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Abstrakt

Tématem prace je vySetfovani chlamydii v urogenitalnim traktu metodou

kultivace.

Cilem prace bylo vyzkouSet kultiva¢ni metodiku diagnostiky Chlamydia
trachomatis na tkanovych kulturach, zhodnotit vysledky podle jednotlivych
kritérii za urcit¢ obdobi a vysledky porovnat s literarnimi wdaji. Laboratof
virologie v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s. je na piipravu tkanovych kultur
zafizena a pro tuto metodu pouzivaji neobycejnou linii bunék BGM. Ve svété se
témet nepouziva. Na tomto pracovisti se tato linie osvédcila a pouzivaji ji jiz od

roku 1985, kdy ji dostali.

Prace informuje o soucasném stavu chlamydii, jejich klasifikaci podle
fylogenetickych a genomovych analyz bakterii, 0 jejich vyskytu, ristovém cyklu a
mnozeni. Déle se prace vénuje chlamydidlnim infekcim rozdélené na o¢ni a
urogenitalni infekce a jejich 1écbé. Piehled soucasného stavu problematiky je
ukon¢en metodami prikazu, pfimy a nepiimy prikaz. V piimém prikazu jsou
popsany tkanové kultury, jejich ptfiprava a kultivace. Tuto metodu jsem ovétovala

Vv praktické ¢asti mé bakalarské prace.

V ramci této bakalarské prace mi byly poskytnuty vzorky z urogenitalniho
traktu, které jsem hodnotila tfemi kategoriemi: pozitivni, negativni a nelze
hodnotit (= vzorky byly pferostlé bakteriemi nebo kvasinkami a nebylo mozné je
vyhodnotit). Byly to povétSinou stéry z uretry a cervixu (u Zen) nebo jen z uretry

(u muza).

Celkovy pocet vySetfovanych vzorkl bylo 159 za obdobi od 18.10. do
5.12. roku 2011. Chlamydie rostou na tkanovych kulturach 48hodin a poté se
barvi modifikovanym barvenim dle Macchiavella. Vzorkli barvenych touto
technikou bylo vyhodnoceno 127 (79,9%) z celkového poctu. Nejednoznacné

vzorky se dale barvily monoklonalni protilatkou proti Chlamydia trachomatis.



Touto technikou bylo barveno 32 vzorku (20,1%) z celkového poctu. Vzorky jsem
hodnotila také podle véku. Neobvykle vysoka byla pozitivita (42,2%) u starSich
zen ve veéku 26-46 let, kam spadalo i nejvétsi mnozstvi vzorkd (54,2%) zen
z celkového poétu. Slo vétsinou o pacientky, které mély gynekologické potiZe,
nikdy nebyly vySetieny a léCeny a nebo mély chronickou infekci, ktera se 1é¢i
velmi obtizné a ma sklony recidivovat. U muzi bylo také nejvétsi mnozstvi
vzorku (56,1%) z celkového poctu fazeno do veku 26-46 let, ale pouze 13% bylo
pozitivnich. Rozdil je dany velikosti souboru a také tim, ze u muzi se mén¢ casto

projevuje chronicka infekce.



Abstract

The subject of this bachelor paper is chlamydiae examination in urogenital
tract via the method of cultivation.

The aim of this paper is to test the cultivation method of diagnosis
Chlamydia trachomatis on a tissue of culture, to evaluate the outcome according
to individual criteria in a given period and to compare the outcome with the
literary data. The virology laboratory in hospital in Ceské Budgjovice, a.s. Is
equiped for the culture tissue preparation and for this method they use uncommon
line of cells BGM, which is not commonly used in the world. In this department

this line has proven and so they use it since 1985, when they received it.

This paper informs about the present situation of chlamydiae, their
clasification according to phylogenetic and genome bacterial analysis, about their
occurence, growth cycle and multiplication. The paper also focuses on chlamydiae
infections divided into ocular and urogenital infection and their treatment. The
overview of present issues is finished by the methods of evidence, direct and
indirect evidence. In the direct evidence there are described the issue cultures their
preparation and cultivation. This method was verified in the practical part of my
bachelor paper.

For this bachelor paper | was provided with samples from urogenital tract
which were evaluated in three categories: positive, negative and imposible to
evaluate (samples were overgrown with bacteria or yeast cells and it was
imposible to evaluate them). They were mostly smears from urethra and cervix (at

women) or from urethra only (at men).

The number of all samples was 159 and they were examined during the
period from 18th October to 5th December 2011. Chlamydiae grew on issue
cultures for 48 hours and then they were died with modified colouring

Macchiavella. 127 examples (79.9%) coloured by this technique were evaluated



from the total number. Ambiguous samples were coloured by the monoclonal
antidote against Chlamydia trachomatis. 32 samples (20.1%) were coloured using
this technique from the total number.l also evaluated the samples according to
age. Unusually high was positivity (42.2%) at women at the age of 26-46. Which
includes the highest number of samples (54.2%) of women from the total number.
It mostly concerned pacients with gynaecological difficulties who were never
examined and treated or they had a chronical infection which can be treated with
difficulties and inclinates to relapse. At men the highest number of samples
(56.1%) from the total number was at the age of 26-46 but only 13% were
positive. The difference is given by the size of samples and also at men the

occurence of chronical infection is less common.
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Uvod

Chlamydia trachomatis je nejéastéj$i sexualni patogen ve vyspélych
zemich, ktery zatim nepodléhd povinnému hlaSeni. Chlamydie jsou zajimavé pro
fadu obort: gynekologii, venerologii (kozni 1ékafstvi), urologii, ale 1 interni obory
a v neposledni tfadé pro mikrobiologii. Skute¢na informovanost je relativné
Spatnd. Existuji laické webové stranky, které podavaji zkreslené a neptesné
informace, odborn¢ informace jsou hiife dostupné. Akutni infekce probihd v urcité
¢asti pfipadi asymptomaticky, pokud probihd symptomaticky, je né€kdy Spatné
diagnostikovand a nedostatecné 1écend. Proto se na c&ast infekci pfijde az v
chronickém stadiu ve vys$im véku, kdy jsou obtizné IéCitelné a maji sklon
recidivovat. Zavedenim novych technik a rozsifenim vysetfovani se zjistilo, ze jde

o problém vyznamny, proto jsem si tohle téma také vybrala.

Nejdulezitéjsi je zamétfeni na prevenci, jak primarni (zabranit pfenosu na
jinou osobu), tak sekundarni (ptedchazet chronickym infekcim). Vyznam maji i
zavedené screeningové programy, kdy dochazi ke sniZzeni prevalence infekce v
populaci az ke snizeni poctu mimodéloznich infekci. V této praci se zabyvam
diagnostikou Chlamydia trachomatis a to kultivaéni metodou na tkanovych
kulturach, naslednym barvenim dle Macchiavella nebo monoklonalni protilatkou.
V zavéru budou zhodnoceny vysledky v zavislosti na barveni, véku a pohlavi a

porovnany s udaji z literatury.



1. Soucasny stav
1.1. Chlamydie

Chlamydie jsou oznacovany jako energeticti parazité. Maji ob¢ nukleové
kyseliny, extrémné maly genom, vlastni metabolismus, ale nejsou schopné

syntetizovat vlastni ATP a jsou zavislé na zisku ATP z hostitelské bunky (12)

Extracelularné se nemnozi ¢,

Jsou to jedny z mala bakterii s obligatnim
nitrobunécnym parazitismem, vykazuji tedy unikatni biologické vlastnosti. Maji
rovnéz neobvyklé slozeni bunéné stény - jsou strukturalné podobné
gramnegativnim bakteriim, maji vétsi mnozstvi lipidl, ale postradaji kyselinu

muramovou.

