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1. CiL PRACE

Cilem prace byl pokus pfehledné shrnout problematiku, kter4 neni ani pro odbornou
vefejnost specializovanych lékait dodnes zcela jasnd a piehlednd. Cil pro bakalatskou praci
jisté odvazny. Jak ma ale tuto problematiku chépat laik, tedy konkrétni pacient, kdyZ ani u
svého lékafe nebo dokonce v odbornych ¢lancich publikovanych v prestiznich medicinskych

tasopisech ¢i na Internetu nenachazi odpovéd’ na ty nejzékladnéjsi otdzky:

Chlamydie, co to viibec je, co mi viastné hrozi?
Pro¢ a jak zrovna ja?

Jsou problémy s lécbou?

Jak to, Ze , je zase mam*?

Vylécim se viibec nékdy?

(Partnerskad vérnost...)

Diagnostice chlamydii se naSe pracoviste vénuje dlouhodobg, ale ,,jen” diagnostika
opravdu nestaéi. Casem se projevila nutnost spoluprace laboratote s klinickym lékafem — tedy
dal3i jasny priklad, pro¢ by vyraz ,,Klinicka mikrobiologie* nemél byt jen prazdnym pojmem.
Ano, vétsina dat byla zpracovana l€kafi (viz niZe uvedené publikace), ale byla jsem celou
dobu u této prace a mij kolitel je zarukou, Ze jsem se na ni velmi aktivné formou

shromaZzd’ovani dat podilela.



2. SOUHRN

Diagnostika a terapie urogenitdlnich infekei zpiisobenych Chlamydia trachomatis

Prace struéné shmuje problematiku urogenitalnich chlamydiovych infekci. Zabyva se jejich
etiologii i patogenezi, klinickym obrazem, diagnostickymi moZnostmi a terapii. Jeji souCasti
je struény popis a vysledky tfi jiZ publikovanych studii zabyvajicich se imunofluorescen¢ni

diagnostikou antigenu, detekci genomu polymerazovou fetézovou reakci a samotnou terapii.

Diagnostics and therapy of urogenital infections caused by Chlamydia trachomatis

The study considers problems of urogenital infections caused by Chlamydia trachomatis. It
deals with their etiology, pathogenesis, the clinical outcome, diagnostics and therapy. It
contains the short description and results of three already published studies dealing with the
detection of the antigen by the diredt fluorescent procedure, the detection of the genom by

polymerase chain reaction and the therapy.



Data poutitd v této diplomové prdci byla jif pouiita pFi pFipravé ndsledujicich odbornych publikact:

Ad. Studie I:

Férstl, M., Stépanovd, V., Miynd¥, J., Pliskovd, L., Fajfr, M., Splifio, M.
PFimd diagnostika infekct Chlamydia trachomatis — pritkaz antigenu imunoffuorescendnt metodou.

Interni medicina pro praxi, 2004; 8: 5. 412-413.

Farstl, M., Neumann, D., Stépanové, V., Mlynd¥, J., Piiskovd, L., Fajfr, M., Splifio, M.:
Chlamydia trachomatis: Aktudini pohled, moZnosti a limity pfimé diagnostiky.
Pediatrie pro praxi, 2004; 4: s. 198-202.

Forstl, M., Stépdnovd, V., Buchta, V., Kalousek, L, Spacek, J., Veselsky, Z., Macek, P., Chrzovd, M.:
Chiamydiové infekce urogenitdintho trakiu - vysledky p¥imé diagnostiky Chlamydia

Ceskd gynekologie, 2005; 2: 5. 128-133

Forstl, M., Spacek, J., Buchta, V., Cermdk, P., Kalousek, .

Diferencidin{ diagnostika zdnéti pochvy a zevniho genitdlu, moinosti a limity mikrobiologického vySetFeni.

Ceskd gynekologie, 2005; 1: s. 79-86

Ad. Studie 2;

Fajfr, M, Forstl, M., Stépdnova, V., Pliskovd, L., Fajfrovd, J., Valenta, Z., Splifio, M.
ZkuSenosti s detekcf chlamydif pomoci metody PCR.

Klinickd mikrobiologie a infekcni Iékafstvi, 2003, 4: 5. 133-137.

Ad. Studie 3:

Forstl, M., Kalousek, I., Navrdtil, P., Stépdnovd, V., Fajfr, M.:
ZkuSenosti s engymoterapif v rdmci komplexni 1é¢by urogenitdlnich infekci Chlamydia trachomatis
Urologie pro praxi, 2006, 5: s. 243-245.



3. HISTORIE

Prvni zdznamy o vyskytu trachomu pochézi jiz ze starovéké Ciny a Egypta.
Halberstaedter a Prowazek jako prvni objevili a popsali Chlamydia trachomatis v roce 1907 -
tzv. Prowazekova t&liska ve stéru z vi¢ka postiZeného trachomem. V roce 1910 pak tato
t&liska objevil Lindner i ve stéru z déloZniho hrdla pacientky s cervicitidou. Teprve v roce
1975 Wang a Grayston popsali ptenos pohlavni cestou i vyznamné komplikace. Rutinni

diagnostika zaznamenala Gsp&chy dokonce aZ na konci 20. stoleti.



