, aby
pronikal v dostai@né koncentraci k mnozicim se chlamydiim, aby nysokou tk&@ovou
koncentraci v mistinfekce, to znamenar@devsSim ve fagolysozomu infikovanych kkn
M¢l by mit maximalni mikrobialni &inek @i minimalni inhibeni koncentraci a stabilitu

v kyselém progedi nitrobugcnych myeloperoxidaz.

DalSim pozadavkem je co nejdelSi elinimapolaas, aby podavani Iéku postihlo co
nej\tsi fazi zivotniho cyklu chlamydii. Sami@gm¢ potebujeme u preparatu minimum
vedlejSich dinka a interakci s jinymi Iéky. Preparat byémbyt (¢inny i na dalSi
piidruzené bakterialni patogeny a kompatibiltippdre s jinymi antibiotiky. Mgl by mit

souwasre i imunomoduléni efekt (Medkova a spol., 2001, TorSova, 2009).

Hi vybéru antibiotik ma ®kolik moznosti, zalezi na tom, o jaky typ infekeejedna,
ktery druh infekci zpsobuje a v jakém stadiu onemeoh se pra¥ pacient nachazi.
Existuji mizna doporteni na Iébu chlamydiovych infekci, je nutné ji vhaglrevolit
s ohledem vzdy na konkrétnfipad. Jednotné schéma vhodné pkdléchlamydiovych

infekci v8ak zatim neexistuje. Pokusim se popsghatlé jednotlivych typ infekci.

5.2 Lécba urogenitalnich infekci
Urogenitalni infekce Zsobuji kroné chlamydii: Neissreia gonorrhoeae, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis, Gardnerella vags)a Enterobacteriaceae sp.,

Streptococcus sp., Pseudomonas (siWledkova a spol., 2001, Horvéath, 2009).

5.2.1 Antibioticka lé ¢ba

Primarg se infekce I& antibiotiky. Z velké¢asti dané pozadavky $piji makrolidy,
tetracykliny a systémové fluorové chinolony Il. [& enerace. Makrolidové antibiotika
blokuji proteosyntézu na ribozomech chlamydii, &igp fagocytézu, s makrofagy se
dostavaji rychleji do mista infekce, aktivuji jgadporuji v nich tvorbu cytosin dosahuji
vysoké tk&oveé koncentrace,iigobi mirg imunostimul&ng.
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Nejvhodwjsi je azitromycin. Ma az 10x vysSi tiGgvou koncentraci v endozomu nez
jind antibiotika a hlavtd m& dlouhy eliminéni polaias, ktery odpovidafiplizné celému

vyvojovému cyklu chlamydii, coz je asi 60 — 70 hodi

Tetracyklinové antibiotika zabmaji ptistupu aminokyselin na ribozomgiakuji na 30s
podjednotku ribozomu, Usobi spiSe imunosupresivn S ohledem na potenciélni
teratogenicitu se tetracykliny nesmi podavat v giia&y a jejich podavani je omezeneé i
v obdobi dospivani od 12 do 18 let.

Fluorové chinolony IlI. a lll. generace. Jejigiinek je dan blokovanim topoizomerazy -
DNA gyrazy. Maji velmi nizké minimalni inhitmi koncentrace (MIC). Pronikaji aktivnim
transportem velmi rychle a jsou stabilni v kyselgnostedi myeloperoxidaz. Bohuzel maji
nejzavazyjsi nezadouci d&inky ze strany nervového systému (nespavost, Unava,
podrazé@nost a ale i epilepsie nebo psychdza) maji prohlénhepatotoxicitou, sobi
mirn¢ imunostimul&né. S ohledem na potenciélni teratogenicitu, se dbiryo nesmi
podavat v gravidd a jejich podavani je omezené i v obdobi dospiw@hil2 do 18 let.
(TorSova, 2009, Medkova a spol., 2001).

Vzdy je pateba velmi pozorh ¢ist ibalové letaky kazdého léku, kde jsou usrag
piislusné informace velmi podro&inAntibiotika tSinou interaguji v kombinaci s jinymi

léky, jako jsou nap warfarin, teofylin, dioxin i kofein (Medkova ®al., 2001).

Délka podavani antibiotik byvazna, u Zen byva 7 dni, u mua0 dni. Komplikace
zpasobuji infekce starSiho data a infekce jinymi patog Velmi dilezita a nevyhnutelna
je samotejm¢ lécba partnera, pdp samorejm¢ vSech pedchozich partnér nebo

sexualnich kontakt(Medkova a spol., 2001).

5.2.2 Kombinovana I&ba

V poslednich letech se preferuje tzv. kombama |€ba, kdy se dopotwje
kombinace minimalé 2 antibiotik sodasré s dalSimi pipravky neantibiotické povahy
jako jsou proteolytické enzymy (niawobenzym nebo chymotrypsin) a probiotika . Velmi
dobra efektivita |&y urogenitalnich chlamydiéz je popisovana gouwasném podavani
antibiotik a proteolytickych enzyim dochazi ke zlepSeni penetrace antibiotik

do infikovanych tkani — tzv. efekt vehikula (Tor§9\2009). @lezZity je i imunomoduléni
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efekt enzymoveé terapie. Dochazi ke stimulaci fatgey a cytotoxické aktivity gkterych
burék imunitniho systému a optimalizaci produketerych cytokiri (Honzikova, 2009).

Zarova je velmi vhodné pouzivat jako dajpbvou I&€bu i jiz zmirgna probiotika.
Probiotika jsou schopné stimulovat vrozenou i zigka imunitu, aktivuji fagocytézu
a zvysSuji imunitu sliznic. Podavanim antibiotik Siee znéi vétSina patogein ale narusi
rovnovaha v fivodni poSevni mikroflée. Antibiotika uz neobnovuji bohuZzeliyopdni
mikrofloru, & uz stevni nebo poSevni, ustaleni rovnovahy obnovimeéppidavanim
probiotickych preparat(Sladkova, 2009).

V sodasneé dob je dilezitd také rekonvalescemi |&ba o pacientky po

gynekologickych operacich, po pidané chlamydialni infekci. Ta se odehrava v laznich

5.3 Lécba respiraénich infekci

Chlamydie zfisobuiji respiréni infekce hornich a dolnich cest dychacich spgiysni
patogeny. Naip: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzaeraddlla
catarrhalis, Streptococcus pyogenes, Staphylococauseus, Mycoplasma hominid
(Medkova a spol., 2001).

Diagnostika respitaich infekci je velmi problematicka. V obdobi akiutnfekce je
vlastre nemoznd, protoZe se protilatky jestevytvdily. Protilatky mizeme stanovit az
po dvou tydnech od #atku infekce. Stanovujeme protilatky v&dé IgM, IgA a
po prodlané infekci i IgG. Diagnostika pomoci PCR s€ll. pn.provadi jen vyjimeéne
na vybranych pracovistich. Klinika onemeaon je vZzdy stejna jako u jinych respirdch
infekci (Sewik a kol., 2004, Medkova a spol., 2001).

Tim, Ze je infekcefruzena ¥tSinou je&t k néjakému jinému patogenu, tak se voli
antibiotikum s ohledem na ten druhy patogen. iNapitidu u diti zpisobuji ¥tSinou
mykoplasmy, vSechna or&lpodavand antibiotika vykazuji nizkou tk&ou koncentraci
ve stednim uchu, neftinngjSi byva azitromycin. U dospych zpisobuje otitidu ¥tSinou
n¢jaky jiny patogen spolu s chlamydii. Rethujeme-Ili antibiotikové pokryti na anaerobni

bakterie — preferujeme klindamycin  nebaiddvame aminopeniciliny inhibujici
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betalaktamy. Na G-enterobakterignkuji fluorové chinolony, na pseudomonadinkuje

ciprofloxacin (Medkova a spol., 2001).