Morfologie bakteridlni buiky se méni pfi mnoZzeni unikatnim
dvoufazovym ristovym cyklem, ktery se odehrava mimo i uvnitt bunky (% od
vird se i1 tim, Ze maji DNA 1 RNA, bunécnou sténu, ribozomy a déli se binarné
1)V soucasné dobé jsou nakazy Ch. trachomatis a Ch. pneumoniae podle mnoha
AIDS ©9, Chlamydie primarné napadaji epitelové buiky uropoetického traktu,
dychaciho ustroji a spojivek. Infikuji ale také endoteliarni buiiky, buiiky hladkého

svalu, monocyty, lymfocyty a makrofagy 2"

1.1.1. Morfologie

Chlamydie jsou malé nepohyblivé bakterie o velikosti 250 — 400 nm.
Extracelularni castice jsou infekEni, metabolicky inertni formy chlamydii, tzv.
elementarni téliska. Po infekci se zvétsi do velikosti 800 — 1200 nm. Tyto
neinfekCni, ale jiz metabolicky aktivni Castice jsou zndmy jako tzv. retikularni
téliska ™). Odlisit druhy chlamydii 1ze na zaklad& odli$ného sloZeni bazi DNA,
charakteru inkluzi sriznym obsahem glykogenu, spektra hostitelt, v druhu

napadenych eukaryotickych bunék i zplsobu pfenosu 12 Inkluze Chlamydia



trachomatis obsahuje glykogenovou matrici. Tento znak ma diagnosticky vyznam
(15)

1.1.2. Taxonomie

Diive se chlamydie klasifikovaly podle fylogenetickych a genomovych
analyz bakterii. V soucasné dobé vychazi klasifikace chlamydii ze sekvencni
analyzy 16S ribosomalni ribonukleové kyseliny. Rad Chlamydiales ma 4 &eleds:
Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Waddliaceae, Simkaniaceae, které maji fadu
rodii, druh@i a neustalé mnoZstvi novych kandidati. Celed” Chlamydiaceae je
délena na dva rody: rod Chlamydia sdruhem Chlamydia trachomatis a rod
Chlamydophila s druhy Chlamydophila pneumoniae, Chlamydiphila psittaci a

Chlamydophila pecorum (izolovan ze zvirat).

V soucasnosti je v ramci obou rodu jiz také rozliSovano vice druhi, které
vSak nejsou vnimany jako lékatsky vyznamné (12.38) Hlavni vyznam v huménni
mediciné maji Chlamydia trachomatis a Chlamydophila pneumoniae, které jsou
lidskymi patogeny. Chlamydophila pssitaci je primarné zvifeci patogen

S moznosti pfenosu na cloveka (38)

1.1.2.1. Chlamydia trachomatis

Prvni, kdo mikroskopicky sledovali buné¢éné inkluze Ch. trachomatis, byli v
roce 1907 I. Halberstaedter a S. von Prowazk a to ve stéru ze spojivky u
trachomu. V roce 1959 se Jonesovi a kol. poprvé zdatilo izolovat ji z uretry. Ch.
trachomatis byla zpoc¢atku povazovana za prvoka, poté za virus a az po prukazu
bunééné stény byla zafazena mezi gramnegativni bakterie 28 1dentifikovana jako
puvodce pohlavné pienosnych onemocnéni (STI - Sexually Transmitted Infection)
ve vyspélych zemich byla az nedavno a to v roce 1975 J. T. Graystonem a S. T.
Wangem a v roce 1978 J. Schachterem . Ch. trachomatis napad4 buiky
slizni¢énich membran. Infekce je lymfatickou cestou zanesena do miznich uzlin,

kde se tvori granulomatézni formace a drobné abscesy s nekrotickym a hnisavym



obsahem. Zanét se pak hoji fibrézou a jizvami @ Infekce zpusobené touto
bakterii jsou celosvétové vibec nejcastéjSimi  sexudln€¢  pfenosnymi

onemocnénimi.

Chlamydia trachomatis je na celém svété zachycovana jako nesmirng Casty
puvodce oc¢nich, urogenitalnich a neonatalnich infekci (sérotypy D-K),
lymfogranuloma venereum (sérotypy Li, Ly, Log, L3) a trachomu (sérotypy A, B,
B. a C) ®. Ch. trachomatis maji na povrchu elementarnich t&lisek typové
specifické proteinové antigeny, diky kterym u nich rozliSujeme 18 sérotypu.
V bézné diagnostice se ale urcovani jednotlivych sérotypti neprovadi. Existuji

mezi nimi zkiizené reakce ©. Ch. trachomatis se klasifikuje do ti{ biovar:

1. TRIC, ma 14 sérovari (A-K), zpusobuje inkluzni konjunktivitidu a

trachom,

2. LGV, nejméné 3 sérovary (Li, Ly Ls), zpusobujici lymphogranuloma

venereum,

3. MoPn, zpiisobujici pneumonitidu mysi (15)

1.1.2.2. Chlamydophila pneumoniae

Roku 1965 na Tchaj-wanu byla poprvé nahodné izolovana pii studii
trachomu. Oznacena byla jako TW-183. Stejné agens bylo izolovano roku 1983 u
studenta s pneumonii v Seattlu v USA. Oznacena byla jako AR-39. Pivodné bylo
popsano jako novy sérotyp Ch. psittaci TWAR. V roce 1986 jako novy druh Ch.

pneumoniae 2.

Chlamydophila pneumoniae se §ifi interhumannim pfenosem jako casta,
mirn¢ probihajici respira¢ni infekce. Pribéh onemocnéni miize byt od lehkého
onemocnéni hornich cest dychacich po tézkou intersticialni pneumonii ®3) Muoze
také postihnout srdce. Velmi vzacné jsou infekce Ch. pneumoniae u déti ve

veékové skupiné 1-5 let. U dospélych zpiisobuje asi 5% primarnich sinusitid, 4%



bronchitid, 10% nosokomidlnich pneumonii a zanéty hornich cest dychacich
(rhinitis, pharyngitis). Prosazuje se 1 u ,chfipkovych onemocnéni“ a

(23, 6)

pravdépodobné i u endokarditid a myokarditid. . Onemocnéni se 1éCi

makrolidy a tetracykliny ©2.

1.1.2.3. Chlamydophila pssitaci

Z hlediska epidemiologie je Chlamydophila pssitaci znama jako
antropozoondza (podléha povinnému hlaseni). S velkym poctem sérotyp se
vyskytuje u ptakd, kde hostitelem je respiracni trakt (holuby, papousci) a u savcl
(ovce, kozy, kon¢, skot, kocky, prasata) @ Oznageni této ornitodzy je psitakoza
neboli papouséi nemoc. Clovék se infikuje stykem s uhynulymi nebo nakazenymi
ptaky. Nejéastéji vsak vdechnutim kontaminovaného prachu. Inkubaéni doba je 7

az 14 dnq.

Ptiznaky jsou zpocatku nespecifické, pribéh onemocnéni mirny,
subklinicky, prezentujici se jako nachlazeni, ,.chfipka“ nebo jako t&zka
pneumonitida se zvétSenim sleziny a jater. Volba 1éku na toto onemocnéni jsou
tetracykliny po dobu alespo i tydni . Chlamydophila psittaci je dosti odolna,
udrzi svou infek¢nost v ptac¢im trusu az po nékolik mésici. Dulezita je vSak i
prevence, ktera spociva v diisledné veterinarni kontrole dribezarskych chovl a

dovézeného exotického ptactva (36.6),

1.1.3. Elementarni télisko

Elementarni téliska (EBs - elementary bodies) Chlamydia trachomatis a
Chlamydophila pssitaci maji pramér kolem 250 - 400 nm a velmi maly
periplazmaticky prostor. OdliSujici jsou elementarni téliska Chlamydophila
pneumoniae, které maji velky periplazmaticky prostor a hruskovity tvar o
velikosti 310 x 400 nm. Na vnitinim povrchu cytoplazmatické membrany je
ukotven vybéZzek prochdzejici na povrch. S mistem ukotveni jsou spojeny fetézce

DNA %, Pomér bunéénych kyselin RNA a DNA je zde 1:1.



Vnéj$i membranu EB tvoii proteiny, fosfolipidy a lipopolysacharidy
(LPS). MOMP — hlavni membranovy protein, predstavuje az 60 % z celkového
mnozstvi proteind vnéj$i membrany. Je jednim z hlavnich povrchovych antigent,
druhové specificky. LPS — je druhym hlavnim povrchovym antigenem, rodové

specificky antigen (18)

Elementarni télisko je infek¢ni, slouzi k priiniku do hostitelské bunky, neni
schopné d¢lit se a vyznacuje se inaktivni latkovou vyménou @8 pyi proniknuti do
hostitelské bunky je chlamydie schopna zastavit fagolyzosomalni fuzi — bunéény

, . 1
obranny mechanismus (18)

. Chlamydie se extracelularné vyskytuji ve formé
infekéniho, metabolicky inaktivniho elementarniho téliska s pevnou bunécnou
sténou, kterd jej chrani pred vlivy prostfedi. Mimo buiiku je schopno pfezit jen

nékolik hodin @9,
1.1.4. Retikularni télisko

Retikularni téliska vSech tii druhti jsou vétsi (800 — 1200 nm) a maji kulaty
tvar s povrchovymi vybézky podobnymi, jako maji elementarni téliska. Vnitini
struktura odrdzi stadium replikace. Na pocatku cyklu jsou patrné ribozomy.
Pozd¢ji vSak dochdzi ke zméné struktury DNA a zaklada se dieniova cast
elementarniho téliska. V retikularnich téliskach Chlamydia trachomatis se tvofi

glykogen.