4. ETIOLOGIE A PATOGENEZA (1, 6, 10, 11, 13)

Chlamydia trachomatis je gramnegativni bakterie. V lidském téle se mnoZi v epitelu
urogenitalniho systému, spojivek, dychacich cest, v makrofazich a u chronickych infekci se
setkdme s podkozenim kloubni vystelky nebo endotelu. Manifestace infekce v mocovych a
pohlavnich organech ji fadi mezi sexualné pienosné nemoci, ale povinnému hlaseni zatim
nepodléha.

Extracelularng maji chlamydie podobu drobnych infekénich elementarnich t€lisek
(ET; 250-400 nm). A% v napadenych butikach, tedy intracelularng, se ET transformuje
v neinfekéni, ale metabolicky aktivni retikularni t€lisko (RT; 800-1200 nm). JiZ po 8-9 hod.
probiha prvni bindrni déleni, jehoZz vysledkem jsou po kondenzaci dvé nova ET. To vse za
spotteby ,.hostitelské ATP* (adenosin tri fosfat), tedy energie (energeticky parazitizmus).
Vysledkem celého vyvojového cyklu (obr. 1) miize byt aZ 10 000 novych infekenich
elementarnich t&lisek v jediné buiice. K jejich uvolnéni dochazi bud’ pfi ruptufe buriky, nebo
exocytézou, postupnym uvoliiovanim t&lisek z buiiky, coZ je charakteristické pro chronickou
formu infekce.

Pro &lovéka jsou z rodu Chlamydia patogenni 3 druhy, néktefi autofi uvadéji dokonce
4 (tabulka 1 a 2). V této prici se dale zabyvame pouze druhem Ch. trachomatis, kiery lze dale

délit na 18 sérovart — tomuto déleni odpovid4 i klinicka manifestace (tabulka 3).




Tabulka 1 — Chlamydie patogenni pre ¢lovéka a typické antigeny pro jejich diagnostiku,

(dFivéjsi klasifikace)
éeled Chlamydiacae
rod Chlamydia spole¢ny rodovy
, lipopolysacharidovy antigen
[druh Chlamydia trachomatis proteinové antigeny — vné&jsi
Chlamydia pneumoniae membranové proteiny pro
] Chlamydia psittaci rozliSeni druhii
(Chlamydia pecorum)

Tabulka 2 — Nové rozdéleni ¢eledi Chlamydiacae do dvou rodii (1999)

rod Chlamydia LPS _—I
‘druh Chlamydia trachomatis MOMP |
rod Chlamydophila

druh Chlamydophila pneumoniae MOMP

Chlamydophila psittaci
(Chlamydophila pecorum)

(Faktem zlstava, Ze radikalnf zména v klasifikaci s ustavenim nového rodu Chlamydophila

z roku 1999 se v praxi dosud zcela nevZila.)



5. KLINICKY OBRAZ (1,3,5,6,7, 8)

Struény pFehled manifestace chlamydiéz je uveden v tabulce ¢. 3. Stejnou formou
je v tabulce & 4 zpracovan i piehled o spravnych odbérech materiilu pro jejich
diagnostiku.

Zvlastni kapitolou v problematice chlamydii je détské lékatstvi. V pediatrické praxi
stoji Ch. trachomatis v popfedi pfedeviim pro moZnost vertikalniho pfenosu z matky, tedy
predevsim jde o klinicky zdvaZnou problematiku novorozeneckych konjunktivitid a
pneumonii, Klinicky se tyto infekce ziskané v porodnich cestach nejéast&ji manifestuji jako
akutni inkluzni konjunktivitida novorozencii nebo jako primarni atypické pneumonie
(v praxi by me&l byt provadén vZdy sdruZeny odbér spojivka + material z dolnich cest
dychacich), raritné snad i zanét stiedniho ucha. S rostoucim vé¢kem déti nadale pfedstavuji
nebezpedi konjunktivitidy a atypické pneumonie aZ s obrazem fibrotického procesu,
vzacnosti nejsou ani kloubni manifestace. Navic je tfeba u viech uvedenych projevi poéitat i
s etiologii Ch. pneumoniae popf. s plicni manifestaci Ch. psitaci. S urogenitdlni infekei Ch.
trachomatis se lze v détském véku setkat jen raritng (pfenos pfi spole¢né koupeli nebo
trestnépravni piipady, ale se ziskavanim prvnich sexuélnich zku$enosti adolescentii se situace

zasadn& méni.
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Tabulka 3 — Onemocnéni vyvolana jednotlivymi sérovary Ch. frachomatis.

sérovar onemocnéni

A,B,Ba, C - trachom (endemicky vyskyt v tropech a
subtropech, v CR ne)

D,Da,E,F.G,H,1,Ia,J,K - inkluzni konjuktivitida

- uretritida (primarni nekapavcitd nebo
postgonokokova uretritida)

- epididymitida, prostatitida

- cervicitida, endometritida, bartolinitida,
salpingitida

- chronicky zénét v malé panvi,
periapendicitida, perihepatitida

- Fitz-Hugh-Curtistiv syndrom

(akutni perihepatitida)

- Reitertiv syndrom

(konjuktivitida, uretritida a artritida popf. i
mukokutanni 1éze)

- reaktivni artritida

- proktitida, faryngitida

- chlamydiové infekce novorozencu
(akutni inkluzni konjuktivitida, pneumonie i
za n&kolik mésicl, mesotitida)

- pneumonie stariich déti a dosp&lych

- aterosklerdza (?)