Sinusitida a bronchitida mivaji spéteu etiologii. Cast&né jsou vyvolany
chlamydiemi, castén¢ anaeroby. Podavame makrolidy, aminopenicilin, &ven
klindamycin. U vracejici se infekce je nutné vyieigM, PCR. U I&by makrolidy je
prokazan nap ochranny dinek na fasinky respiréniho epitele a také stimulace

imunitniho systému — makrofagy (Medkova a spolQ190

5.4 Lécba systémoveé infekce

NegastjSim systémovym onemoénim, na kterém se podileji i chlamydie, je artatid
Pokud se prokdze vy$ehim synovialni tekutiny n@p metodou PCR fftomnost
chlamydii, je Iékem prvni volby sami@m¢é azitromicin a doxycyklin. Nelze-li tekutinu
odebrat, nasadime antibiotickoulké bez pitkazu. Nevidime-li alesgpéaste&ny l&ebny
efekt po dvou tydnech podavani i€kedna se pravghodobré o parainfekni artritidu a

lé¢ba antibiotiky nemé vyznam (Medkové a spol., 2001).

26



6 Laboratorni diagnostika chlamydiovych infekci

Diagnostické metodyetime na pimé a nefimé.

6.1 Primy prikaz

Rimy prikaz znamena, Ze stanovujem#&tgmnost antigenu neboéasti nukleové
kyseliny (NK) daného patogenu. Ktomu fmiiujeme specialni odb biologického
materialu.

Zakladni podminkou je spravrprovedeny odér. Dle druhu klinického materialu
zvolime typ odbrové soupravy. Chlamydie jsou nitrokidni parazité, proto musime
odkérem ziskat vzdy fislusné infikované hiky (sliznicni). OdkEr je velmi dilezity
piedevsim u akutnich infekci, kdy stanovujeniignp antigen nebo NK. K diagnostice se

pouzivaji vysoce citlivé a specifické testy (Med&aavspol., 2001).

6.1.1 Typy odbéria biologického materiélu

Vytér z uretry u mui - pred odgrem je dilezité minimalg 2 hodiny neméit. Odebira
se z hloubky 2 — 4 cm ratiaim pohybem odéyového tamponu v néoveé trubici

po dobu 20 s, nejprvagd masazi a pak znovu po masazi prostaty.

Vytér z exocervixu a endocervixu popjeS€ z uretry u Zen - po odstram
exocervikaniho hlenu se provede endocervikalnérugitatnim pohybem odiyového

tamponu po dobu 20 s.

Provadi se i vysS&ni zrektalniho vyru, nazofaryngealnino Wit nebo

konjunktivalniho stru.

Provadi se vysS&ni i z ma@i, kdy se odebira 15-20 ml prvni porce rannic¢mo

do sterilni nadoby. (Medkové a spol., 2001)

6.1.2 Piehled metod
6.1.2.1 Kultivaéni prizkaz

Jde o mikroskopicky pkaz Zivych mikroorganisipo jejich pomnoZeni na tikévych
kulturach (McCoy, BMG, Hela hiky a dalSi bu&né linie). Nasled& se mikroorganismy
zn&i nag. barvenim fluoresceinem. U kult&@ho pikazuChl. tr. je citlivost 60 - 80 %.
Jsou zde ale vysoké naroky na transport, vysokiénieké naroky (prace s b&tnymi
kulturami, casové pasazovani) a vysoké naroky na zkuSenostiotiotho (to je vzdy

subjektivni, takZe je zde riziko mensi specifity).
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VySeteni se pouzivAd pro vyzkumné a epidemiologick&ely) ne pro rutinni
diagnostiku. U kultivéniho pfikazu Chl.pn. se velmi ¢asto setkavame s faleSnou
pozitivitou. LepSi vypovidajici hodnotu ma vy&sti z distalnich oblasti dychaciho ustroji,
pohrudnéni nebo kloubni punktaty, papsputum nebo brochoalveolarni lavaz (BAL)
(Véznik, Pospisil, 1997, Medkova a spol., 2001).

6.1.2.2 Piiméa mikroimunofluorescence (MIF)

Odebrany klinicky material ¢Sinou vygr nebo sir) je aplikovan a zafixovan
na mikroskopické podlozni sklo. N&sl€édse na preparat nanese monoklondlni protilatka
znaena fluoresceinem proti hledanému antigenu. iiggat pritomnosti hledaného
antigenu v odebraném vzorku na mikroskopickém pegpa pak fluorescein ve
fluorescednim mikroskopu fi swtle zelek z&i. Zde jsou také vysoké naroky na

zkuSenosti hodnoticiho (Medkové a spol., 2001).

6.1.2.3 Detekce antigenu

V krvi nebo séru prokazujeme prozdiné aktivatory makrofafy a lymfocyi.
V kapitole 2.4 jsem uvedla, Ze existuji antigertnilldury na povrchu chlamydii, které se
daji detekovat a tim prokézat. To jsou antigermpdgdblysacharid LPS (rodéspecificky),
antigeny tepelného Soku chHspidgevSim u perzistentnich forem) a komplex
membranovych proteinMOMP (ty jsou druho¥ specifické jako satést rigidni bugcné
sttny elementarnictélisek) (Horova, 2009).

Tyto antigeny rniweme nejastji detekovat metodou ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Na pevné fazi (mikrotitiadestéka) je nafixovana ipslusna
monoklonalni protilatka, ktera se v reakci navaze amtigen fitomny v biologickém
materialu. Vytvei se komplex antigen-protilatka, na tento komplexnavaze konjugat,
poté substrat a &enim substrdtu vznika barevny produkt. Ten detrkej ngiime
absorbanci, ktera jefipmo un®rna ucité koncentraci antigenu ve vzorku. Vysledek

odegiitame z kalibrani kiivky.

Prokazuje se zpravidla rodosgpecificky chlamydialni LPS. Vifpac pozitivity je
nutné pouzit &aky konfirmani test, nebd tyto ELISA metody nejsou schopnyciir o

jaky druh patogenu se jedna. (Medkova a spol., 2001
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6.1.2.4 Detekce Useku NK
Pikaz c¢asti NK patogenu se detekuje pomoci molekwahiologickych metod
(Meisels, Morin 1991, Medkova a spol., 2001).

a) Metody bez molekularni amplifikace, s naslednobriujzaci.

Tyto metody jsou zaloZzeny na vykteai stabilnich dvaetzcovych komplek
(hybrida), které jsou nasle@nchemiluminiscetné¢ detekovany. Hybridy se vytvoze
specifickych jednovlaknovych UselNK (ze synteticky fipravenych genovych sond) a
k nim komplementarnich UsékmRNA z agens (ze vzorku). Pouzivaji se proémyt

vyjimecné pro ma.

b) Metody s molekularni amplifikaci a naslednou hgitzaci.

Detekujeme uity specificky Usek NK bakterieffitomné v odebraném agens ze vzorku.
Tento Usek, vymezeny primery, je jednosma identifikovan a amplifikovan
(mnohonasobh kopirovan geometrickodadou). Po dosazeni ditého mnoZzstvi kopii
(amplikoni) maze byt patogen zachycetiigusSnym detednim systéemem. Tim @Ze byt
nap. elektroforéza, chemiluminiscence nebo hybridizackomplementarni genovou
sondou a naslednou vizualizacfiguSnym enzymem nebo barvivem fluoresceinem.
VyuZivaji se pedevsSim fi screeningu asymptomatickych osob. Speéida vyuzivaji fi
vySeteni chlamydialni kontaminace spermatu odebiranébaiely unmelého oplodeni
(Meisels, Morin, 1991, Medkové a spol., 2001).