V téliskach Chlamydophila pssitaci a Chlamydophila pneumoniae se
glykogen netvofi. Rozdil chlamydii od gramnegativnich bakterii je, Ze nelze mezi
sténou a cytoplazmatickou membranou prokazat peptidoglykan 1) Pomér
bunéénych kyselin RNA a DNA je zde 3:1. Retikularni télisko je neinfekéni, je

schopno se délit a mé aktivni latkovou vyménu (38)

10



1.1.5. Rastovy cyklus

Chlamydie maji rastovy cyklus zcela odlisny od jinych mikroorganismti.
Trva 48-72 hodin, zalezi na druhu a biovaru chlamydie a na typu napadené bunky.
Pocatek infekce na hostitelské buiice je zahajen receptorem zprostiedkovanou
infek¢éni endocytézou elementarniho téliska (proniknuti do nitra hostitelské
bunky). Télisko ziistava ve vakuole (= endosomu) po celou dobu rozmnozovaciho
cyklu. Diky opakované reprodukci bakterii se toto télisko v bunice zvétSuje a je

zjevné jako tzv. inkluzni télisko.

V této vakuole (endosomu) jsou bakterie chranény pfed mikrobicidnimi
ucinky intracelularniho prostfedi. Elementarni téliska se béhem 10 — 24 hodin
zvétsi a méni v neinfek¢ni, mitoticky a metabolicky aktivni retikularni téliska.
Poté se dalSich 24 - 48 hodin binarn¢ déli a kondenzuji v elementérni téliska (az
10 000 télisek, ktera utlacuji jadro i organely). VétSinou tento rustovy cyklus
kon¢i autolyzou hostitelské buiky, kdy se uvolni velké mnozstvi elementarnich
telisek (az 10 000). Ty ale dale pronikaji do extracelularniho prostoru, infikuji

dalsi hostitelskou buiiku a zah4ji dal§i rozmnoZovaci cyklus chlamydii (2.26)

Mize vSak dojit 1 k exocytdze elementarnich télisek, kdy hostitelské bunika
preziva. Nedostatkem zivin, ptisobenim nékterych antibiotik nebo cytosini se
vytvafi nedé€lici se, intracelularni forma chlamydie, kterd ma omezenou
metabolickou aktivitu. Tzv. perzistentni forma chlamydie. V této formé& prezivaji
chlamydie i n¢kolik let. Ned¢€li se, ale po pominuti nevyhovujicich podminek

mohou znovu piejit do metabolicky aktivnich retikularnich télisek (26)
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(Obr.1 Unikatni vyvojovy cyklus, formy chlamydii a jejich detekce @ )
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1.2. Chlamydialni infekce
1.2.1. Oc¢ni infekce

1.2.1.1. Trachom

Trachom je znam jiz tisice let. V Evropé se vyskytoval jesté v 19 stoleti.

V zemich, kde je sanitace a hygiena na nizké Grovni a kde je mnoho much se

v

udrzuje stale (15) . Nejzamotenéjsi je vSak oblast Afriky kolem Nilu. Tato, pro nas

exotickd nakaza, se prenasi zneciSténymi prsty, pfipadné na nozkach much.

Pavodci trachomu jsou sérotypy A, B, Ba a C Chlamydia trachomatis ©¥.

Jako ,,pasmo trachomu’’ je oznacovano severni Afrika aZ po jihovychodni

Asii, kde jesté pretrvava problém slepoty. Slepota se vyviji pomalu reinfekcemi a

sekundérnimi infekcemi, trvajicimi po dobu 20 az 30 let. Proces onemocnéni

charakterizuje 5 klicovych znakt:
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1. postizeni spojivky horniho vicka folikularnim zéanétem,
2. intenzivni zanét s difuznim ztlusténim spojivky,

3. jizveni tarzalni spojivky,

&

ektropium,
5. zakaleni rohovky.

Prenasi se vétSinou pfimym kontaktem nebo se onemocnéni §ifi také diky

moucham, které sedaji na o¢i pacienta a jejich okoli (tab. 1).

Tab.1 Chlamydiové infekce ¢lovéka (15)
Misto infekce Onemocnéni Mikrob (sérovar)
oko trachom C. trachomatis (A, B, Ba, C)
inkluzivni konjuktivitida C. trachomatis (D-K)
ophthalmia neonatorum C. trachomatis (D-K)
pohlavni ustroji:
u muze uretritida, epididymitida, | C. trachomatis (D-K)
proktitida ]
u zeny C. trachomatis (D-K)
uretritida, cervicitida,
proktitida, salpingitida,
perihepatitida, C. psittaci (ov¢i kmeny)
o periapendicitida, neplodnost, .
u muze a zZeny C. trachomatis (L1-L3)
potrat, pred¢asny porod
lymphogranuloma venereum
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dychaci ustroji détska pneumonitida C. trachomatis (D-K)

faryngitida, pneumonie C. pneumoniae
psitakdza C. psittaci (ptaci kmeny)
pneumonie C. psittaci (ov¢i kmeny)

1.2.1.2. Paratrachom (Inkluzni konjunktivitida)

Paratrachom vyvolavaji sérovary D az K Ch. trachomatis. Vyskytuje se
vétSinou u sexudlné aktivnich dospélych pienosem z genitalu do oka (1)
V prvnich 14 dnech je spojivka v oku piekrvena s mukozni sekreci, ktera pozdéji
prechazi v hnisavou. Poté zanét ptejde 1 na rohovku a zdufi se i pfiusni uzliny 39)
V akutnim stadiu se projevuje jako folikularni konjunktivitida. Neni-li 1écena,
pfetrvava jako hlenohnisavy exsudat. U tohoto onemocnéni vSak nevznika slepota.
Rohovka se sice jizvi, ztlustuje se pannus a vznikd 1éze rohovky, ale vSe se
spontanné vyhojuje ™. Légbou tetracyklinovymi antibiotiky pfiznaky b&hem 48

hodin ustupuji. Samoziejmé se musi 1€Cit 1 sexualni partner 38),

1.2.1.3. Inkluzni blenorrhoea (Chlamydiova opthalmia neonatorum)

Chlamydiové onemocnéni U novorozencl. Ti se infikuji od matky pfi
prichodu porodnimi cestami. U nich se béhem nékolika dni po porodu vyvine
konjunktivitida s purulentni sekreci a s moZnosti vzniku pneumonie ®®. Inkubacni
doba chlamydiové konjunktivitidy je v priméru 3-5dnu , nékdy ale trva i déle.
Inkluzni blenorrhoea zacind vétSinou vodnatou sekreci ze spojivkového vaku,
otokem vicek a zarudlymi spojivkami. Klinicky obraz je rizné zavazny. Ptiblizné

polovina déti infikovanych matek se nakazi 35)
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1.2.2. Urogenitalni infekce
1.2.2.1. Uretritida (zdnét mocové trubice) u muzii

Chlamydiova uretritida s mirn¢ hnisavym vytokem je typicka pro infekci
muze Ch. trachomatis (sérovary D-K). Zptsobuje asi 60% uretritid u muzi a neni
vzacna. Pfiznaky infekce jsou Casto nendpadné, takze vétSina infekci zlstava
nezjisténa. To napomdhd dalSimu Sifeni nakazy. Inkubacni doba pfi ndkaze
chlamydiemi je 7-14 dni. Hlavnim piiznakem p#i chlamydiové uretritidé je
bolestivé moceni a ¢iry az bélavy vytok pred prvnim rannim mocenim. Po 10-20
dnech (po inkubaéni dob¢€) se objevuje paleni pii moceni a nazloutly vytok rtizné

intenzity. Piiznaky se nékdy velmi podobaji leh&imu pribéhu kapavky 2.

