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Streszczenie
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Chlamydie sg bakteriami, ktére wywotuja wiele schorzef, w tym o przebiegu niejawnym. Chlamydia trachomatis
(Chl. trachomatis) uwazana jest na Swiecie za bakterie najczesciej przenoszong droga ptciowa. Stosowanie metod
skryningowych umozliwia redukcje komplikacji bedacych wynikiem zakazenia chlamydiami. Molekularne metody
detekcji patogenu, takie jak reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) czy reakcja tancuchowa ligazy (LCR), przyczynia-
ja sie do statego postepu w laboratoriach diagnostycznych. Techniki amplifikacji kwasu nukleinowego (NAAT) umoz-
liwiaja lepsza identyfikacje patogenu, a takze dostarczajg prostych, czutych, szybkich i wiarygodnych sposobéw wy-
krywania danego organizmu. Fakt ten czyni opisane metody bardzo dogodnym narzedziem do celéw diagnostycznych.
W niniejszej pracy przedstawiono biologie i systematyke Chl. trachomatis oraz metody diagnostyczne obejmujace
zarébwno metody hodowlane, jak i metody nieoparte na kulturach komérkowych.

Stowa kluczowe: Chlamydia trachomatis, metody diagnostyczne, techniki amplifikacji kwasu nukleinowego (NAAT).

Abstract

Chlamydia are bacteria which cause several diseases, including ones with lethal course. Chlamydia trachomatis is
the most common sexually transmitted bacteria worldwide. Screening for chlamydial infection might reduce the
incidence of complications of disease. Molecular methods of pathogen detection such as polymerase chain reaction
(PCR) and ligase chain reaction (LCR) are making increasing progress in diagnostic laboratories. Nucleic acid
amplification techniques (NAAT) allow better identification of the pathogen and provide a simple, sensitive, rapid
and reliable means for detection of the organism. This fact makes these methods a very convenient tool. In this
article the biology and systematics of Ch. trachomatis and diagnostic methods, including culture methods and

non-culture methods for detection of Ch. trachomatis, are presented.

Key words: Chlamydia trachomatis, diagnostic methods, nucleic acid amplification techniques (NAAT).

Profil patogenu

Chlamydie sg drobnoustrojami wykazujacymi cechy
posrednie miedzy bakteriami a wirusami. Wczesniej
panowat poglad, ze sg one wirusami, z czasem — na pod-
stawie analizowanych cech biochemicznych — chlamy-
die zostaty zaliczone do bakterii. Majg one RNA i DNA
w proporcji charakterystycznej dla organizméw proka-
riotycznych. Genom omawianego patogenu jest bardzo
maty (wzgledna masa czgsteczkowa 0,66 x 109) i odpo-

wiada jedynie 1/4 informacji genetycznej Escherichia
coli[1].

Chlamydie sg Gram-ujemnymi, tlenowymi, obligato-
ryjnymi wewnatrzkomaérkowymi patogenami. Poniewaz
nie maja wtasnego systemu wytwarzajacego ATP, musza
korzysta¢ z innych Zrédet energii, co czyni je zaleznymi
od metabolizmu gospodarza. Bywaja przez to okreslane
mianem pasozytow energetycznych [1, 2].

Z punktu widzenia systematyki Chlamydia trachoma-
tis (Chl. trachomattis) jest gatunkiem nalezacym do ro-
dzaju Chlamydia, klasyfikowanym w obrebie rodziny
Chlamydiaceae, ktéra nalezy do rzedu Chlamydiales [3].
Wsrod istniejacych gatunkéw nalezgcych do rzedu
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Chlamydiales Chlamydia trachomatis i Chlamydophila
pneumoniae (Chl. pneumoniae) sa znanymi ludzkimi pa-
togenami. Mimo niewielkiego podobienstwa, genetycz-
ne mapowanie tych dwéch gatunkéw dowiodto, iz
70 gendw wystepujacych u Chl. trachomatis nie istnie-
je u Chl. pneumoniae [2].

Gatunek Chl. trachomatis obejmuje dwa biotypy — tra-
choma i lymphogranuloma venereum (LGV) [3]. Ponadto
ze wzgledu na wystepujace w zewnetrznej warstwie Scia-
ny komoérkowej biatko wyodrebniono odpowiednie sero-
typy Chl. trachomatis. W obrebie biotypu trachoma wy-
rézniono 14 serotypow (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, Ba, Da,
la), natomiast w biotypie LGV zidentyfikowano 4 seroty-
py (L, Ly, Lys, Ls). Serotypy A, B i C wywotuja jaglice pro-
wadzgca do Slepoty. Infekcje powodowane przez seroty-
py D-K prowadza do zapalenia spojéwek, cewki moczowe;j,
szyjki macicy oraz odbytnicy. Serotypy L;-L5 powodujg ziar-
nice weneryczna pachwin — chorobe przenoszona droga
ptciowa, ktéra spotykana jest najczesciej w krajach tropi-
kalnych, a takze stosunkowo czesto szerzy sie wsréd mez-
czyzn homoseksualnych [2].