U test s amplifikaci enzymatického signalu je vySSi wedbt, bez amplifikace
enzymatického signalu se pohybuje vrozmezi 50-8Xifivost. Rizné molekularé
biologické amplifik&ni metody jsou tzn¢ citlivé v zavislosti na tiznych inhibitorech
piitomnych ve vzorku afftomnych enzyra pouzivanych v reakci. (Meisels, Morin, 1991,
Medkova a spol., 2001).

Druhy pouzivanych molekularné biologickych metod:

PCR - polymerazovérettzova reakce (Polymerase Chain Reactidt@R — ligazova
iettzova reakce (Ligase Chain ReactiomyIA — transkripci mediovana amplifikace,
SDA - Strain Displacement  Amplification. U nas je roegiensjSi pouzivanou
molekularrg biologickou metodou PCR, manudlni nebo poloautaoetny systém se
senzitivitou 92-99%. (Meisels Morin, 1991, Medkavépol., 2001).
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PCR - polymerazovaretézova reakce

Toto je u nas nejpouzivgsi metoda. Test je vysoce specificky a senzitipndfoze je
zde minimalni riziko nespecifické pozitivityripadna kontaminace amplikibpiitomnych
v laboratornim progedi je odstratna enzymatickou degradaci nespecifické negativity.
Nespecificka negativita je odstiara systémem detekce inhibiltoDNA polymerazy. V
posledni dob se v diagnostice upiatje stale vice, protoZze je 0o 20-30% cit|8i nez

ostatni pouzivané metody (Horvéath, 2009).

Testovanym materidlem mohou byt dryt uretraini, endocervikélni,fipadré mcc,
i krev, i jiné Klinické vzorky, str ze spojivky, synovialni tekutina, punktat z Daaggva
prostoru, material z laparoskopie. Wchto je poteba eliminovat inhibitory DNA

polymerazy.

Princip metody: jedna se o amplifikactasti mikrobialni DNA lezici mezi d¥na
primery (oblastmi o znamé sekvenci nukled}jdkteré udavaji specifitu kazdé reakce.
Cyklicky se opakuje enzymévkatalyzovana syntetick& reakce. PouZivany enzywé by
termostabilni DNA polymeraza (tzv. Tagq polymerdZdgjvice se pouziva k diagnostice
Chl.tr. Amplifikuje se uUsek asi 207 nuklealidz DNA plazmidu spokného vsem
sérovaim Chl. Tr.. U ptikazu Chl. pn. se spiSe pouziva ve vyzkurin@osti — nap. k
prikazu v indukovaném sputu nebo BALu uastmatu, wulkdm punktatu u
postchlamydiové artritidy (Medkova a spol., 200leitver a kol., 2009, Kradin, 2010).

Kazda PCR ma cyklus ragdny na fi zakladni faze probihajiciftip odliSnych
teplotach:
Prvni fdze - denaturace stanovené DNA - iebujeme rozplést mikrobialni
dvouvlaknovou DNA pitomnou ve vzorku na dvjednoviaknové DNA, bez poSkozeni
nukleotidové sekvence.
Druhd faze - dojde k hybridizaci primé&; snizi se teplota a primery se Vazi
na komplementarni Useky jednovlaknové DNA.
Treti faze— timto mame ozigané uéité misto amplifikace konkrétni jednovliaknové DNA
— mame mistoiysobeni DNA polymerazy a syntetizuje se nam noviénd@odle gvodni
jednovidknové DNA. Tim, Ze se tento cyklus degeskrat opakuje, ndistd nam tak
mnozstvi hledané DNA. Ziskame produkt o vysoké kaotraci DNA, kterou jiz jsme
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schopni detekovat. N&pnavazanim na genovou sondu &areu enzymem Kk vizualizaci
(Medkové a spol. 2001, Weidner a kol., 2009, Krad®10). V sotasné dob se nejvice
pouziva specialniifpad tzv. Real-time PCR, coZ pro nas znamena detakalnémiase.
Sondu pidavame na Zatku reakce spolu s ostatnimi slozkami v tzv. nmiasteu. Tim, Ze

je sonda zngnda rjakym fluorescetnim barvivem, mame moznost ji sledovat v celém
prabéhu reakce, v kterémkotiase (Weidner a kol., 2009, Kradin, 2010, Medkospal.,
2001).

6.2 Neprimy priakaz
6.2.1 Typy odbéri biologického materialu
Provadi se vyS@ni ze srazlivé krve,fpadré z likvoru odebraného ip lumbalni

punkci.

Negimym piikazem prokazujeme protilatky proti chlamydialnintigenim v krevnim
séru pacienta. Dostupné vy&etaci metody éime do 2 zakladnich skupin:
a) Metody prokazujici protilatky proti antigém rodow spolénym chlamydiovym
LPS a Hsp.
b) Metody utené k piikazu protilatek proti antigéim konkrétniho druhu chlamydii -
a to proti proteitm obsazenych ve vSech chlamydiovych membranach
elementarnichétisek — MOMP.

6.2.2 Piehled nejpouzivarjSich metod
6.2.2.1 ELISA

ProkazujemedtSinou tvorbu protilatky, které ndS organismugtitydi imunitni odez¢
jako reakci na antigen. Napprotilatky proti antigenu LPS, antigenu Hsp6®tpdruhow
specifickym antigeiim MOMP. Antigen je navazan na mikrotitrda desttce, specificka
protilatka, ktera se naénnavaze, je ve vySaivaném séru. Vazbu komplexu antigen-

protilatka vizualizujeme enzymatickou reakci.

Kvantitativni nebo semikvatitativni vysledekhodnota titru protilatek, nebo stanovena
koncentrace ipslusnych protilatek. ELISA ma vyhodu wviazu protilatek viznych
imunoglobulinovychitidach (IgM, IgA a 1gG), protilatky proti LPS se wgteji diive nez
protilatky proti druho¥ specifickym proteitm MOMP. Protilatky proti LPS jsouétSinou
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Chl.pn. Pouzivaji se diagnostické soupravy s rekombinantahlamydialnim LPS, aby
nedochazelo k nespecifické izkené reakci s protilatkami jinych G- bakterii (Math,
2009, Polcarova, 2009, Medkova a spol., 2001).

U malych dti do dvou let musime vzdy vy$evat protilatky proti jednotlivym
chlamydialnim druaim (Chl.tr., Chl.pn., Chl.ps.) vefittach IgM, IgA a IgG. Jejich
imunitni systém netid dost protilatek, protoZze ho nemaji dostate vyzraly. K

detekovani protilatek se zpravidla pouzivala miknanofluorescence ( MIF).

V poslednich letech pouzivame drufiepecifické testy ELISA, n&jsgji zachycujici
protilatky ve tid¢ IgM a IgA. Chlamydialni LPS spale¢ s Hsp jsou #tSinou
exprimovany v pipadt chronické a perzistujici infekce, tudiz proti nivoiime protilatky.
Je dobré vysé&eni doplnit i o stanoveni druh®specifickych protilatek, abychom zjistili
typ nakazy (Horvath, 2009, Polcarova, 2009, Medkaggol., 2001).