1.2.2.2. Cervicitis (zanét délozniho hrdla) u Zen

Ch.trachomatis (sérovary D-K) zptsobuji u zen cervicitis. Infekce muze
byt priznakova (potize pfi moceni, bolesti v podbiisku), ale i bezptiznakova (to
byva asi u 70% zen). Komplikace nelééené infekce mohou vést az k zavaznym
gynekologickym zanétim s naslednym rizikem mimodé&loZniho téhotenstvi.
Predpoklada se 1 mozny vliv chlamydii na ptfedcasny porod nebo porod déti
s nizkou porodni vahou. Proto je potfeba spravna 1écba makrolidovymi antibiotiky

¢i chemoterapeutiky se specifickym davkovanim (38),

1.2.2.3. Lymphogranuloma venereum

Lymphogranuloma venereum - nemoc Nicolas-Favreova nebo téz ,,pata
nemoc®”. Jde o onemocnéni pohlavni, pfevazné u obyvatel tropického a
subtropického pasma. U nas se nevyskytl jiz od roku 1991, ale patii do seznamu
nemoci na né€z se vztahuji zdkonnad opatfeni boje proti sexualné pienosnym
chorobam. Zpisobuji ho sérotypy L-1, L-2, La-2, L-3 Ch.trachomatis. Tyto
sérotypy maji ovSem vys$i invazivitu. Jsou povazovany nékterymi autory za

zvlastni biotop: oznaCeni — biovar lymphogranuloma venereum. Hlavnimi
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piiznaky onemocnéni jsou zvétSené mizni uzliny na genitaliich, zanét spojivek a

lymfadenopatie. Toto onemocnéni ma 3 stadia projevu:

I. Nebolestivy puchyiek nebo ulcerace (obvyklejsi ndlez) — za 1-2 tydny po

nakaze

Il. Zdufeni miznich uzlin v tiisle, obvykle doprovazeno horeckou a zimnici za

dalsi 1 tyden. U Zen c¢astéji asymptomaticky!

I1l. Anogenitdlni syndrom (rozsahly destruktivni zadnét genitdlu a konec¢niku

S naslednym zjizvenim). Vyskytuje se u nelécenych osob, Castéji zen
(38)

1.2.2.4. Reiteruiv syndrom

Jeste¢ do neddvna byl Reiteriiv syndrom povazovan za sexudlné pienosné
onemocnéni, které neméd znamy piivod. Toto onemocnéni postihuje prevazné
muze a projevuje se touto trojici obtizi: a) zanétem kloubu (artritida), b) zanétem
mocové trubice (uretritida), c) zanétem spojivek (konjunktivitida). Nekdy se
projevuje 1 koznimi pfiznaky nebo zanétem stfeva (enteritida). Nejnovéjsi studie
pfisly na to, Ze pfiCinou jsou chlamydie 38), Probihajici infekce miZze zhorSovat

spermiologické parametry @),

1.3. Lécba

Lécebnym cilem chlamydiovych infekci je snaha ptedejit vzniku a rozvoji
komplikaci a eliminovat infekce (26), Strategie 1écby spociva v antiinfekéni 1€cbé.
Jejim zakladem je dvojité optimalizovana lé¢ba (mikrobiologicka diagnostika plus
farmakologické parametry). Tato 1é¢ba vyzaduje, aby antibiotika dobte pronikaly
nejen do tkéni, ale hlavné do buiiky — do endosomu (kde se chlamydie nachézeji),
mély vysoké tkanové koncentrace v misté¢ infekce a vysoké koncentrace
v infikovanych buiikich ¢ %, Vynikajici aktivitu proti Ch. trachomatis maji

tetracykliny, makrolidy, azalidy, rifampicin a nékteré¢ fluorované chinolony.
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Diive byla doporucena terapie infekci urogenitalniho traktu doxycyklinem
po dobu 7 dni a alternativou byla 1é¢ba erytromycinem. Pozdé&ji bylo studiemi
potvrzeno, ze azitromycin Vv jedné davce je stejné ucinny jako 7 denni lécba
doxycyklinem. V téhotenstvi jsou kontraindikovany doxycyklin a fluorované
chinolony. Doporuéena terapie novorozeneckych infekci je terapie erytromycinem
po dobu 10-14 dni v doporuc¢enych davkach. Alternativou je klaritromycin nebo
azitromycin, stejné jako u perinataln¢ ziskané chlamydiové pneumonie (12)
Nezbytnou soucasti pii 1écb¢ je také dodrzovani chranéného pohlavniho styku,

l1écba sexudlnich partnert nebo uprava hygienickych nédvyka partnerského paru
(26)

1.4. Laboratorni diagnostika

Principy diagnostiky chlamydiové infekce jsou prakticky shodné s detekci
jinych bakteridlnich infekci. Diagnostické metody umozituji: a) pfimou vizualizaci
bakterie v odebranych vzorcich barvenim, b) prikaz protilatek sérologickymi
testy (nejlépe prukaz rostouciho titru protildtek v dvojici sér, akutnim a
rekonvalescentnim), c¢) pfimou izolaci bakterie z tkané pacienta, d) detekci
specifickych chlamydialnich genti nebo antigeni. Pfi akutni infekci jsou
chlamydie pfitomny ve vét§im mnoZstvi v odebraném vzorku, proto je mnohem
leh¢i prokdzat symptomatickou infekci. Men§i mnozstvi chlamydii v hlubSich

vrstvach tkané je pfitomno pii chronické infekci @),

1.4.1. Klinicky materidal

Pro diagnostiku infekci je nezbytnou podminkou spravny odbér materialu,

jeho skladovani a transport (ve specialnich odbérovych médiich) @),

Stéry a vytéry. Pro prukaz chlamydii (u infekcich urogenitalniho traktu a
dychacich cest) je tieba provést vytéry tak, aby bylo odebrano co nejvice
bunécného materidlu (epitelii) 19 pro diagnostiku o¢nich infekci se odebira ster

ze spojivek sterilnim tamponem a stird se vnitini plocha dolniho popftipadé
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horniho vicka. Doporucuje se pouzit dva tampdny, pokud se déla vytér z obou oci.
Tampon se poté dikladné vytfepa nebo se ponofi do nadoby s transportnim
médiem (pouZije se po dohodé¢ s laboratoti podle toho, jakou vySetfovaci metodu

laboratoi pouziva) (32.35),

Pti infekci zenského nebo muzského urogenitalniho traktu se vysetiuji
stéry z mocCovych trubic; u Zen 1 z délozniho ¢ipku a vaginy, dohromady nebo
zvlast. Stér se provadi suchym sterilnim tamponem 2hodiny pied mocenim
z hloubky 2-4 cm, aby se zachytilo dostate¢né mnozstvi infikovanych bunék.
Jednim tamponem se setie hlen z délozniho kr¢ku, druhym rota¢nim pohybem se
provede ostry stér (1039 Dale se vySetfuji materidly z dolnich cest dychacich
(bronchoalveolarni lavaze, aspiraty a sputa) pro diagnostiku respira¢nich

onemocnéni 12,

Sérum. Odebira se pro stanoveni protilatkové odpovédi organismu ®)

Mo¢ a vytér z mocové trubice. Zpracovavaji se pii diagnostice

urogenitalnich onemocnénich @),

Sperma. Minimaln¢ 200ul ejakulatu je potieba vySetfit pro stanoveni
chlamydiové kontaminace spermatu. Vzorku se odebira do sterilni zkumavky bez
transportniho média a spermicidnich latek. Odbér by mél probéhnout 2 az 3 dny

po posledni ejakulaci (13)

1.4.2. Pfimy prikaz
1.4.2.1. Kultivace (na tkaiiovych kulturdch)

Kultivace chlamydii je docela naro¢na. Chlamydie jsou citlivé k transportu,
proto se material musi skladovat ve specidlnich odbérovych médiich pii 4°C a do
laboratofe transportovat do 24 hodin. VySetfovani chlamydii provadi jen
laboratof, ktera je zafizena na praci s tkanovymi kulturami, jelikoz chlamydie lze

kultivovat jen na tkanovych kulturach a jest¢ ne na vSech. Napt. 48hodin roste
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Chlamydia trachomatis a poté se dale prokazuje barvenim v tkatiové kultuie >

%), Vysetfovany materidl 1ze kultivovat na zloutkovém vaku kufeciho embrya, na
bunécnych kulturach (McCoy, HeLa), popt. ho ockovat do mozku, peritonea nebo

nosu laboratorni mysi ()

1.4.2.1.1. Tkariové kultury

Za prvniho uzndvaného zakladatelem kultivace bunék je poklddan Ross
Harrison, ktery v roce 1907 udrzoval po n€kolik tydni malé fragmenty nervové
tkané medularni roury Zzabiho embrya na koagulované zabi lymfé. Ale historicky
prvni Uspé$nd explantace a naslednd kultivace lidskych krevnich bunék byla

provedena jiz v roce 1886 819),

Viry se nemohou replikovat mimo hostitelskou bunku, proto se péstuji na
tzv. tkanovych kulturdch. Tkanovou kulturu tvoti zviteci buitky mnoha typt, které
se za ur¢itych podminek mohou mnozit v umélém prostiedi. Dnes jsou vyuzivany
jednovrstevné tkanové kultury, které zlepSuji kultivaci. Slouzi nejen k péstovani
vird, ale také k jejich zachyceni (izolaci) a uréovani jejich vlastnosti. Biologickou
aktivitu virt posuzujeme podle zmén, ke kterym dochazi u bunck v tkanové
kultufe (zména riastu, tvaru nebo mnoZeni nebo podle rtizného poskozeni bungk).
Hovotime tedy o tzv. cytopatickém efektu (dusledek ptisobeni nékterych virt na

buiiku). Lze je péstovat 1 na kufecich embriich ()