- astma (?)

- nékteré karcinomy (?)

L1,L2,12a, L3 - lymfogranuloma venereum
(endemicky vyskyt v tropech a subtropech,
v CR ne)

11




Tabulka 4 — Odbéry materialu na prikaz antigenu

délozni ¢ipek a

po diikladném odstranéni hlenu (s nim je preparat nehodnotitelny) provést

vagina specialni odb&rovou soupravou bud’ dva samostatné stéry, nebo jen jeden
spoledny; ziskany material nanést v tenké vrstvé na odmasténé podlozZni
sklo a nechat zachnout

Zenska uretra jeden zaschly stér na podloZnim skle

muzska uretra

pacient pfed odb&rem 2-3 hodiny nemoc¢i; z Gsti moové trubice provést
sterilni bakteriologickou kli¢kou razantni stér epitelii z hloubky cca4 cm a
pienést jej krouZivym pohybem do kapky fyziologického roztoku na

podloZnim skle a nechat zachnout

mo& jeji hodnocenti at’ jiZ IF, nebo PCR je pfinejmensim sporné — chlamydie se
mnoZi v epiteliich a sediment vzorku jich nemusi obsahovat dostatek
(v ptipadg, Ze je tento vzorek piesto doporuden, nesmi pacient pred
odbé&rem 2-3 hodiny modit a odebira se prvni porce)

prostaticky natéry na sklicku, sperma je jen obtiZné hodnotitelné

sekret, sperma

oko — spojivka

vytér z ofi miZe byt pro prikaz antigenu problematicky material, ale jen
pii chybném odbéru; pokud je setfeno dostatetné mnoZstvi epitelii a jsou ze
suchého odbérového tampoénu fadné otisknuty (valivym pohybem) na
podlozni sklo, je odedet celkem snadny a podle porovnani se soubéZné

provedenou metodou PCR (opét suchy odbérovy tampon) spolehlivy

doini cesty
dychaci — lavaz
(BAL), aspirat,
sputum a u
malych déti

zaludeéni aspirat

sediment z lavaZi a aspirati je sice vySetfovan aZ po centrifugaci, pfesto je
odeget velmi obtiZny, protoZe nachazime jen malé mnoZstvi epitelii; IF
vySetfeni by mélo stouZit jen pro orientaci a vzdy (!} by mélo byt dopln€no
metodou PCR

extirpovana

uzlina

pouze u lymfogranuloma venereum

12




6. LABORATORNI DIAGNOSTIKA (1,2, 3,6, 9, 12)

Nase laboratof disponuje jak metodou ptimého imunofluorescenéniho (IF) prikazu
antigenu, tak jsme schopni nalezy konfirmovat pomoci metody detekce genomu —
polymerazovou fetézovou reakei (PCR). Nase moZnosti dopliiuje metoda stanoveni sérovych
protilatek proti lipopolysacharidovému antigenu rodu Chlamydia.

Komplexni hodnoceni mikrobiologického materidlu zaloZené na vice metodikach je
dnes uZ pro kvalitni laboratof nezbytné, jedna jedind naprosto spolehliva metoda opravdu

neexistuje!!!

6.1. Svételna mikroskopie

(tuto metodu nevyuzivame)

V epiteliich v preparétu ze st¥ru nebo sekrabu obarveném Lugelovym roztokem je
moZné nalézt charakteristické bun&éné inkluze, u Ch. trachomatis totiz obsahuji fagosomy
napadené buiiky j6dem hn&dé se barvici glykogen. K dispozici jsou i dali barvici techniky

(Giemsa-Romanowski, barveni dle Macchiavella, dle Gimeneze).

2
(Fluorescenéni mikroskop je vyuZivan pro prikaz antigent — viz,54.)

6.2. Elektronova mikroskopie

(tuto metodu nevyuZivame)

V odiivodnénych p¥ipadech je k dispozici na specializovanych pracovistich.
(Nérodni referen&ni laboratof pro pfimou diagnostiku virt, bakterii a cizorodych bun¢k v

klinickém materidlu pomoci elektronmikroskopickych metod, Statni zdravotni Gstav, Praha.)