6.2.2.2 Westernblotting

Touto technikou detekujemeitomnost protilatek proti chlamydidlnim antigem
rodovym i druhovym fenesenym na nitrocelul6zové memtiarDetekce probih&a
po predchozim elektroforetickém roddni a aplikaci tznétady antigefi na membranu.
Tim se vytvéi matrice. B vySeteni hodnotime ifitomnost specifickych prousktzv.
bandi, na membranovych pascich. Typ prokdzané protilfssnaha potom |€ka pii
rozliSeni, o jaky typ infekce se jedna — aktivnhamnestickou, ifpadnou reinfekci,
latentni, probhlou, chronickou nebo perzistujici. Séake s timto hodnoti i klinicky stav
nemocného (Medkova a spol., 2001, Horvath, 200Rarava, 2009).

6.3 Interpretace vysledki - tiidy protilatek

Hodnoceni jsem uvedla v tabulc@.. U akutni faze infekc€hl.tr. se nedaji stanovit
serologicky protilatky ve ftd¢ IgM. Protilatky IgM u infekce Chl.pn. maji svou
interpret&ni vdhu pouze vaiském wku, nebd ténei vSichni onemocnime v tomto
véku infekciChl.pn. spolu s gjakym pidruzenym patogenem. Odbornici dopsil tyto
protilatky stanovovat asi do deseti lekuw.

V rékterych gipadech mzou getrvavat IgM v rodovych idruhovych specifickych
testech i u dosgbych, probih&-li pré¥ v organismu intenzivni reinfekce. Protilatky vl
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IgA se vytvdeji pozdji a prokazuji ndm aktivni infekci. Protilatky veéide IgG jsou
povaZzovany za pozitivni fikaz pro@lané infekce. B Kklinicky suspektni infekci mohou
byt protilatky IgG vysoké a ukazuji na akutni infekMedkova a spol. 2001, Polcarova
2009). (viz.tabulk#.2)

Tabulka 2:Hodnoceni infekce podle vysledk zjisténé hladiny jednotlivych tiid
protilatek (Polcarova, 2009, Polcarova, 2010)

IgM | IgA | IgG | Cas Hodnoceni hladiny protilatek
tvorby
- - - Vysledek negativni, ev.faleSmegativni, odér proveden
moc brzy
+ - - IgM do 2| Zinajici infekce, 1&it, nutny opakovany odip
tydna po 3 tydnech, eventuglnznovu po 6 tydnech,fipadré
po l&bé
+ +/- | +/- | IgA od 3| Primoifekce, akutni infekcefip. reinfekce, chronicita
tydna
+ + + lgG za 6 Akutni infekce, reinfekce, chronicita
tydna
- - + Perzistujici infekce, i chronickafip. stav po progané
infekci
- + +/- Prokthla nebo chronicka infekcenlkézita je klinika

Velmi dilezity ukazatel prbéhu infekce je dynamika tvorby protilatek. Idedlni
pro spravnou interpretaci serologickych vyskedé& vhodné vysébvat alesptd dva nebo
tii odkery za sebou vzdy po &ité dokE. Prvni odir byva obvykle v vodu onemodéni,
nasledujici po dvou azZiech tydnech, pak patyiech az Sesti tydnech viihu
rekonvalescence.

Je nezbytné testovat tyto @édp vzdy ve stejné laborato protoze u jednotlivych
pouzivanych diagnostickych souprav se kriterialppdnoceni vysledkmohou liSit podle
pouzitych komponent. VySeni protilatek je vzdy jen soasti celého komplexniho
hodnoceni k ueni diagnézy pacienta, spdie s klinickymi nalezy, anamnézou a s
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piipadnymi vysledky ostatnich laboratornich a dal§iotebnych vySéeni (Medkova a
spol., 2001, Polcarova, 2009).

Obr. 1: Dynamika tvorby protilatek ( Laboratorni firucka TEST LINE- ELISA Brno,
Sedivy, Luks, 2007, Sifaldova, 2008)
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relativni
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{ inkubace
—
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7 Souhrn ziskanych dat a jejich zpracovani

Ke zpracovani praktick&sti prace byla vyuZzita data poskytnutd Centré@hbotatdi
SZZ Krnov. Tutocast jsem rozdlila na 3 ¢asti. V prvnicasti jsou popsany laboratorni
metody, které se v labordtopouZzivaji ruting ke stanovovanitauz protilatek nebo
antigerii Chlamydia sp. Ve druh#&sti jsou zpracovana data pacienpodle pohlavi, &ku
a niznych diagnostickych tastkterymi byla ziskana a veti ¢asti jsou uvedenyifklady

pozitivnich nalei u pacient.

7.1 Metody pouzivané v praxi

V této kapitole je uvedenighled konkrétnich laboratornich diagnostickych mgto
které byly pouzity ke stanoveni protilatek v séacipnfi a stanoveni antigenu ve ¥ggch
pacienti. VSechna tyta stanoveni byla provedena nagledd mikrobiologie Centralni
laboratde SZZ Krnov.

7.1.1 P¥imy imunofluorescertni test (IFA)

* Pouziva se pro identifikaci Chlamydia trachomatisragenitalnich, fip. rektalnich
vzorcich od dosflych pacieni, v okularnich a nasofaryngealnich vzorcich
od pediatrickych pacieit Zakladem pro vySgtni je spravé odebrany vyr
z infilkovanych mist a zhotoveni mikroskopického ganéitu (ndla by byt pouzita
specialni souprava pro oty — sterilni odbrovy tampon, odérové skltko, fixacni
roztok). Do ordinaci |éké odbirové poniicky dodava laborato Personal je paen o
provadni odkeru.

» Diagnosticka souprava: BIO-RAD PATHFINDER Chlamythachomatis

* Princip testu: Test pouzivd monoklonalni protilatku konjugovamfiuoresceinem.
Tato bareva reaguje s hlavnim ¥sim membranovym proteinem (MOMP)
elementarniho i retikularnih@liska. Na skkiko s odrem se nanese monoklonalni
protilatka konjugovana s fluoresceinem. Protilade vaze na \jSi membranovy
protein elementarniho i retikularninéliska. Poté nasleduje inkubace, oplachnuti a
nakonec tzv. zamontovani krycim skiém. Takto pipraveny preparat se prohlizi ve
fluoresceknim mikroskopu, kde porovnavame intenzitu fluoregného zdeni.
(Laboratorni navod k diagnostické soupraBlO-RAD PATHFINDER Chlamydia
trachomatis, 2008, Sifaldovéa, 2008) (viz. obra 2)
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Obr. 2: Pozitivni nalez urogenitalniho imého vzorku- zwtseno 400kratCervers

zbarvené jsou napadené epitelovénky zeler fluoreskujici jsou extracelularni

elementéarnidiska chlamydii.

Obr. 3: Negativni nalez urogenitalniho mého vzorku - z&tSeno 400x.Cervers
zbarvené vidime vzdy epitelové itky z odebraného vzorku, bez jejicliitpmnosti je

vzorek povaZzovan za neiazny.
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7.1.2 Nepiimé stanoveni hodnoty titru protilatek (ELISA)

» Jedna se o kvalitativni stanoveni hodnoty titru BgAG protilatek protChlamydia sp.
metodou ELISA. PouZity antigen je molekul&definovany, geneticky syntetizovany.
Vysledek testu neposkytuje informaci o tom, jakymamydialnim druhem byl pacient
infikovan (Laboratorni navod k soupeafirmy Medac, 2010).

» Diagnosticka souprava: Chlamydien-IgA-rELISA medacChlamydien-lgG-rELISA
medac.