Piiprava tkainiovych kultur

Prvotni je stacionarni kultura. Ve stacionarni kultufe se builky péstuji na
pevné podloZce (pf. sklo nebo specialn€ upraveny polystyren pro tkanové tcely).
Pii optimalnich podminkach (odstranovani toxickych zplodin metabolismu
pravidelnou vyménou kultiva¢niho média, stabilni tenze CO2) buniky béhem 2-3

dni vytvofii tzv. monolayer (jednovrstevny porost) @

19



Primokultura (primarni buné¢na kultura). Bunky jsou zde péstované mimo
organismus in vitro. Primokultura se sklada z bunécné suspenze, ktera se ziskala
rozvolnénim odebrané tkané (Cerstvé izolované z organismu). Obsahuje ale smés
riznych typa bun¢k, které se musi napi. protilatkami specificky rozpoznavajici
pozadovany typ bunék imobilizovat. Opakovanym promytim se odstrani
nezadouci bunky. Pfi piipravé suspenze jsou bunky poskozeny bud
enzymatickym nebo mechanickym rozvolnénim z tkané. Podil mrtvych buné¢k je
vysoky, zivé bunky c¢ini 1-30%. Z pocatku se v primokultufe builky mnozi
pomalu. Po 1-2 tydnech dorostou do souvislého monolayeru (tady se diky vlivu
kontaktni inhibice ristu prestdvaji mnozit). Aby se dale mnozily, museji byt

ptesazeny do nové kultiva¢ni nddoby.

Diploidni bunééna linie. Vychézi z primarni kultury. Vznikaji z bun¢k, které
se v podminkach in vitro zacaly rozmnozovat. Z pocatku bunky odpovidaji
morfologicky 1 funkéné bunkdm plvodni tkang. I pocet chromozoémul zlstdva
diploidni. Rychle se mnozi. K vytvofeni monolayeru dochazi béhem 2 — 3 dni.
Rychlost proliferace ale postupné klesa, az nakonec (po 40-50 d¢€lenich) linie

zanikne.

Stabilizovana bunécna linie. Stane se, ze bunécna linie neuhyne, vyskytnou
se V ni transformované bunky se zménénymi vlastnostmi a ty se stanou zakladem
pro stabilizovanou (heteroploidni - numerickd zména neni ve vsSech builkach
stejnd) bunécnou linii. Tato linie ztraci orgdnovou specifitu, ma vysoky podil
aneuploidnich bun¢k s odchylnym poctem i morfologii chromozomi. Maji
vlastnosti nadorovych buné¢k, takze vykazuji pozitivni testy malignity. Snaze
rostou Vv suspenzi, ve stacionarni kultufe mohou rist ve vice vrstvach. Tyto
transformované buiky lze péstovat prakticky neomezené dlouho in vitro (i fadu
let), protoze maji neomezeny rastovy potencidl a stdvaji se proto tvz.

,nesmrtelnymi”” buiikami (7.24)
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1.4.2.2. PCR (pritkaz nukleové kyseliny)

Metoda PCR nebo-li polymerazova fetézova reakce slouzi k namnozeni usekt
DNA. Prvni krok zac¢ina tepelnou denaturaci DNA vlivem vysoké teploty (okolo
95°C) na jednoduché tetézce. Dalsi faze je ochlazeni vzorku na 50 — 60°C,
dochazi k navazovani primerii na komplementarni 3 ’konce cilové DNA. Ve tfetim
kroku je DNA polymeraza (izolované z bakterie Thermus aquaticus, ktera zije
V horskych mineralnich pramenech) napojena na fetézec, ktera prodluzuje vldkna

DNA smérem od obou primerd, ve sméru od 5 konce ke 3 'konci pti 72°C.

Po dokonceni syntézy se zkumavka s PCR reakci zahtiva opét na 95 °C,
dochdzi k denaturaci nové vytvorenych DNA duplexti a poté se cely cyklus

opakuje. Opakovani cykli vede Krychlému namnozeni cilové DNA @,

V soucasné dobé nejpouzivanéjsi a nejcitliveéjs$i metoda 35)
1.4.2.3. Pritkaz Ag (piimou imunofluorescenci, ELISA nebo nékterou

modifikaci imunochromatografie)

Prikaz antigenu je nejméné technicky naro¢ny, hlavné na transport materialu,
protoze se neprokazuji zivé bakterie. Pokud jsou vzorky kvalitné odecteny, maji
dobrou citlivost a specificitu, i kdyz stale o 2-3 fady niz$i, nez jaké ma kultivace
39, Pfima imunofluorescence prokazuje na povrchu elementarnich télisek
specifické antigeny pomoci monoklonalnich protilatek znacenych fluoresceinem.
Hodnoti se mikroskopicky. Z IF (ptimé imunofluorescence) zle zjistit, Zze byl
odbér Spatny. Posuzujeme totiz cely preparat a je vidét, zda bylo odebrano dost

bunek @7,
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1.4.3. Nepiimy pritkaz

Nepiima vysetfeni protilatkové odpovédi jsou zalozeny na prikazu rodove
nebo druhové specifickych protilatek tfidy IgA, IgM nebo IgG (TorSova 2004).
Do priikazu rodové specifickych protilatek patfi napt. diive pouzivand KFR
(komplement fixacni reakce, ktera nerozliSila tfidy protilatek) nebo néckteré
metody ELISA, které pouzivaji jako antigen LPS (chlamydiovy lipopolysacharid).
Prikaz  protilatek  druhové  specificky ma  zlaty standard MIF
(mikroimunofluorescence), ale existuje fada souprav typu ELISA, které nejsou

standardizované, ale n¢které davaji vysledky srovnatelné s MIF (1,12, 34)

Metodou MIF (mikroimunofluorescence) se stanovuji druhové specifické
protilatky proti antigenim vnéj$§i membrany (major outer membrane protein,
MOMP), ale ty nastupuji béhem infekce az pozdé&ji. Jsou druhové specifické a
mohou rozlisit Ch. trachomatis, Ch. psittaci a Ch. pneumoniae 2

Pro posouzeni tvorby protilatek je vhodné udélat prvni odbér v pocatku
onemocnéni a druhy tak za 2-3 tydny. Je dobré doplnit vySetfeni vzorkem séra za
4-6 tydnl od pocatku onemocnéni. Potvrzenim akutni faze infekce jsou prokazané
protilatky IgM. Pro prodé€lanou infekei a v ptipadé vysoké pozitivity jako ukazatel
akutni faze sv&dci protilatky IgG. Protilatky IgA ndm znaci chronicky pribéh
onemocnéni nebo uritou miru infekce. Pti reinfekci se nejprve reaktivuji IgG,
pozdéji IgA, velmi vzacné 1 IgM. Doporucuje se béhem onemocnéni vysetfit

rodové 1 druhové specifické protilatky @

1.4.3.1. ELISA (priukaz protilatek 1gG, 1gA, IgM )

Testy ELISA jsou méné naro¢né na odbornost laboratofe a velmi jednoduché
na vyhodnoceni (Veleminsky et al. 2005). Metoda s podstatou reakce antigen-
protilatka. ELISA (enzyme-liked immunosorbent assay) je vlastné specidlnim
druhem EIA testd (enzymoimunoanalyza), coz jsou analytické metody, které

pomoci imunochemické reakce senzymy (enzymovymi konjugédty) umoziiuji

22



stanovit koncentraci antigenu nebo protilatky v neznamém vzorku. ELISA je
budto heterogenni nekompetitivni EIA (tzv.sandwich) nebo heterogenni

kompetitivni EIA.