6.3. Kultivace

(tuto metodu nevyuzivame)

S kultivaci chlamydii se nejen v CR vzhledem ke zna&né metodické i Easové

naroénosti takika nesetkame. Vysetfovany material lze kultivovat na Zloutkovém vaku

13




kuieciho embrya, na bun&nych kulturich (McCoy, HeLa), popf. ho ofkovat do mozku,

peritonea nebo nosu laboratorn{ mySi.

6.4. Stanoveni antigenu

Pro vy3etfeni piitomnosti antigenu Ch. trachomatis pomoci pFimé
imunofluorescence (IF) je tfeba do laboratofe zaslat bud nefixovany preparat na podloZnim
skle, nebo material tekuty (lavaz, aspirat, sputum; sperma). Dorudeny preparét se v laboratofi
chemicky fixuje, pak ,,barvi“ konjugatem (monoklonalni druhova protilatka proti hlavnimu
membranovému proteinu znaend fluorescenénim barvivem) a po ptidani kapky glycerolu a
piekryti krycim skli¢kem se pomoci fluorescentniho mikroskopu hodnoti. Zpracovani a
vyhodnoceni je otazkou n€kolika hodin. (obr. 2, 3, 4, 5)

Pro stanoveni antigenu dale pfipadaji v ivahu i metody enzymoimunoanalytické
(EIA). Problematické je ale vyhodnoceni reakce, protoZe naprosto chybi jakdkoli kontrola,
jsou-li vitbec pfitomné buiiky epitelu!

STUDIE 1:

Cilem retrospektivni studie zpracované a publikované kolektivem naseho pracovisté
bylo zjistit detnost pFitomnosti antigenu Ch. trachomatis vySe zminénou imunofluorescenéni
metodou ve vySetFeném souboru vzorki od pacienti s podezienim na chlamydiovou infekci
z vychodoceského regionu z let 1997-2003. Pro vySetieni antigenu byly pouZity komercni
soupravy Pathfinder firmy BIO-RAD Chlamydia trachomatis direct specimen (Direct antigen
detection system), které jsou urceny k detekci membrdnovych proteinu elementdrnich i
retikuldrnich télisek vech sérotypnt Ch. trachomatis. V uvedeném obdobi byly k vySetieni
doruceny materidly 7 urogenitilniho systému mui a en (stéry z mocovych trubic,

z déloZntho Eipku a vaginy dohromady nebo zvidst), ddle stéry ze spojivek a materidly
z dolnich cest dychacich (bronchoalveoldrni lavdZe, aspirdty a sputa — zde je tfeba nejprve

provést zkapalnéni a koncentraci.

14




Vysledky

Pro strucnost jsou zde vysledky studie prezentovdny jen formou jednoduchych Cisel:

Tabulkal — Antigen Ch. trachomatis 1997-2003

vzorky vySetfeno celkem pozitivni pozitivita v %
vSechny vzorky 6126 881 14,4

spojivky 340 48 14,1

dolni cesty dychacit 54 2 37

urogenitdl Zeny 3515 494 14,1
urogenitdl muzi 2217 337 15,2
Graf 1

Ag Ch. trachomatis — pozitivita vzorkii z urogenitalu v

| % v zavislosti na véku a pohlavi

| 25 — = S e = L — ——

214

50 60 a vice
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Tabulka 2

Pozitivita vzorki od Zen s podezienim na chlamydiovou urogenitalni infekci v zavislosti

na véku

Zeny vék >101  >20 >30 >401  >50|60 a vice
vySetfeno celkem 4 92| 1383 1131 567|338
pozitivnich 0 12 199 157 79|47
promorenost (%6) 0 13 14 4 13,9 13,9(13,9
Tabulka 3

Pozitivita vzorkit od muzi s podezienim na chlamydiovou urogenitaini infekci v zavislosti
na véku

muzi vék >10|  >20 >30 >401 >50|60 a vice
vysetieno celkem 6 28 803 700 417|263
pozitivnich 0 6 121 112 56142
promoFenost (%) 0| 214 151 16| 13,4116
Tabulka 4

Pozitivita v % v zavislosti na véku a pohiavi

>100  >20 >30 >40|  >50|60 a vice
Zeny 0 13 14,4 13,9 13,9139
muzi 0| 214 15,1 16| 13,416

Viechny pozitivni pFipady ve druhém decéniu byly zaznamendny aZ po 15. roku Zivota pacientii!

6.5. Detekce genomu

V sougasnosti se v diagnostice chlamydii stdle vice vyuZivaji molekuldmé biologické
metody — podle sv&tovych ,,guidelines* je nutné pouzit amplifikani metody bud
polymerazové Fetézové reakce (PCR), nebo transkriptni mediované amplifikace (TMA).
V tvahu piichézi z metod amplifikagnich jesté ligdzova Fetézova reakce (LCR), nebo
metody bez amplifikace, tzn. genové sondy (GS).