* Princip testu: Test je zaloZen na ihazu protilatek v krevnim séru proti rodov
specifickému chlamydidlnimu antigenu LPS (viz. ol8), ktery je pro &
charakteristicky. Mikrotitrani desttka je pokryta syntetickym rekombinantem
fragmentu LPS (antigenem).fiPreakci se na & selektivie navazou specifické
protilatky ze séra pacienta. Na tento komplex se&abau zvieci protilatky,
konjugované kenovou peroxidazou, nasledujgidani substratu. Enzym rénova
peroxidaza $pi tento navazany substrdt a vytivese barevny komplex, reakci
zastavime fidanim stopovaciho roztoku. Qdgme hodnotu optické densityi piréité
vinové délce fotometricky. Mame stanoveny limitmidhoty pro negativni a pozitivni
kontrolu, i pro stedni hodnotu cut-off. Pro kazdy vzorek vyfidvame podle hodnoty
optické density kor@ou hodnotu titru protilatek. Pakiheme ukit, zda se jedna o

vysledek negativni, hraimi ¢i pozitivni.

7.1.3 Nepiimé stanoveni @itomnosti protilatek ( Westernblott)

» Provadime kvalitativni stanovenfifpmnosti IgA a 1gG protilatek v krevnim séru jiz
proti jednotlivym rodm Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae
Chlamydophila psittacnetodou Westernblott. Metoda sloutégevsim ke konfirmaci
vysledka vySetenych metodou ELISA.

» Diagnosticka souprava: Chlamycheck I1gG a IgA.

* Princip testu: Na nitrocelul6zové membrénjsou navazany rekombitai antigeny
specifické pro jednotlivé druhy. Test je zaloZenpmékazu protilatek proti nim. Po
pridani pacientského séra se protilatky navazou daoptivé konkrétni antigeny.
Vytvoti se komplex antigen-protilatka, ktery se nantipadt pozitivity zviditelni jako
prouzek na membréntzv. band. Diky oddlenému rozloZeni jednotlivych antigena
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membra® nam souprava umaije bezpénou identifikaci druho¥ specifickych
protilatek proti pednim antigetm Chlamydia trachomatjs Chlamydophila
pneumoniaea Chlamydophila psittacsowasre (obsahuje antigen MOMP pro detekci
Chl.tr., Chl.pn.a Chl.ps, antigen OMP 2 pro detek€ihl.tr. a Chl.pn, antigen Hsp 60
a MIP pro detekcChl.tr., antigeny OMP4 a OMP 5 pro detekehl.pn). Vysledek
odetitAme podle plozené Sablony. Tato metoda se pouziva ke kon@irmgsledki
testi ELISA (Laboratorni navod k souprafirmy Chlamycheck, 2010).

Obr. 4 ELISA princip - mikrotitraini desttka — Zluta, je pokryta syntetickym
rekombinantem fragmentu LPS¢ervena barva, specifické protilatky ze séra paaient
modra barva, peroxidazou zmmeé - P - konjugované zeti protilatky — setle zelena

barva (Sifaldova, 2008).

38



7.2  Souhrn a zpracovani ziskanych dat

Data jsem sbirala v obdobi od 2.1.2008 do 24.2.208&chni pacienti byli odeslani na
odker s pode#enim na chlamydiovou infekci a byli vygeni rekterou z vySe uvedenych
metod. VSechna data jsem iddila do skupin pacieftpodle Gzného ¥ku a pohlavi a

podle pouzitych metod.

7.2.1 Selekce pacient podle pohlavi a pouzitych metod
Tabulka 1:Poet vySefenych mu#i a Zen, bez ohledu nadk pacienta a druh metody

Pohlavi pacienta| Pdet vySefeni

Muz 2152
Zena 3745
Celkem 5897

Za danécasové obdobi se v labor#tovySetilo 5897 pacient. Z uvedenych dat
vyplyva, Ze se vysS#to vice Zen nez mui VétSina vySeaiovanych Zen byla odeslana

z gynekologickych ambulanci.

Tabulka 2:Poget provedenych vysdteni u muzi a Zzen ¥emi riznymi metodami, vyse

uvedenymi, bez ohledu na & pacienta

Metoda / pohlavi| ELISA | WB | IFA

Muzi 2018 | 325/ 113
Zeny 2354 | 348 962
Celkem 4372 673 107b

(WB — Westernblott, IFA — imunofluoresaeni test)
Z uvedené tabulky je patrné, ZedasgjSim typem laboratorniho vygeni je ruting

pouzivany nefimy test ELISA, jak u mug, tak u Zzen. WB se skutes dle zpracovanych
dat pouziva jen jako konfirniai test v pipact pozitivnich vysledt ELISA testu.
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IFA jako @imy test se pouziva nejvice u Zen. ZtpovySeteni vyplyva, Ze bylo
vySefteno 9x vice oddi Zen nez mu¥ Domnivam se, Ze je zddima souvislost s
gynekologickymi prohlidkami, ip ketrych jsou Zenam odebirany specialni urogariital
vytéry na mimo jiné i na prokazani chlamydiové infekce.

7.2.2 Selekce pacient podle pohlavi a iznych wkovych kategorii — ELISA, WB

V tabulce médme uvedeny qyp pozitivnich vysledik vzhledem k celkovému ptu

vySeteni. Pouzité metody: ELISA véde IgA a 1gG, WBChl.tr. aChl.pn..

Tabulka 3:Pocet vySefenych mu#i rozdélenych podle ¥kovych kategorii, ktefi byli
vySetreni metodami ELISA a WB. U kaZzdé metody je uveden géet pozitivnich

vysledki konkrétniho vySetreni

Vék muza | Celkem | ELISA IgA | ELISAIgG | WB Chl.tr. | WB Chl.pn.
pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
do 10 let 204 - - - -
11-15 88
16 - 25 219 - 8 3 5
26 - 40 400 10 43 7 32
41-60 661 5 46 27 47
61 a vice 550 9 45 12 46

(ELISA - tiidy protilatek: IgA a IgG, WB — Westernblo@hl.tr. — Chlamydia trachomatis,
Chl.pn. — Chlamydophila pneumoniae
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Tabulka 4:Poet vySefenych Zen rozdlenych podle ¥kovych kategorii, kteri byli
vySetreni metodami ELISA a WB. U kaZzdé metody je uveden géet pozitivnich

vysledki konkrétniho vySetreni.

Vék zen | Celkem| ELISAIgA | ELISAIgG | WB Chl.tr. | WB Chl.pn.
pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni

do 10 let 155 - 2

11-15 80 1 1 - 1

16 - 25 653 8 35 9 3

26 - 40 1157 10 58 20 29

41-60 1204 12 58 47 42
61 avice| 477 6 23 8 11

(ELISA - tiidy protilatek: IgA a IgG, WB — Westernblo@hl.tr. — Chlamydia trachomatis,
Chl.pn. — Chlamydophila pneumonine

Zangrné jsou slodeny vysledky konfirméniho vySeteni metody WB k vysledkn
metody ELISA. Zrozdeni dle ¥ku je patrné, Ze pozitivni nalezy nachazime az ve
skupinach od 16 let. Nejvice pozitivnich ndigz ve skupinach pacianve fertilnim &ku
a to u obou pohlavi. Zajimavé je, Ze u Zen je praozitivnich nalex jak proChl. tr.,

tak proChl. pn stejné, zatimco u mtige vyrazrt vysSi procento pozitivhich nalen Chl.

pn.