Princip je takovy, ze protilatka proti vySetfovanému antigenu je navazana na
sténu mikrotitracni desticky o 96 jamkach. Poté se pfidava natedény vzorek, ktery
obsahuje antigen a necha se inkubovat. Po inkubaci se nenavazané slozky odmyji
a k prokazovanym latkam, které se zachytily na antigenu, se ptida druha protilatka
S navazanym enzymem (konjugat). Po opétovné inkubaci a odmyti nadbyte¢né
protilatky s enzymem se piidé substrat a probiha enzymem katalyzovana reakce.
Vznikla barevna reakce se méii fotometricky. Vyhoda ELISA testi je dostatecna

specificnost, citlivost a opakovatelnost @

1.4.3.2. Nepiimd imunofluorescence (mikroimunofluorescence-MIF ve

tiidach 1gG, IgA, IgM)

Slouzi ke stanoveni protilatek v séru namifenych proti jednotlivym druhtim
chlamydii. Na skli¢ka jsou nakapédna a fixovana opracovana elementérni téliska 3
druhi chlamydii (Ch. trachomatis, Ch. pneumoniae, Ch. psittaci). Na to se nanasi
fedéné sérum pacienta. Po inkubaci se oplachne a specifické protilatky zistanou
navazané. Na takto opracované sklicko se nanasi konjugat, protilatka proti
lidskému bud’ IgG nebo IgA nebo IgM znacend FITC (fluorescein isothiocyanat) a

znovu se inkubuje.

Tam, kde jsou pfitomny protilatky pfisluSné tidy, se znafena protilatka
navaze a v dalSim promyti se uZ neodmyje. Kde nedoslo k navazani protilatky, je
prebytecny konjugat odmyt. Sklicka se pak prohliZeji v mikroskopu s fluorescenci
o piislusné vlnové délce. V mikroskopu jsou pozitivni nédlezy vidét jako zelené

zafici elementarni téliska. Negativni vzorek nesviti @,
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2. Cil prace

Cile mé¢ bakalarské prace byly:

e Vyzkouset kultivaéni metodiku diagnostiky Chlamydia trachomatis a
zhodnotit vysledky podle jednotlivych kritérii (veék, diagnéza) za urcité
obdobi.

e Vysledky porovnat s literarnimi udaji.
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3. Metodika
3.1. Charakteristika souboru

Laboratorni ¢ast mé bakalarské prace jsem provadéla v centralni laboratofi
v nemocnici Ceské Bud&jovice, a.s. v laboratofi virologie za odborného dohledu
MUDr. Evy Zampachové. Vyzkum trval od fijna do za¢atku prosince roku 2011.
Za tu dobu jsem ziskala 159 vysledku, které jsem hodnotila tfemi kategoriemi:
pozitivni, negativni a nelze hodnotit (= to znamend, Ze vzorky byly pterostlé

bakteriemi nebo kvasinkami a nebylo mozné je vyhodnotit).

Cilem mé prace bylo vyzkouSet si kultivacni metodu, kterd je jednou
z metod prilkazu chlamydii. Laboratof virologie v CB je zafizenid na préci

s tkanovymi kulturami, na kterych je kultivace provadéna.

Kultivuje se zde na bun&éné linii BGM bunék, které do CR byly dovezeny

ze Svycarska (z Bernu) prof. T. Krechem. Ve svété se téméi nepouziva. Na tomto

ey oo

ji dostali ©7.

VySetfovany material byl odebran na koZznim, gynekologickém a
urologickém oddéleni. Na tyto oddéleni poskytuje laboratoi virologie specialni
transportni média, do kterych je odebrany materidl vloZen a transportovan do 24
hodin zpét na oddéleni virologie. Do transportu je nutno uchovavat medium se
vzorkem v chladnickové teploté. Kazdy vzorek musi mit pfilozenou, fadné
vyplnénou Zadanku s identifikaci pacienta a poZadovaného vySetfeni. Material
z oddélenich nemocnice CB do laboratofe snasi sanitafi v termoboxech a

z terénnich mist je svazen svozovymi fidi¢i v boxech se zajisténou teplotou.

Na piijmu, po zkontrolovani identifikace vzorku s pfislusnou zadankou,
dostane kazdy vzorek své ID ¢islo (podle zvyklosti kazdé laboratote). Toto Cislo

se napiSe na zkumavku i na tu pracovni, aby pozdé¢ji nedoslo k zdmené.
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Ocislovany vzorek je z pfijmu pfenesen na pracovisté, kde jej laborantka dale

zpracovava (tj. rozockovava na tkanové kultury, centrifuguje, inkubuje atd.)
3.2. Zpracovani materialu na kultivaci

M4 prace v laboratofi zacCala jiz pfichodem materidlu, kdy jsem
kontrolovala pfineseny material s pfisluSnymi zadankami a pfifazovala ID ¢islo
laboratote za odborného dohledu. Pfinesené materidly byly povétSinou stéry (u
zen z uretry nebo cervixu, u muzi z uretry). Vse pfineseno v transportnim médiu.
Jelikoz nejsem zdravotnicky pracovnik, byly ptijmuté vzorky alikvotovany a tento

alikvot byl poskytnut pro muj samostatny vyzkum.

Pouzité reagencie:
e 5% E-MEM médium — uchovavame pti +4°C
e Suspenze BGM bunék v 5% E-MEM médium

e Meédium s cykloheximidem — 125ml 5% E-MEM média + 0,1ml roztoku
cykloheximidu — uchovavame pii +4°C

e Zasobni roztok cykloheximidu — 10mg cykloheximidu + 8ml dest.
neionizované H,O — uchovavame pii +4°C

V laboratofi si laborantky kazdé 2 dny dopiedu ptipravuji tkanové kultury,
na které poté rozoCkuji pfijmuty material. V této laboratofi se piipravuje 2-3ml
hust&jsi suspenze BGM bunék (velice citlivé nez bunky McCoy) do zkumavek s
plochym dnem s vlozenym kulatym krycim sklickem, necha se inkubovat ve
svislé poloze 24hodin v termostatu pii 37°C a déale se nechava pii pokojové

teploté — nejdéle 48hodin.

Ze zkumavek snasazenymi BGM bunkami jsem odsiala médium.
Odebrany vzorek (alikvot) jsem rozockovala do dvou pfedem oznacenych

zkumavek, které jsem nasledné zakryla alobalovym klobouckem. Nechala jsem
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centrifugovat 40 minut pii 3000 otakach a 20°C. Po centrifugaci jsem odsala
médium a ptipadné i okem viditelnou usazeninu bunééné drti a erytrocytl, poté
jsem do zkumavek pridala 2-3ml 5%E-MEM média s cykloheximidem (udrzovaci
médium pro chlamydie). Zkumavku jsem zazatkovala a vse se nechalo 48 hodin

inkubovat pii 37°C ve svislé poloze.
3.3. Modifikované barveni dle Macchiavella

Pouzité reagencie:
e PBS - sterilni roztok
e Metanol
e Solakryl

e Bazicky fuchsin — 1ml zékladniho roztoku fy IMUNA + 19ml dest.H,O
(uchovavat pti +4°C)

e Metylénova modi — 250mg + 25ml dest. H,O (uchovavat pii +4°C)

e Kyselina citronova — 0,25% roztok — 250mg + 100ml dest.H,O — vzdy
cerstvy!

Po 48 hodinach jsem slila kultivaéni médium a vzorek jsem oplachla
sterilnim PBS pufrem. Odlila jsem zbylou tekutinu a fixovala metanolem 5-10
min. Poté jsem vyjmula skli¢ka ze zkumavek a nechala je oschnout. Na oznacena
podlozni skla jsem képnula solakryl a hladkou nenarostlou stranou jsem pfilepila
sklicko z pfislusné zkumavky. Nechala jsem zaschnout — minimaln€é 30 minut a

nasledné jsem je barvila (modifikovanym barvenim dle Macchiavella).

Princip barveni dle Macchiavella je ten, Ze chlamydie obtizné¢ pfijimaji
barvivo, ale pokud ho pfijmou, tak ho obtizné vyplavuji. Proto se barvi dlouho

koncentrovanou barvou.
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Nejprve jsem vSe barvila 5-6 minut pracovnim roztokem bazického
fuchsinu, aby se zbarvily bunééné inkluze (= vakuoly, naplnéné chlamydiovymi
télisky). Poté jsem to odbarvila dle potieby v 0,25% roztoku kyseliny citronové,
ktery odbarvil ostatni struktury a chlamydiové inkluze si barvu podrzely. Oplachla
jsem vse destilovanou H,0O a dobarvila roztokem metylénové modii 15-20 vtefin,
ktery obarvi ostatni struktury a potla¢i neodbarvené pozadi. Tim se zvyrazni
cerven¢ obarvené inkluze, pro lepsi viditelnost pod svételnym mikroskopem.
Znovu jsem vSe oplachla a promyla v destilované H,O a nasledné nechala
oschnout. Oschla podlozni sklicka jsem odecitala pod optickym mikroskopem
Olympus BX40 (objektiv 100x s imerzi, pii zvétSeni 1000x). Typické inkluze

vidime na obr.2, 3.