V Laboratofi molekularni biologie (spoletné pracovisté UKBD a UKM FN Hradec
Kralové; vedouci PharmDr. Lenka Pliskova) je pro detekei chlamydiovych infekei pouZivana

metoda tzv. ,nested PCR, coZ je zjednodusené feeno dvojstupiiovd PCR. Takto
16




modifikovana metoda je schopna zachytit mnohem mensi po¢et kopii DNA neZli klasicka
PCR. V prvni reakci, trvajici zpravidla 35 cyklu, jsou pouZity tzv. vnéj3i primery (outer
primer). Ve druhé, nasledné reakci jsou pouZity tzv. primery vnitini (inner primer). Reakce
trva opét 35 cykla a produkt je nasledné analyzovan na agarovém gelu s ethidium bromidem
pomoci elektroforézy.

Jako material slouZi stér na suchém sterilnim odb&rovém tamponu (popf. specialni
komeré&ni souprava), biopsie, mo¢, krev.

Vysledek lze ziskat fddové v hodinach, maximaln& dnech.
STUDIE 2:

Cilem druhé retrospektivni studie bylo sumarizovat a zhodnotit vysledky pacientu
vysetfovanych pomoci metody PCR s podezienim na infekci zpusobenou zdstupci Celedi
Clamydiaceae. Studie pracovala a daty ziskanymi za tFileté obdobi, v regionu vychodnich
Cech a diagnostikovanymi na Qoddéleni molekuldrni genetiky spolecného pracovisté UKBD
a UKM

Celkem bylo za obdobi v letech 2001 aZ 2003 vy$etieno na Oddéleni molekuldrni
genetiky UKBD 1613 vzorkii, z toho bylo 556 z FN Hradec Krdlové a 1057 z jinych nemocnic
i zaFizeni.

Z celého souboru bylo celkem 90 vzorku pozitivnich, 20 vzorku s nejasnym vysledkem
&i hranicéni hodnotou a u 28 vzorki neslo vySetient provést, 1478 vzorku bylo vyhodnoceno
Jako negativni (viz Graf 2)

I pFes pomérné vysokou cenu jednotlivého vy3etieni Ize i na této malé studii
dokumentovat vzrustajici pocet vySetfeni touto metodoui. Bylo-li v roce 2001 provedeno 291

vySetfeni, tak v roce 2002 to bylo jiZ 526 a v roce 2003 dokonce 760 vySetieni.

17



Graf 2

| PCR Chlamydia trachomatis 2001-2003

[ 1813
o vechny wzorky
@ spojivky
00 dolni cesty dychaci

381
60 89 40
I — 1 — 55 17 11,8
' wietfeno celkem pozitivni pozitivita v %

Ddle bylo zjisténo Ze bylo vySetieno celkem 662 vzorki od muzu, z nichZ bylo 40
pozitivnich (6,0 % ) a 9 s nejasnym vysledkem (1,4 % ) a 951 vzorkii od Zen , kde bylo 50
pozitivnich (5,3 % ) a 11 s nejasnym vysledkem (1,2 % ).

Pozitivity vzorkii viz ndsledujict tabulka:

Tabulka 5

vzorky vy$etieno celkem pozitivni pozitivita v %
viechny vzorky 1613 39 55

spojivky 60 1 1,7

dolni cesty dychaci | 381 40 11,8

Spektrum vysetfovanych vzorki — klinik si nejcastéji Zada vySetfeni z moci, BALu
(bronchoalveoldrni lavdZ) a z plné krve (viz Tabulka 5).

Maximum vySetFovanych vzorki bylo z vékové skupiny 20-29letych (25 %) a 30-
39letych (17 %). U Zen vékové rozvrstveni veelku koreluje s celkovymi pocty (29,8 % u vékové
skupiny 20-29 let a 15,6 % u vékové skupiny 30-39 let), zatimcé u muzi je viditelny rozdil, kdy
nejvice vzorkii pochdzi ze skupiny 0-9 let (19,8 %) ndsledovdno skupinou 30-39 letych (18,6
%).

Co se tykd pozitivnich vysledka, tak zde je jich nejvice v celém souboru u vékovych
skupin 20-29 let (5,8 %) a 40-49 let (6,4 % ). U Zen bylo nejvice pozitivnich vzorki ve
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vékovych skupin 20-29 let (5,3%) a 10-19 let (7,5% ). U muZu pak ve vékovych skupindch 0-9
let (6,1 %) a 20-29let (7,1 %) .

6.6. Priikaz specifickych protilitek, sérologie

(metodu vyuZivime, ale jeji vysledky nejsou soucdsti této prace a nebyly dosud publikovany)”

Pfedchézejici diagnostické metody jsou tzv. metody pfimého prikazu. Pro nepfimou
diagnostiku, tzv. sérologii, slouZi sérum (nesmi byt chylézni ani hemolytické!) ziskané ze
srazlivé krve. U lokalnich zanéti je ale vypovidajici hodnota nalezu sérovych protilatek
problematick4 a v indikovanych piipadech je vhodné toto vy3etfeni ordinovat aZ po

konzultaci konkrétntho piipadu s klinickym mikrobiologem.