Cykl rozwojowy bakterii i proces infekcji

Chlamydia trachomatis przechodzi unikalny, dwufazo-
wy cykl rozwojowy, trwajacy 4872 godz., odznaczajacy
sie istnieniem dwoch form morfologicznych [3]. Podczas
pierwszej fazy — infekcyjnej — formuja sie ciatka elemen-
tarne (ang. elementary body — EB), ktére sg czasteczkami
pozakomaérkowymi, zakaznymi, lecz nieaktywnymi meta-
bolicznie. W formie EB bakterie nie podlegaja replikacji.
Ciatka elementarne przyczepiaja sie do komérek gospo-
darza, a nastepnie wnikajg do nich przez indukowanie
witasnej endocytozy. Po wniknieciu EB do komérki powsta-
je specyficzny twor okreslany mianem inkluzji (wtretu),
wewnatrz ktérego ciatka elementarne réznicuja sie w ciat-
ka retikularne, zwane tez ciatkami siateczkowatymi (ang.
reticulate body — RB). Dzieki istnieniu inkluzji eliminowa-
na jest mozliwos¢ fuzji z lizosomem komérki. Opisana se-
kwencja zdarzeh stanowi o przejsciu w druga faze — repli-
kacyjna. Nazwa tego etapu wywodzi sie stad, Zze RB s3
aktywne metabolicznie i majg zdolnos¢é namnazania sie
przez podziat. Nalezy zaznaczyc, iz ciatka retikularne nie
stanowig postaci infekcyjnej. Pod koniec cyklu replikacji
RB ponownie przeksztatcaja sie w ciatka elementarne,
ktore sg uwalniane z komorki na drodze egzocytozy lub
przez lize komérek gospodarza. Prawdopodobnie zdolnosé¢
patogenu do przezycia fagocytozy i destrukcji powodowa-
nej dziataniem enzymoéw lizosomalnych uwarunkowa-
na jest unikalng strukturg jego sciany komorkowe;. Jej bu-
dowa charakteryzuje sie bogactwem cysteiny i lipo-
polisacharydéw, co zapewnia bakterii ochrone. Uwolnio-
ne ciatka elementarne moga zapoczatkowac nowy cykl
zakazenia [2, 4-7].

Obserwowana na koncu procesu infekcyjnego smierc
komorek gospodarza moze czesciowo przyczyniac sie
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do wystagpienia u niego odpowiedzi zapalnej. Proces ten
jest powodowany wydzielaniem cytokin przez makrofa-
gi poddane apoptozie. Chroniczne zapalenie odpowiada
takze za procesy bliznowacenia, ktére s3 obserwowane
podczas przebiegu choréb wywotywanych tym patoge-
nem. Przyjmuje sie, ze czynnik martwicy nowotworéw o
(ang. tumour necrosis factor a — TNF-a) i inne cytokiny
zaangazowane w reakcje obronna, oprécz zwalczania in-
fekcji moga powodowac dtugoterminowe szkody w tkan-
kach [5]. Wykazano takze, iz oprécz wptywu na cyto-
toksycznosé cytokin, zakazenie chlamydiami wptywa
na liczbe limfocytéw T iich subpopulacje. Sugeruje sie,
ze gtdwna role w odpowiedzi przeciw Chl. trachomatis
odgrywaja subpopulacje limfocytéw T, takie jak Th, Tc
i limfocyty z receptorem Tg-8 [8].

Epidemiologia

Chlamydia trachomatis jest najbardziej rozpowszech-
niona na Swiecie bakterig przenoszong droga ptciowa
[9, 10]. Najczesciej zakazenia obserwuje sie wsréd mez-
czyzn miedzy 20. a 24. rokiem zycia oraz u kobiet mie-
dzy 16. a 19. rokiem zycia [2]. Poniewaz infekcja u wiek-
szosci kobiet przebiega bezobjawowo, czes¢ z nich
pozostaje nieleczona, co ostatecznie moze doprowadzic
do zapalenia narzaddéw miednicy mniejszej (ang. pelvic
inflammatory disease — PID). Zapalenie to stanowi du-
ze zagrozenie, poniewaz niezdiagnozowane i nieleczo-
ne moze skutkowac cigza pozamaciczna, bezptodnoscia
lub tzw. zespotem przewlektego boélu narzadéw mied-
nicy [11]. Stwierdzono, Ze czestos¢ wystepowania
Chl. trachomatis u nieptodnych pacjentéw moze sie-
gact 60% [12]. Sugeruje sie, ze stany przewlektego zaka-
zenia tym patogenem mogg stanowic przyczyne raka
szyjki macicy [3].