Nejednoznacéné vzorky jsem ovéfovala technikou barveni monoklonalni
protilatkou proti Chlamydia trachomatis —fy. BIO-RAD (tam pozitivita vyrazné
fluoreskovala pod fluorescenénim mikroskopem, viz. obr.4). Tato technika barvi
inkluze chlamydii a je zcela specifickd, protoze protilatka je pfipravovana tak, Ze

se vaze na proteiny membrany chlamydie. Je ale nakladnéjsi a drazsi.
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4. Vysledky
Bé&hem obdobi od 18.10. do 5.12. roku 2011 jsem vySettila celkem 159

vzorkd. 118 vzorkl (74,2%) pochéazelo od zZen, z toho 51 vzorkl (43,2%) bylo
pozitivnich, 58 vzorki (49,2%) bylo negativnich a 9 vzorki (7,6%) nelze hodnotit
(= vzorek byl prerostly bakteriemi nebo kvasinkami). 41 vzorkd (25,8%)
pochazelo od muzi, z toho 3 vzorky (7,3%) byly pozitivni, 37 vzorka (90,3%)
bylo negativnich a 1 vzorek (2,4%) nelze hodnotit (= vzorek byl pierostly

bakteriemi nebo kvasinkami).

(Graf ¢.1: Celkové hodnoceni 159 vzorkd Zen a muzi)

Celkové hodnoceni zen a muzu
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Tyto vzorky jsou déale rozdéleny podle typu barveni, které bylo po
kultivaci nasledné provadéno. Ze 159 vzorkt bylo 127 vzorku (79,9%) barveno
modifikovanym barvenim dle Macchiavella a 32 vzorkd (20,1%) barveno

monoklonalni protilatkou proti Chlamydia trachomatis.

(Tabulka ¢.2 : Barveni technikou dle Macchiavella)

Modifikované barveni dle Macchiavella

7402144 | POZITIVNI | NEGATIVNI NELZE CELKEM
HODNOTIT

Celkem 40 77 10 127
Zeny 37 47 9 93
Muzi 3 30 1 34

(Graf ¢.2: Prehled procentualniho zastoupeni u barveni dle Macchiavella)
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Poznamka: Na grafu je zndroznéno procentudlni zastoupeni u modifikovaného

barveni dle Macchiavella. Celkem bylo obarveno 127 vzorkt (75%). 93 vzorkt
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(73,2%) zen, z toho bylo pozitivnich 37 vzorka (39,8%), negativnich 47 vzork
(50,5%) a 9 vzorki (9,7%), které nelze hodnotit (vzorky byly prerostlé bakteriemi
nebo kvasinkami). 34 vzorkd (26,8%) muzl, ztoho byly pozitivni 3vzorky
(8,9%), negativni 30 vzorkl (88,2%) a 1 vzorek (2,9%), ktery nelze hodnotit (=

vzorek byl pterostly bakteriemi nebo kvasinkami).

(Tabulka ¢.3: Barveni monoklonalni protilatkou proti Chlamydia trachomatis)

Technika barveni monoklonalni protilitkou proti Chlamydia trachomatis

CELKEM

VZORKY POZITIVNI NEGATIVNI

Celkem 14 18 32

Zeny 13 11 24

Muzi 1 7 8

(Graf ¢€.3: Procentualni zastoupeni u barveni monoklonalni protilatkou)
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Pozndmka: Graf znédzorfiuje procentudlni zastoupeni u barveni monoklondlni
protilatkou proti Chlamydia trachomatis. Celkem bylo monoklonalni protilatkou
obarveno 32 vzorkl. 24 vzorki (75%) zen, z toho 13 vzorku (54,2%) bylo
pozitivnich a 11 vzorku (45,8%) bylo negativnich. 8 vzorkl (25%) muzi, z toho

bylo 7 vzorki (87,5%) pozitivnich a 1 vzorek (12,5%) negativni.

Déale jsem vysledky zhodnotila podle véku. Vzorkd Zen jsem m¢cla
k dispozici z celkového poétu 159 vzorkti 118 (74,2%). Zeny byly ve véku 17-66
let. Rozdé¢lila jsem je do 3skupin ve véku 17-25 let, 26-46 let a 47-66 let.

(Tabulka ¢.4: Rozdé€leni 118 vzorkl Zen dle véku)

17-25 let 26-46 let 47-66 let

Neg. | NELZE

Hodnoceni Poz. Neg. Poz.

Zeny 17 18 3 27 32 |5@08% | 7 8 1
44,7%) | (474%) | (7.9%) | (42.2%) | (50%) 43.8%) | (50%) | (6,2%)

(Graf ¢.4: Zastoupeni vzorkd Zzen hodnocené dle véku)
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Poznamka: Na tomto grafu je vidét procentudlni zastoupeni hodnoceni dle véku u
zen. Celkem bylo 118 vzorkt (74,2%) rozdélenych do 3 kategorii véku. Ve véku
17-25 let bylo hodnoceno 38 vzorku (32,2%), z toho 17 vzorku (44,7%) bylo
pozitivnich, 18 vzorkil (47,4%) negativnich a 3 vzorky (7,9%) nelze hodnotit. Ve
véku 26-46 let bylo hodnoceno 64 vzorki (54,2%), z toho 27 vzorku (42,2%) bylo
pozitivnich, 32 vzorkl (50%) negativnich a 5 vzorka (7,8%) nelze hodnotit. Ve
veku 47-66 let bylo hodnoceno 16 vzorki (13,6%), z toho 7 vzorku (43,8%) bylo

pozitivnich, 8 vzorkt (50%) negativni a 1 vzorek (6,2%) nelze hodnotit.

Vzorkd muzd jsem méla k dispozici 41 (25,8%) z celkového poctu 159
vzorkl. MuZi byli ve véku 18-68 let. Rozdélila jsem je do 3skupin ve véku 18-25
let, 26-46 let a 47-68 let.

(Tabulka ¢.5: Rozd¢€leni 41 vzorkt muzt dle véku )

18-25 let 26-46 let 47-68 let

Hodnoceni - | Neg.

Muzi 11 1 3 20 6
©%) | L7%) | (8.3%) | (13%) | (87%) (100%)
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(Graf ¢.5: Zastoupeni vzorkd muzi hodnocené dle véku)
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Poznamka: Na tomto grafu je vidét procentudlni zastoupeni hodnoceni dle véku u
muzi. Celkem bylo 41 vzorkl (25,8%) rozdélenych do 3 kategorii véku. V véku
18-25 let bylo hodnoceno 12 vzorkil (29,3%), ztoho Z&dny vzorek nebyl
pozitivni, 11 vzorku (91,7%) bylo negativni a 1 vzorek (8,3%) nelze hodnotit. Ve
véku 26-46 let bylo hodnoceno 23 vzorkd (56,1%), toho 3 vzorky (13%) byly
pozitivni a 20 vzorkd (87%) bylo negativnich. Zadny vzorek v této vékové
skupiné nebyl hodnocen kategorii nelze hodnotit. Ve véku 47-68 let bylo
hodnoceno 6 vzorki (14,6%) a vSechny byly negativni (100%).
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(Graf ¢.6: Rozdéleni vzorki Zen podle dni piijeti)
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Poznamka: Tento graf zobrazuje dny, kdy byly piijaté vzorky Zen, jejich celkovy

pocet a nasledné hodnoceni 3 kategoriemi.

(Graf ¢.7: Rozdéleni vzorkd muzi podle dnti piijeti)
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M negativni
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Poznamka: Graf znazornuje dny, kdy byly pfijaté vzorky muzu, jejich celkovy

pocet a nasledné hodnoceni 3 kategoriemi.
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5. Diskuze

Chlamydia trachomatis je nejcastéjs$i sexualné pienaSeny bakterialni
patogen na svété. Podle odhadit WHO (World Health Organization) vznikd kazdy
rok minimalné 500 milion novych ptipadii onemocnéni pohlavnim stykem. Asi

90 miliont t&chto onemocnéni je vyvolané chlamydiemi, jak uvadi Porsova 9.