Metody typu komplement fixaéni reakce (KFR) nebo imunofluorescenéni (IF) se jiz
pro stanoveni protilatek neuZivaji, sérologické laboratote totiZ ovladly enzymoimunoanalyzy
(EIA). Pro serologickou diagnostiku chlamydii existuj komeréné vyrab&éné soupravy
vyuZivajici bud rodovy lipopolysacharidovy antigen, nebo vnéjsi membranové proteiny.
Spolehliv&jsi/ptesnéjsi jsou diagnostické soupravy vyuZivajici vn&jsi membranové proieiny,
protoZe ty jsou charakteristické pro konkrétni druh. Na druhé strané je nutné pocitat s
dvojnasobnym zvySenim finan&nich nakladi, protoZe je prokazano, Ze i Ch. pneumoniae
vzécné vyvola nékteré klinické projevy charakteristické pro Ch. trachomatis a naopak

(konjunktivitida Ch. pneumoniae; pneumonie Ch. trachomatis u stariich déti a dospélych).

V praxi zatim neni zcela docenén vyznam metody western blot stejné jako vyznam
slizni¢nich IgA, jejichZ prikaz se b&Zn& neprovadi. Vysledky jsou podle vybaveni laboratofe
dostupné do nékolika hodin nebo dnt po odbéru.

I kdyZ se v této praci vySetfovanim protilatek dale nezabyvame, tvofi u chlamydioz

diileZitou soudast komplexniho diagnostického spekira. VZdy je tieba si uvédomit:

e Tzv. ,diagnostické okno® — tedy dobu ubZhlou od nikazy do vytvofeni dostatené
vysokého mnoZstvi volnych sérovych protilatek, které je jiz dana diagnosticka souprava
schopna detekovat. U lokdiniho zan&tu navic muze byt protilatkova odpovéd znaéné

opo2déna, pokud se dostatetna hladina protilatek vytvofi vibec.
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amnestické protilatky tfidy IgG nés pouze informuji o tom, zda se s touto infekei
pacient v minulosti jiZ setkal. Jejich negativita stejné jako pozitivita nevyluéuji ani
nepotvrzuji pravé probihajici infekci.

o Pozitivita IgM nebo seérovych IgA protilatek nas informuje o primoinfekei, reinfekci nebo
o chronické infekei. Jejich negativita ale nikdy nevyluduje akutni lokélni chlamydiézu, pfi
které je ze stéru pozitivni antigen i prikaz nukleové kyseliny. Na druhé strang pii
chybném odbéru nebo pfi chlamydiovém zanétu mimo dosah odb&rové soupravy muze byt
pravé pozitivita IgM a IgA jedinym voditkem. Interpretaénim problémem zistava
dlouhodobé pretrvavani téchio protilatek.

7. TERAPIE (4, 5, 6)
7.1. Antibiotika (ATB)

Léky vhodné k terapii chlamydiéz musi splitovat nasledujici kritéria. Chlamydie by na
n& mély byt citlivé, terapeutickych hladin musi dosahovat v endosomech (pfeména RT na
nova ET) a Ize je podavat dlouhodobé (tydny).

Za 1ék volby u akutnich stavii (a u t¢hotnych a d&ti) je dnes povaZovan azitromycin,
ktery je transportovan makrofagy pfimo do mista zan&tu a ma velmi dobrou farmakokinetiku,
ikattovou a bun&&nou penetraci. Z makrolidi 1ze pouZit jesté roxitromycin, spiramycin a
josamycin.

Dal3i terapeutickou moZnosti jsou antibiotika tetracyklinova, zejména doxycyklin.
Lék je kontaindikovén u déti do 8mi let, téhotnych a kojicich, pozor na hepatotoxicitu, gastro
a fototoxicitu.

Dale 1ze pouzit také chinolony, zejména ciprofloxacin a ofloxacin. Chinolony jsou
kontraindikovény do 18ti let véku, v gravidité a laktaci. Nalezitou pozornost je tieba vénovat i
jejich dal¥{m &etnym nezadoucim {iéinkim — indikace jsou proto vyhrazeny pro vain¢ a
chronické stavy, v téchto ptipadech je navic volena kombinace s antibiotiky vyse uvedenymi,
zejména s azitromycinem.

7v14%t& u fibrotickych procesi se podavaji kortikosteroidy. Preferuje se dlouhodoba
antibioticka 1é&ba po dobu vice tydni, protoZe eradikace chlamydii in vivo je Casto obtiZna,
dochazi pouze k jejich redukei s rizikem vzniku perzistence. Kontrolni vytery s dostateénym

¢asovym odstupem (alespoti 4 tydny) musi byt samozfejmosti!

20




7.2. Podplirna terapie
STUDIE 3:

Cilem tFeti prdce publikované kolektivem nasi laboratoFe ve spoluprdci s klinickymi
odborniky bylo v praxi ové¥it dobré zkusenosti s podpurnou enzymoterapii.

Do naseho sledovani bylo zarFazeno 32 pacientit (16 muzi a 16 Zen z heterosexudinich
partnerskych pari) s nové zjisténou akutni nekomplikovanou chlamydiovou urogenitdini
infekc.