Zakazenie Chl. trachomatis jest grozne podczas cig-
zy, gdyz moze wywotywac przedwczesny poréd lub na-
wet Smieré okotoporodowg ptodu. Niebezpieczefstwo
stanowi fakt, iz infekcja tym patogenem moze by¢ wer-
tykalnie przekazana podczas porodu i powodowac u no-
worodkdéw zapalenie spojowek, a takze ptuc. U mezczyzn
zakazenie Chl. trachomatis zagraza powiktaniami, taki-
mi jak zapalenie cewki moczowej, gruczotu krokowego
czy, zwtaszcza u mtodych mezczyzn, najadrzy [6, 9]. Za-
kazenia chlamydialne moga takze powodowac nieptod-
nos¢ wskutek zaburzenia budowy i funkcji plemnikéw
lub w wyniku indukowania odpowiedzi immunologicz-
nej prowadzacej do wytwarzania autoprzeciwciat prze-
ciw plemnikom [3].

Ostatnio wykazano, ze istnieje powigzanie miedzy in-
fekcjami Chl. trachomatis a zmianami miazdzycowymi
w naczyniach krwionosnych. Przypuszcza sie, ze w ten
proces zaangazowane jest biatko szoku cieplnego chla-
mydii — HSP57, ktore wykazuje homologie z biatkiem ludz-
kim. Odkryto mianowicie, iz HSP57 dzieli epitopy z ludz-
kim biatkiem szoku cieplnego — HSP60 [12, 13].
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Z historycznego punktu widzenia najstarszg choroba
wywotywang przez Chl. trachomatis jest trachoma (jagli-
ca). Zmiany powstate w jej wyniku moga prowadzi¢
do ograniczenia pola widzenia, a nawet catkowitej utraty
wzroku [3].

Diagnostyka zakazen

Infekcje wywotane przez Chl. trachomatis nie daja cha-
rakterystycznego obrazu klinicznego i czesto przebiegaja
bezobjawowo lub skapoobjawowo, co utrudnia ich rozpo-
znanie. W diagnostyce zakazenia tymi bakteriami zacho-
dzi szybki postep, co budzi nadzieje na umozliwienie wia-
rygodnej, szybkiej i prostej detekcji patogenu oraz dostepu
do testow diagnostycznych do samodzielnego wykona-
nia w domu.

Metody diagnostyczne znajdujace zastosowanie w wy-
krywaniu Chl. trachomatis mozna ogélnie podzieli¢ na dwie
kategorie. Sg to metody oparte na hodowlach komérko-
wych (metody hodowlane) i nieoparte na kulturach komér-
kowych [2]. Szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na diagno-
styke molekularna, ktéra ostatnio rozwija sie bardzo
dynamicznie, wywotujac coraz szersze zainteresowanie
i zastosowanie w laboratoriach diagnostycznych.

Metody hodowlane

Metody hodowlane to klasyczne metody polegajace
na detekcji Chl. trachomatis w hodowli komérkowej za-
kazonej odpowiednim materiatem. Wykrywanie patoge-
nu wystepuje w hodowli na komdrkach McCoy’a (komor-
ki fibroblastéw mysich). Do niedawna metody te okreslano
mianem ztotego standardu diagnostycznego w zakaze-
niach Chl. trachomatis, co zawdzieczaty blisko 100-pro-
centowe] swoistosci. Natomiast czutos¢ tych metod jest
stosunkowo mata i zalezy od rodzajéw badanych mate-
riatéw [2, 6]. Ponadto charakteryzujg sie one czasochton-
noscig oraz uzaleznieniem od transportu badanych pré-
bek. Jednak ze wzgledu na fakt duzej swoistosci pozostaja
one metodami z wyboru przydatnymi do weryfikacji wy-
nikéw innych badan, a takze do rozwigzywania kwestii
sadowo-lekarskich.