Diky vysoké prevalenci asymptomatickych urogenitalnich chlamydiovych
infekci zavedlo CDC (Centers for Disease Control and Prevention) v Atlanté roku
1993 ,,.Doporuéeni pro screening infekci Ch. trachomatis®. Jednou ro¢né by méli
byt sexualné aktivni Zeny do 20-25let, jestlize maji nového partnera ¢i vice
partnert, zeny s klinickou cervikélni infekci a vSechny téhotné Zzeny testovany.
ZkuSenosti ze skandinavskych stati a USA pozdé&ji ukazaly, ze zavedenim téchto
programl doSlo nejen ke snizeni prevalence infekce v populaci, ale i ke snizeni

mimod&loznich téhotenstvi o 50 % 2.

K diagnostice chlamydii se mlize pouzit cytologie, izolace na bunécnych
kulturéch, detekce antigenu, hybridizace nukleovych kyselin, amplifikacni
metody, sérologie. Cytologickd diagnostika je dnes nahrazovana senzitivnéjSimi a
specifictéjSimi molekuldrné biologickymi metodami napt. PCR. Podobné je
nahrazovédna 1 izolace na bun&fnych kulturdch. V soucasné dob& se nejvice
pouziva metoda PCR a prikaz antigenu. Sérologie je zaloZena na detekci rodove a
druhové specifickych protilatek. KFR (komplement fixac¢ni reakce), detekujici
protilatky proti skupinovému antigenu (pi. LPS), je nahrazena rodové specifickym
testem ELISA a druhové specifickym MIF (mikroimunofluorescencnim) testem.
Ale napft. specificita MIF proti Ch. pneumoniae nebyla ve studiich recentné

potvrzena 2,

Data o nemocnosti vyvolané chlamydiemi nejsou z Ceské Republiky
znamy, protoze kromé trachomu a lymfogranuloma venereum nepodléha;ji

povinnému hlaSeni. Ale celosvétové budou odhadované pocty infikovanych
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jedinci Ch. trachomatis pravdépodobné vyssi, jak udava Matouskova @, Infekce

zpusobené chlamydiemi piedstavuji zhruba 50 % vSech urogenitalnich ndkaz (16)

Podle Matouskové ?© dostupna literatura uvadi, ze prevalence sérotypt D-
K Ch. trachomatis (zpasobujici onemocnéni urogenitalniho traktu ) u
dospivajicich se pohybuje mezi 7 az 30 %. V USA je infikovano asi 4,2 %
populace ve véku 18 az 26 let, ve Velké Britanii 2,1 % a v Cing pfiblizné 2,5 %

populace ve véku 20 az 64 let.

Citlivost kultivace vzhledem k ostatnim metodam je hodnocena rizné, od
75% u muzd, 85% u Zen, jak uvadi Kobliha ® az po 95.8% u muzi a 100% u
7en, jak uvadi Kluytmans ®°. Ve studii Kluytmans ©®® srovnavali rychlé testy s
citlivosti kolem 60% u muzl, 62% u Zen, PCR s citlivosti 79% u muzt, 87% u
zen a kultivaci 95% u muzl, 100% u Zen. Jako nejspolehlivéjsi technika pro
detekci Ch. trachomatis tady vysla kultivace. Chlamydie se daji vySetfovat
riiznymi metodami. V Centralnich laboratofich Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.
v laboratofi virologie se chlamydie nejcastéji vysetiuji pravé kultivaéni metodou
na tkanovych kulturach. Tato metoda byla zvolena i pro mou vyzkumnou ¢ast

bakalafrské prace.

Z celkového poctu 159 vzorkl pochazelo 118 vzorki (74,2%) od Zen, z
toho 51 vzorkt (43,2%) bylo pozitivnich. 41 vzorki (25,8%) pochazelo od muzi,
z toho 3 vzorky (7,3%) byly pozitivni, jak je vSe vidét na grafu ¢.1. Jde o osoby s
potizemi, tedy klinicky manifestni ptipady, pfipadné sexuélni partnery pozitivnich
pacientd. Nami vySetfovani pacienti byli z riznych pracovist, s dlouhodobymi
nebo recidivujicimi potiZzemi.

Vétsina Gdajl v zahrani¢nich materialech, ze kterych €erpaji i nasi autofi je
déland na STD (Sexually transmitted disease) klinikéch, coZ jsou kliniky pro

sexudlné ptenosné choroby. Klientela téchto klinik jsou hlavné mladsi muzi a

zeny, kteti maji akutni infekci a klinické obtiZze nebo jsou z né&jakého divodu
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zatazeni do screeningovych programu. U nas nejsou STD kliniky (na dermatologii
nejsou prili§ pacienti zvykli o téchto chorobach mluvit, spise se za né stydi), takze
se Casto primarni péfe o pacienty s chlamydiovou infekci poskytuje na

gynekologii.

Povédomi o problému i moZznosti gynekologl jsou u nas pravdépodobné
mensi, proto mame mén¢ mladych a velmi mladych pacientek vySetienych.
Veékove nejmladsi vzorek byl od 17 -leté pacientky. Pozitivita ve v€kové skupiné
17-25 let Cinila 44,7% z 38 piijatych vzorku, jak ukazuje tabulka ¢.4 a graf ¢.4.
Pak se diagndza posouva do vyssiho veéku, kdy uz se velmi obtizné 1é¢i. Proto
byva ve vétSim procentu selhdni 1écby a recidivujici infekce, jak ve své praci
uvadi Zampachova G7_ Ve vekové skupiné€ 26-46 let Cinila pozitivita 42,2% ze 64
ptijatych vzorkt, jak je zndzornéno v tabulce ¢.4 a grafu ¢.4. Jde vétSinou o
symptomatické pacientky, které mély gynekologické potize a bud’ nikdy nebyly
vySetfeny a léceny a nebo maji chronickou infekei, kterd se 1é¢i velmi obtizné a

ma sklony recidivovat.

Dvorakova @ udava, ze nejvetsi nemocnost u Zen je ve véku 16-19 let. Pii
tomto vyzkumu byla nejvétsi nemocnost prokazana ve véku 26-46 let. Nejvetsi
nemocnost u muzu je podle Dvotakové ®) ve véku 20-24 let. Tabulka ¢.5 a graf
¢.5 ukazuje, Ze ndmi provedeny vyzkum ve v€kové skupiné 18-25 let neprokéazal
ani jednu pozitivitu u muzl, vSechny vzorky vysly negativné. Pouze ve vékové
skupingé 26-46 let vysla pozitivita 13%, coz jsou pouhé 3 vzorky z 23 pfijatych
vzorkd symptomatickych pacientl. Ostatni vzorky vysly negativné. U muzi
mame ocekavané vysledky, u zen trochu jiné neZ jsme ocekavali. Jednim
zdivodi muze byt 1 soubor odesilajicich lékati. Vzorky odesilaji nejen
gynekologové, ale 1 revmatologové a jiné odbornosti, ktefi feSi problémy

chronickych zanéth.
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Ve vysledkach nejde o frekvenci infekce v populaci, protoze nebyli
vySetfovani zdravi jedinci a neSlo o reprezentativni vzorek. Rozdil je také dany
velikosti souborti a tim, Ze u muzi se mén¢ Casto projevuje chronicka infekce.
Velmi mélo autorti se soustfed’uje na problémy chronickych infekci a podle téchto

vysledki je vidét, ze je to podcenény problém.
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6. Zavér

Béhem vypracovani své bakalaiské prace jsem se seznamila s kultivaéni
metodou na tkdnovych kulturach. Technicky jsem metodiku zvladla, piesto ze
jsem pracovala pod dozorem (nejsem zdravotnicky pracovnik) a naucila jsem se
zékladné odecitat preparaty z kultivace. VySetfeno touto metodou bylo 159
vzorkl. 118 vzorka od Zen a 41 vzorkli od muzi. Zhodnocenti je jak v absolutnich
Cislech, tak v procentech. Statistické hodnoceni neni provedeno, protoze nebyl k

dispozici srovnatelny kontrolni soubor zdravych osob.

Kultivace je vyhovujici metoda, dostatecné citliva. Zachyty odpovidaji
ptedpokladanym vysledkim, jen je znatelny posun zachytu u Zen ve vyssim véku
26-46 let a to 42,2% z celkovych 64 pfiijatych vzorkl (viz diskuse). Prace
poskytuje informace o metodikach stanoveni Chlamydia trachomatis a muze tak
slouzit jako zdroj informaci pro pracovniky v diagnostickych laboratofich,

studenty zdravotnickych oboru a dal$i zajemce o danou problematiku.
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7. Kliéova slova
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Obr. 2

(Zdroj: Foceno za pomoci MUDr. Pavla Zampacha)

Obr. 3

(Zdroj: Foceno za pomoci MUDr. Pavla Zampacha)
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Obr.4

(Zdroj: Foceno za pomoci MUDr. Pavla Zampacha)
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