7.2.3 Selekce pacient podle pohlavi a fiznych wkovych kategorii - IFA

Hi odebirani pimych vzorki je poteba si ugdomit, Ze pi prokazané pozitivit je na
mis€ nejen pel&eni pacienta, ale i provedeni kontrolniho &db abychom zjistili
aspesnost I€by. Samoejmosti by ndlo byt vySeteni a pel&eni sexualniho partnera
pozitivniho pacienta. V tabulkach 5 a 6 je uvedelkavy paet vySetenych, kolik z nich

bylo pozitivnich a kolik z nich se dostavilo na &paany odlr.
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Tabulka 5:Poet vySefenych muzi podle wkovych kategorii, ktefi byli vySetieni

imunofluorescertni metodou k pfimému prikazu antigenu Chl.tr.

Vék muzi | Pocet vySefeni IFA | Odb.1 Odb.2 Poket pacienti
pozitivni | pozitivni | - opakovany odtEr
16 - 25 14 2 1 2
26 - 40 34 2 1 2
41 - 60 43 3 4 2
Celkem 91 7 6 6

(IFA — imunofluoresceini test,Chl.tr. — Chlamydia trachomatisQdb.1 — znamena od&b

Jo e

provedeny ped masazi prostaty, Odb.2 — znamen&pogdlovedeny po masazi prostaty)

Tabulka 6:Pofet vySefenych Zen podle ¥kovych kategorii, které byly vySeteny

imunofluoresceréni metodou k pFimému priakazu antigenu Chl.tr,

Vék zen | Pdet vySefeni IFA | Odb.1 Odb.2 Pocet pacienti
pozitivni | pozitivni | - opakovany odkér

16 - 25 236 20 23 1

26 - 40 470 12 11 0

41 - 60 212 8 4 1

Celkem 918 40 38 2

(IFA — imunofluoresceini test,Chl.tr. — Chlamydia trachomati€)db.1 — znamena oé&b

provedeny z exocervixu , Odb.2 —@diprovedeny z endocervixu )

Z uvedenych dat vyplyva, Ze z celkovéhdtparySetenych mui je u 7,7 % potvrzena
pozitivita. U Zen je u 4,4 %, coz znamena, #esioze byl vySéen @iblizné trojnasobny
pocet Zen nez mu¥ vysledna pozitivita je u muZ takika dvojnasobna. Dale je
piekvapujici, Ze tégf vSichni pozitivni muzi se dostavili porgléceni na opakovany

odker, u Zen mame z prokazanych pozitivnich 40 paelepbuze 2 opakované aili.
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7.3 Priklady pozitivnich nalezi

V této ¢asti jsem vybrala z nasbiranych dat typické&lpdy pozitivhich nalez pro
jednotlivé metody prkazu.

7.3.1 Pr¥iklad pozitivniho nalezu protilatek proti chlamydiim metodami ELISA
a WB u vybranych pacienfi

U metody ELISA je uvedena koncentrace praiav gislusné tide, kterou
povazujeme za pozitivni od hodnoty 400 a vysSinitirh hodnota je 200, u metody WB je
+ ozn&eni pro pozitivni vysledek vydeni. Datum vyséeni uvadim pouze tehdy, ma-li

pacient opakovany odh

Tabulka 7:Pacienté.1 - muz

Vék | Dg. | Popis diagnézy| Datum vySéeni | ELISA | ELISA WB WB
IgA | 19G Chl.tr. Chl.pn.
40 | M25.5| Bolesti kloub 17.4.2008 100 400 - +
M25.5 | Bolesti kloul 24.4.2008 100 400/ nevyseho| nevySéeno
M13.9 | Artritida 19.5.2008 100 400 nevyi&ato| nevysSéeno

OdlEr pacienta byl odeslan z ortopedické ambulanceo Jettypicky nélez pacienta
s pozitivitou jak vefiidé IgG metodou ELISA, tak ipkonfirmaci metodou WB, kde jsme
zjistili pozitivitu naChl.pn. Vysledky WB na pikaz Chl. pn.vychazeji pozitivni, protoze
vétSina €chto pacient je odeslana z plicnich o#&léni s respirgnimi onemocanimi
k prikazu pneumonie. Vysledky WB naijez Chl.tr. vychazeji ¥tSinou negativni u Zen i

u mudi, neba je zde vice vyuzivana moznostmeého ptikazu ze sira.

Tabulka 8:Pacienté.2 - muz

Vék | Dg. Popis diagnozy Datum vySdéeni | ELISA | ELISA WB WB
IgA | 19G Chl.tr. Chl.pn.
28 | J042| Akutni za# hrtanu 3.3.2008 400 400 nevy&eto | nevySéeno
399 | Nemoc HCD 25.3.2008 200 400 +
J042 | Akutni zat hrtanu 5.5.2008 200 400 - +
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OdRr pacienta byl odeslan z plicni ambulance. Pacieélt pravcEpodobr praw
probihajici akutni respi¢ai infekci, vzhledem k vysokym protildtkdm IgA v voim
odkeru. V nésledujicim odisu pozorujeme jejich snizeni, ale stale je patrejch
produkce. Vysledek by mohl odpovidatihé antibiotiky. Ve tetim odkru je situace
stejna, coz rnize ukazovat na nedost&teu |&bu nebo jiz pechod do chronické faze

e

infekce. Pro pesrejSi zhodnoceni nam chybi dalSi vy&et i klinické projevy.

Tabulka 9:Pacienté. 3 - Zzena

Vék | Dg. | Popisdiagnozy| Datum vySéeni | ELISA | ELISA WB WB
I9A 1 119G | chi. Chl.pn.
34 M13 | Artritida 3.3.2009 400 800 newvyi&mto| nevyséeno
M13 | Artritida 17.4.2009 400 800, nevy&mio| nevysdeno
M13.9 | Artritida NS 22.6.2009 800 160D + +

Odter pacientky byl odeslan z ortopedické ambulancensajici hodnoty u ELISA
vySeteni a pozitivni vysledky u WB urdtiho odiru signalizuji akutni fazi infekce.
Pasobenim antibiotik na chlamydiette dojit k vyplavovani toxiin z baktérii a ty pak
negativié pasobi na tkA kosti a chrupavky. Jde o pacientku s typickyifiklpdem
systémoveho onemoémi artritidy. Pro pesrgjSi zhodnoceni nam ¢&p chybi jak dalSi

vySeteni, tak klinické projevy.

Tabulka 10:Pacienté. 4 — zena

Vék | Dg. | Popis diagnozy| Datum vySdeni | ELISA | ELISA WwB WwB
IgA 119G | chiy. Chl.pn.
37 | J30.1| Alergicka rymg 26.9.2008 400 400 neved|t| nevySéeno
K52.2 | Alergicka a 27.4.2009 800| 160Q nevyEeho| nevySéeno
dieteticka
gastroenteritida
a kolitida
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OdtEr pacientky byl odeslan z alergologické ambulafeni odiér odpovida latentni
infekci. Alergické reakce potencuji odezvu imuriimisystému. ZvySeni koncentrace
protilatek v nasledujicim odhu, tak mohlo byt zfisobeno probihaji alergii a nemuselo
znamenat probihajici infekci. U tohoto @db by bylo velmi vhodné konfirmovat vysledek
ELISA testu metodou WB, abychom mohli s jistotoulowit, Ze respiréni potize,
kterymi pacientka pravghodobr trpéla, nebyly zfisobené infekcChl. pn..
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7.3.2 Priklady vysledkia imunofluorescertniho testu (IFA) k pfimému prikazu
antigenu Chl.tr. v urogenitalnich vzorcich u vybrarych pacienti

Vyswtlivky k tabulkdm: IFA — imunofluoresceéni test, + je ozngni pro pozitivni
vysledek vySeeni, Chl.tr. — Chlamydia trachomatispdb.1 — u Zen znamena @db
provedeny z exocervixu , odb.2 — u Zzen @dirovedeny z endocervixu. VSichni pacienti

muzi byli odeslani z urologické ambulance, Zenyaeakologické.