Diagnostika byla provedena ve vytérech z mocové trubice muzu a z mocové trubice i
hrdla délozniho en pomoci pFimého pritkazu antigenu Chlamydia trachomatis komercni
imunofluorescencni metodou.

V3ichni pacienti byli lé¢eni azitromycinem (AZT) v ddvkdch 1 x 500 mg/den po 3 dny,
polovina pdrii navic uZivala jako podpirnou 1é¢bu jesté Wobenzym (W) v davkdch 3 x 5
tbl/den po 14 dni (Tabulka 6). Za 4 tydny po dobrani antibiotik byly provedeny u kaZdého
kontrolni vyiéry.

Uspésnost zvolené terapie: Pacienti lé¢eni pouze AZT — 9 pacienti negativnich z 16,
tedy uspésnost 1é¢by 56,25 % (muzZi 5z 8, 62,5 %; Zeny 4z 8, 50 %). Pacienti léCeni AZT
v kombinaci s W — 13 negativnich pacientii z 16, tedy uispéSnost lécby 81,25 % (muzi 6z 8, 75
%, Zeny 7z 8, 87,5 %) (Tabulka 7 a Graf 3).
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Tabulka 6 (vyriato ze Souhrna tdajii o pFipravcich)

azitromycin

makrolidové bakteriostatické antibiotikum II generace
inhibice proteosyntézy bakteridini buriky

uzké antibakterialni spektrum

vyjimecné dlouhy biologicky polocas (60 hodin)
vysoky prunik do tkani a bunék

velmi dobrd tolerance

Wobenzym

rrrrr

papainum, bromelaina, lipasum, amylasum, trypsinum,
chymotrypsinum, rutosidum trihydricum)

tzv. efekt vehikula (dosaZent vys§i sérové i tkariové koncetrace ATB pFi
soucasném poddvani)

imunomodulacni efekt (proteindzy odbourdvaji cirkulujici, shluklé i
fixované imunokomplexy a brzdi jejich tvorbu, ddle zvySuji fygocytarni i
cytolytickou aktivitu granulocyti, optimalizuji produkci nékterych
cytokinti jako je TNF alfa, IL 1 beta, IL 6, INF gama apod.
fibrinolyticky a lipolyticky efekt (aktivuje fibrinolyzu cestou aktivace
plazminogenu, rozpousti mikrotromby a sniZuje viskozitu krve, tzn.
zlepZuje porusenou mikrocirkulaci)

antiflogisticky efekt a antiedematézni iicinek (redukce otokil zanétlivého
i nezanétlivého piivodu)

velmi dobrd tolerance
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Tabulka 7

Muti (16) Zeny (16) Celkem
(vvlééeni/z kolika)
AZT * 5/8 4/8 9/16
62,5 % 50 % 56,25 %
AZT + W ** 6/8 7/8 13/16
75 % 87,5 % 81,25 %

*qzitromycin I x 500 mg/den po 3 dny

** gzitromycin 1 x 500 mg/den po 3 dny + Wobenzym 3 x 5 tbl/den po 14 dni

Muzi (8 + 8) Zeny

87,50%

(8 + 8)

81,25%

Celkem (16 + 16)




3. DISKUZE A ZAVER

Piim4 diagnostika infekci Chlamydia trachomatis pomoci prikazu antigenu
imunofluorescenéni metodou je spolehliva metoda, kters m&la a ma své misto
v diagnostickém spektru mikrobiologickych laboratoti. Ke kontrole nebo konfirmaci
spornych vysledkii je viak bezpodmineéné nutné mit k dispozici vidy i dalii metody,
napi. PCR a prikaz protilitek.

Problematickou kapitolou nadale zustavaji chronické chlamydi6ézy ve vy3sich etazich
urogenitalniho systému, kde existuje moZnost negativniho stéru z pro odbér dostupné etaze
niZ3i — musime pfipustit, Ze takové piipady opravdu mohou pfimé diagnostice unikat. Zde je
nutné pro vyssi citlivost povazovat za metodu volby PCR.

(Na tomto mist? je tfeba bohuzel také zdiraznit, Ze dle nasich zkuSenosti znaény pocet
pozitivnich nalezd antigenu zejména z mensich laboratofi a méné vybavenych laboratofi
bohuzel ne vZdy odpovida skutednosti! Casto jsme totiZ v posledni dobé& o3etfujicimi lékafi
vyzyvani k ovéfeni jejich vysledki ze stejného odbéru a mnoh¢ Casto i ,,opakované pozitivni*
piipady se na nafem pracovisti metodou prilkazu antigenu doplnénou navic vy3etfeni

nukleové kyseliny popf. i prikazem protilatek bohuzel nepotvrdi...)