Tabulka 11:Pacienté. 1 - muz

Vék | Dg. | Popisdiagndézy | DatumvySéeni | IFAodb.1 | IFA odb.2

43 | R36| Vytok z penisu 9.1.2009 + +
30.1.2009 - +
22.3.2009 - -

o

Z prvniho odéru je jasnd pozitivita jak z v§tu z ma@ove trubice ped masazi prostaty,
tak i po masézZi prostaty, coz éski pro akutni infekkci. Pacientovi byly nasazeny
antibiotika. Ri kontrolnim odkru po geléeni byl pozitivni odbr pouze po masazi, coz
swdci o tom, Ze z mépvé trubice byly jiz chlamydie vymyceny. A po Zsicich I€eni

M4 jiz pacient oba odby negativni, coZ znamena, Ze byl pacient&sppiel&en.

Tabulka 12:Pacienté. 2 - muz

Vék | Dg. | Popis diagnézy| Datum vySéeni | IFAodb.1 | IFA odb.2
24 | R36| Vytok z penisu 7.1.2009 - +
28.1.2009 - -

Pacient ma pozitivni odb pouze po masazi, coz znamena, Ze sgenmjednat o
pacinajici infekci, nebo o chronicky typ infekce. Pspisném pel&eni antibiotiky mé
pacient vysledky obou v§tti negativni.
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Tabulka 13:Pacienté. 3 - muz

Vék | Dg. Popis diagnozy Datum vySéeni | IFA odb.1 | IFA odb.2
25 | N34.1| Nespecificka uretritida 4.8.2008 - -
N34.2 | Nespecificka uretritida ¥ed 8.12.2008 - -
13.5.2009 - -

Pacient je ze vSech aual stale negativni, coZ prokazuje Ze nespecifickatriidu mu

zpasobuji zcela jiné patogeny n€al.tr..

Tabulka 14:Pacienté. 4 - Zzena

Vék | Dg. Popis diagnozy Datum vySéeni | IFA odb.1 | IFA odb.2
19 | A56 | Chlamydiova infekce 22.6.2008 - +
11.8.2008 + +
4.11.2008 - +

Podle vysledk vySeteni je patrné, Zefpprvnim odkEru byla pacientka pozitivni pouze
na s&r z endocervixu, v nasledném a@db po l&€bé na exocervix i endocervix, a
v poslednim odéru opit na endocervix. Je Wl Ze gel&eni u této pacientky bylo
neusgsné, ve vSechréch odlBrech ma stale pozitivni odbz endocervixu a onemoémi
patrre preslo do chronicity. Negativni vysledek u édib z exocervixu nemusi prokazovat
negativitu. Vysledek rive byt faleS& negativni a mohl byt Zigoben nap chybou pi

provadni odkeru.

Tabulka 15:Pacienté. 5 - Zzena

Vék | Dg. Popis diagnézy Datum vySéeni | IFA odb.1 | IFA odb.2
45 | A56 | Chlamydiové infekce 13.11.2008 + +
3.6.2009 + +

Podle vysledk vySeteni je patrné, Ze u této pacientky byl&ble nedsgsna, ma stale

pozitivni odigr z exocervixu i endocervixu. Onemaaon preslo do chronicity.
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8 Diskuze

Z vysledk laboratornich vySeégni uvedenych v jednotlivych tabulk&ch igsspuSnym
komentdem se d& usuzovat, Ze vramci diferencialni diagnose na chlamydiové
infekce skuten¢ prilis nepomysli. Jednozie jsme prokazali, Ze bylo vygeno vice zen

nez mu#. V¢étSina pacientek je odesilana z gynekologickych dammil.

Fevazujici poet vySetenych Zen rwze byt ovlivien pravidelnymi gynekologickymi
prohlidkami, ale i tim, Ze urogenitalni infekce maen velmi typické fiznaky (bolestivé
zapachajici vytoky, néppemné s¢deéni atd.), zatimco u mizv 80 % probiha infekce
asymptomaticky. TakZe na rozdil od Zen nemaji npafiebu vyhledavat Iéka. DalSi
véc, kterou jsme prokézali, je skdtest, ZeChl tr. pati mezi STD. ProtoZe nast paitu
vySeteni i nafist pozitivnich vzork stoupa vzhledem Kk fertiinimuc¢ku, respektive

k obdobi sexualni aktivity bez ohledu na pohlavi.

Déle z uvedenych vysletlkyplyva, Ze metodou ELISA se&t$inou vysatuji pacienti
s respiranimi infekcemi pi podezeni na infekciChl.pn.,anebo pacienti se systémovym
onemocgnim typu artritidy pi podezeni na infekci obma patogeny. Proto pokud
prokdZzeme pozitivitu v ELISA testu, tak se konfiachprokdze pozitivitajgdevSim u rodu
Chl.pn., nikoliv u Chl tr.. U pozitivity v ELISA testu je velmi @lezZita konfirmace
metodou WB, protozéada lidi onemocni touto chorobou jiz &tském ¥ku a &tSina

Z nich si nese vysoky titr protilatek i do dekysti.

NaopakChl.tr,. patici mezi STD, se vySktje p‘edevsim z urogenitalnich . Zde
méame také vice vySenych Zen nez miuz Prekvapiw¥ pozitivita u mu# je ténef
dvojnasobna nez u Zen. Dle mého nazoru je to pr#omuZzi netrpi urogenitalnimi
infekcemi takcasto jako Zeny a navicitéina infekci probiha symptomaticky. Pokud se
n¢jaké symptomy objevi, da se pozitivitaetrdvat. U Zen mohou byt urogenitalni infekce
s podobnymi symptomy #Zgobeny celodadou jinych patogen

Snazila jsem se vybrat a okomentovat &@ejSi nalezy diagnostikované infekce
Chltr. i Chl.pn u muZ i u Zen. Zvysledk je patrné, Ze diagnostika i ¢lia
chlamydiovych infekci je problematickd a slozitae &ilezité vysledky sprawh

okomentovat vzhledem ke vSem vvygeim, gedchozim nalazm a klinickym projevm
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pacienta. Je pt#ba stanovit algoritmus dBy na kazdy konkrétniifpad (davkovani,
prinik do tkani, vysok& nitrob@tind koncentrace, minimum vedlejSickinka atd.).
Dulezité je zvolit spravné antibiotikum#iRakutni infekci je pdtba, aby l&a byla zprvu
razantni, jinak je pak zbyte¢ zdlouhava. U infekcChl.tr. (jedna se o STD) je naprosto
nezbytné vyséit a I&it oba partnery saiasré. Jinak neustale dochazi k reinfekcim. A
piestoze chlamydie ¢ééme, I&ba je neusgEna a onemoeni prechazi do chronicity.

Stavim chronické i perzistentni infekce lzeredejit pra¢ spravnou a &asnou
diagnostikou, sprawnzvolenou lébou akutni infekce a také systematickym vi@e&inim
(Horova, 2010). | z naSich vysleilke to patrné. Uvedli jsme dwacientky, které ii@s
lé¢eni maji stale vysledky Wit pozitivni, jejich onemoaini presSlo do chronicity nebo

jsou opakova#infikovany neléenymi partnery.

Velmi dobra efektivita vysledkpri 1€é¢bé urogenitalnich chlamydidz je popisovana p
sowasném uzivani fjpravki systémové enzymoterapie s antibiotiky, ihapobenzym
nebo chymotrypsin. #i°Psowasném podavani antibiotik a proteolytickych enéyhochazi
ke zlepSeni penetrace antibiotik do infikovanycénik— tzv. efekt vehikula. Podle statistik
se vyl&ilo vice nez 90 % pacielt pii 1é¢bé pouze antibiotiky se vytdo jen 60 %

pacienti (TorSova, 2009).

Vhodné je doplnit kbu i uzivdnim probiotik. Probiotika jsou schopnaémstovat
vrozenou i ziskanou imunitu, aktivuji fagocytézwy2uji imunitu sliznic, obnovuji

piirozenou mikrofloru. (Sladkova, 2009).

U chronickych systémovych onemeéohse doporéuje podavat vySSi davky antibiotik,
k nim nesteroidni antirevmatika, které owiliji lokélni z&wt v postizené tkani,
proteolytické enzymy k modulacikterych adhezivnich molekul a imunomodinaléky
(Medkova a spol., 2001).

Jak jsem jiz #kolikrat uvedla, jestlize se jedna o STD, je nemBytySetit a I&it i
druhého partnera. V praxi se tak nejspiSe vzdygjeedzhledem k celéadt opakujicich se
pozitivit. Také je zarazejici, Zze z celeho soubpaaientek, které byly vySeny na pimy
prikaz antigenu, mame opakovany kontrolni @dpouze u tkolika z nich. Ve ¢kové

kategorii fertilniho ¥ku od 26 do 40 let neméame dokonce v uvedeném olatuljednu
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pacientku, ktera by #ta opakovany ody pii pozitivnim nélezu. Naopak muZi, jejichz
odkery byly pozitivni, maji téré vSichni opakovany odip a prokazatekhse vyl€ili.

Mozna je to z@sobeno tim, Ze po prokazani infekce v prvnim éoabdochazi
k zal&eni, potiZze ustoupi a pacienti jizZ na opakovanytidodmi odk&r nejdou, protoze ho
povazuji za zbytay. Nebo mohou byt nedostate informovani Iékéem o dileZitosti
opakovaného vysgEni. Rada zen patghvibec nevi, Ze isledkem nel&ené infekce jsou

daleko zavazSi onemocini, jako je teba neplodnost.

Problematika vaginalnich infekci je slozita étického hlediska. Cel@da pacierit se
stydi g@iznat partnerovi s podé&mnim na sexuat pienosnou chorobu. Tim padem se
partner nelé&, zvlas¢ pokud sam nema zadné viditelné potize. Uiraznavic vySeéeni
velmi invazivni a tak odmitaji jit k 1ékia V dusledku toho se stéle infekce vraci &bk je

neusgsna.

Chlamydialni infekce jsou i mezi lékatasto podcgované a mysli se naé¢naz
v posledni fack. Mozna hraje ve vySivacim algoritmu svou roli i ekonomika.
Laboratorni vySéeni na chlamydiové infekce je ndn@ a tudiz i velmi drahé. | toto by

mohlo byt gicinou malého p&tu opakovanych odioi po gel&eni.
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9 Zavér

Ve své praci jsem se snazila seznamit s jddpoti patogeny zfsobujici
chlamydiové infekce, ta uz STD zfisobenéChl.tr. nebo respikni onemoc#ni
souvisejici s infekaChl.pn..Ch&la jsem poukazat na to, Zze maji vysokou antigangite
se velmi dobe maskuji ped reakci imunitniho systému a veld@sto proto fechazeji

chlamydiové infekce do chronicity. Jsou pak velfiibné I€itelné.

Popsala jsem nejen igoby laboratorni diagnostiky, ale i moznosttbi¢ pacieni
s chlamydiovymi infekcemi. | na relatignmalém souboru pacigntisme prokazali, ze
chlamydiové infekce nejsou zase tasté. Nabizi se otazka, zda je tasgbeno tim, Ze
jsou obtizg detekovatelné nebo Ze jsou stale mezifigkadcaiované a mysli se na& maz

v poslednirack.

| u prokazanych chlamydiovych infekci j&hé problematicka a slozita. Stale se jevi
jako nedostatma. Tento efekt neni pragpbdobré zpisoben rezistenci chlamydii na
piisluSna antibiotika ani jejich perzistenci po dlouhdobu ve tkanich, ale prav
nedostattnym a \asnym diagnostikovanim. Jejich Klinické projevy ysaavadijici,
mohou bytéasto gekryty symptomy cel&ady jinych infekci. Tim, Ze se tyto infekce
vySetuji az @i negativnim piikazu jinych patogel) ma chlamydiova infekce dlouhou
dobu na to, aby se mohla plrozvinout. Pak je bohuZel k jejich¢kEni poteba drasticky
zasah do organismu. Onemeonse klinicky projevuje tim, Ze dojde k imunopatgitké
reakci organismu a k zéttivé aktivité se znénami ve tkanich a pak i s morfologickymi
zménami na organech. Stale mame malékpenou laboratorni diagnostiku u akutnich

i chronickych forem infekci (TorSova, 2009).

Diagnostika se vSak stale zlepSuje, proto fe [epSi diagnostikovani a deéni
chlamydiovych infekci pdeba zavagt a pouzivat v klinické praxi propracovgsi
imunologické metody a moderni molekul&rbiologické metody (Horova, 2010). |
piestoze se taktoéfe a pouZzivaji se jiz mnohesastji i moderni molekular#é biologické
metody, UspSnost |éby stale zcela zavisi na sprévprovedeném odiu, sodasném

vySetovani partner a opakovanych kontrolnich ogtech.
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11 Seznam zkratek

ATP
BAL
BMG
DNA
ELISA

Hela buiky
HIV

HLA

Hsp 60
Chl.pn.
Chl.ps.
Chl.tr.

IgA

MIF
MIP
MOMP

NK
NK bunky
OMP

Adenosintrifosfat
Bronchoalveolarni lavaz

Typ tk&ovych burénych kultur

Deoxyribonukleova kyselina

Enzymova imunoanalyza (Enzyme Linked Immunorb@nt
Assay)

Typ tk&ovych burénych kultur
Virus lidské imunodeficience (Human Immunodédiacy virus)
Typ antigenu (Human Leucocyte Antigen)

Protein tepelného Soku (Heat Shock Protei@'kDa)
Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila psittaci

Chlamydia trachomatis

Imunoglobulin, protilatkaifdy IgA

Imunoglobulin, protilatkaridy IgM

Imunoglobulin, protilatkaiidy 1gG

Imunofloresceni test (Immunofluorescence test Assay)
Interleukin

Interferon gama

Ligazovarettzova reakce (Ligase Chain Reaction)
Lymfogranuloma venerum

Lipopolysacharid

Typ tkd@ovych burénych kultur

Minimalni  inhibiéni  koncentrace  (Minimal inhibitory
concentracion)

Mikroimunofluorescetini test (Microimmunofluorescence)
Specificky antigen Chl.tr. ( Macrophage Infed Potentiator )
Hlavni vrgjSi membranovy protein (Major Outer Membrane
Protein)
Nukleova kyselina

Prirozeni zabij&i — typ bilych krvinek (Natural killers)

VrejSi membranovy protein (Outer Membrane Protein)
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PBP Protein vyvazujici penicilin (Penicilin bindiRgotein)

PCR Polymerazovéetézova reakce (Polymerase Chain reaction)
RNA Ribonukleotidova kyselina

STD Pohlavi prenosné nemoci (Sexual Transmited Disease)
Thy, Thy Lymfocyty typu T — pomocné (help)

TNF Tumor nekrotizujici faktor

wWB Westernblott
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