Terapii pouze azitromycinem (tedy ,lékem volby*) jiZ nelze bez vyhrad doporuéit
jako lék volby urogenitilnich chiamydiovych infekei. Ové&fili jsme si vlastni praktické
zkugenosti — tato terapie neni univerzalni, tém&f polovina naSich pacienti nebyla vylécena a
tvrzeni o spolehlivém léku volby se tak jevi pfinejmensim jako sporné

Kombinovans terapie azitromycin + Wobenzym je pro akutni nekomplikované
urogenitalni chlamydiézy vyrazng¢ u¢innéjii neZ samotna terapie AZT, i kdyZ ani ona
neni (a nemiiZe byt) ve viech piipadech 100% zarukou Gspéchu. Podstata tohoto u€inku
Wobenzymu by méla byt podrobnéji studovéna, zejména jeji moZny vliv na reakci imunitniho
systému hostitele na chlamydiovou infekci.

Kontrolni vytéry v dostateéném odstupu alespoi 4 tydny po 1é¢bé jsou naprostou
nutnosti pro hodnoceni jeji isp&nosti, spoléhat se pouze na ATB nebo na dstup ptiznakl u

manifestni formy nelze.

24




9. LITERATURA

. Bednéf, M., Fratikova, V., Schindler, J., Soucek, A., Vavra, J.: Lékai'skd mikrobiologie.

Marvil, 1996: s. 325-333.

Cribb, P., Scapini, J.P., Serral, E.: One-tube Nested Polymerase Chain Reaction for
Detection of Chlamydia trachomatis. Mem Inst Oswaldo Crus, Rio de Janeiro, September
2002; Vol.97(6): p. 897-900.

Gebousky, P., Kapla, J., Kosina, P.: Doporu¢ené postupy pro praktické lékafe. 2002:
http://www.cls.cz/dp/2002/t230.rtf

Jaréuska, P.: Lie¢ba chlamydiovych infekcii. In: Medkova, Z., Kalousek, I., Jar¢u3ka, P.:
Chlamydiové infekce. Triton Praha, 2001: s. 72-93.

Maresova, V.: Infekce moovych cest. In: Havlik, J., et al.: Infekéni nemoci. 2002, Galén:
s. 99-103.

Medkova, Z., Kalousek, L., Jaréuska, P.: Chlamydiové infekce. Triton Praha, 2001.

7. Ondrovéik, P.: Mo&ové infekce. In: Votava, M., Ondrovéik, P.: Vybrané kapitoly

10.

11.

12.

13.

z klinické mikrobiologie. Masarykova univerzita Bro, 2000: s. 61-66.

Ondrov¢ik, P.: Sexualné pienosné nemoci. In: Votava, M., Ondrovéik, P.: Vybrané
kapitoly z klinické mikrobiologie. Masarykova univerzita Brno, 2000: s. 66-74.

Ong, G.M., Wyatt, D.E., ONiell, H.J., McCaughey, C., Coyle, P.V.: A comparison of
nested polymerase chain reaction and immunofluorescence for the diafnosis of respiratory
infections in children with bronchiolitis, and the implications for a cohorting strategy.
Journal of Hospital Infection, 2001; 49: p. 122-128.

Schachter, J., Ridgway, G.L., Collier, L.: Chlamydial diseases. In: Collier, L., Balows, A,
Sussman, M.: Topley & Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, Volume 3,
Bacterial Infections. 9 ed., Amold London, 1998: p. 977-994.

Smith, I.W.: Chlamydie. In: Greenwood, D., Slack, R.C.B., Peutherer, J.F., a kol..
Lékarska mikrobiologie. Grada, 1999: s. 369-377.

Votava, M.: Rod Chlamydia. In: Votava, M. a kol.: Lékai'ska mikrobiologie II — Pfehled
vy3etfovacich metod. Masarykova univerzita Brno, 2000: s. 204-05.

Woznicova, V.: Chlamydie. In: Votava, M. a kol.: Lékafsk4 mikrobiologie specialni.
Neptun, 2003: s. 173-176.

23



| 10. OBRAZOVA PRILOHA

Obrazek 1 — Vyvojovy cyklus chlamydii.

ADSORPCE PREMENA ELEMENTARNICH TELISEK |
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retikulémi téliska

(Schéma Hana Kotlandova, UKIA FN a LFUK Hradec Kralové)
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Obrazek 2 — Princip detekce antigenu pomoci pfimé imunofluorescence.
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(Schéma Hana Kotlandova, UKIA FN a LFUK Hradec Krilové)

Obrézek 3 — Preparét k ode&tu; akutni zanét pochvy.

(Foto MUDr. Miroslav Forstl, UKM FN a LFUK Hradec Kralové)
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Obrazek 4 — Imunofluorescencni snimek, negativni ndlez z vaginy; zachyceny pouze epitelie a

bunétné elementy

(Foto RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D., UKIA FN a LFUK Hradec Kralové)
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Obrizek 5 — Imunofluorescenéni snimek, Chl. trachomatis masivné pozitivni vytér zenské

uretry (svitici body).

(Foto MUDr. Miroslav Forstl, UKM FN a LFUK Hradec Kralove)

30




Obrazek 6 — PCR, vysledek detekce.
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(Foto Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D., UKBD FN a LFUK Hradec Kraloveé)
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