Metody oparte na wykrywaniu antygenéw
Chlamydia trachomatis

Przy uzyciu swoistych przeciwciat mozliwe jest bez-
posrednie wykazanie antygenu Chl. trachomatis w bada-
nym materiale. Detekcja tak powstatych komplekséw opie-
ra sie na reakcji enzymatycznej lub fluorescencji.
Do technik wykrywajacych antygen zaliczy¢ mozna dwa
testy — immunofluorescencje bezposrednia (ang. direct
immunofluorescence — DIF) i metody immunoenzymatycz-
ne (ang. enzyme immunoassay — EIA). Cechuja sie one re-
latywnie mata czutosciag (70-80%) oraz duzg swoistoscia
(96-100%) [6].
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Metoda DIF jest oparta na bezposredniej wizualizacji
ciatek elementarnych Chl. trachomatis. W tescie tym sto-
suje sie przeciwciata monoklonalne, znakowane izotiocy-
janianem fluoresceiny. Umozliwia on detekcje zaréwno
lipopolisacharydu (LPS), jak i gtéwnego biatka membrany
zewnetrznej (ang. major outer membrane protein
— MOMP) Chl. trachomatis. Technika ta — ze wzgledu
na czasochtonnosé oraz pracochtonnos¢ — jest niezbyt
uzyteczna dla duzej liczby prébek.

W metodzie EIA za pomoca przeciwciata znakowane-
go enzymem wzbudzajacym barwe wykrywanym anty-
genem jest LPS Chl. trachomatis. Wystepowanie w bada-
nym materiale innych Gram-ujemnych bakterii, z ktérymi
moga krzyzowo reagowac zastosowane w tescie prze-
ciwciata, stwarza mozliwos¢ powstania fatszywie dodat-
nich wynikow [14]. Niewatpliwa zaletg tego testu jest nie-
wysoka cena oraz mozliwos¢ wykonania za jego pomoca
duzej liczby badan. Przydatnos¢ testu immunoenzyma-
tycznego w badaniach epidemiologicznych oraz jego sze-
rokie zastosowanie w programach skryningowych opisa-
no juz w 1987 r., w pionierskiej pracy z tej dziedziny
w Polsce [15].

Techniki amplifikacji kwasu nukleinowego

Szerokie stosowanie technik molekularnych opartych
na powielaniu kwaséw nukleinowych zrewolucjonizowato
diagnostyke zakazen Chl. trachomatis. Pozwalaja one na wy-
krycie juz niewielkiej liczby DNA lub RNA drobnoustroju.
Techniki amplifikacji kwasu nukleinowego (ang. nucleid acid
amplification techniques — NAAT) wyrdzniaja sie zardbwno
wysoka swoistoscig (>99%), jak i czutoscia (>90%) — niekie-
dy mozna wykryé obecnosé nawet pojedynczych sekwencji
nukleotydowych w prébce. Niekwestionowanga zaleta tego
rodzaju metod jest wiarygodnos¢ wynikéw uzyskanych
za pomocg badan probek pozyskanych nieinwazyjnie (np.
probki moczu). Dzieki temu NAAT stanowi alternatywna, po-
tencjalnie nietraumatyczng opcje detekcji Chl. trachomatis
—do badan moga by¢ wykorzystane zaréwno wymazy z na-
rzadoéw ptciowych, jak i probki moczu. Ten atut powoduje,
ze NAAT sg technikami akceptowanymi przez wiekszos¢ pa-
cjentow. Wezesniejsze metody niehodowlane (DIF, EIA) oka-
zaty sie w tym wzgledzie nieakceptowalne, szczeg6lnie wsréd
populacji ofiar przestepstw seksualnych. Brak aprobaty wy-
nika z jednej strony ze stosunkowo niewiarygodnych wyni-
kow, z drugiej — z koniecznosci zastosowania inwazyjnych
i potencjalnie traumatycznych metod pobierania prébek [16].
Nieinwazyjne pobieranie probek stwarza wiekszg mozliwose
przebadania pacjentéw niewykazujgcych objawdw zakaze-
nia, a takze dzieci. Fakt ten umozliwia zastosowanie NAAT
na szersza skale. Dzieki utatwieniu wczesniejszej detekcji
patogenu, leczenia i przerwania procesu przekazywania za-
kazenia, techniki te odgrywajg istotna role w epidemiologii
[17]. Z kolei automatyzacja metod opartych na powielaniu
kwasow nukleinowych umozliwia zastosowanie ich do pro-
gramow przesiewowych (skryningowych).
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Metody te jednak nie sg bez wad. Istotnymi minu-

sami tego typu testéw sg wysoki koszt, spowodowany
koniecznoscig wyszkolenia personelu i zuzyciem mate-
riatu, oraz redukcja wydajnosci wywotana obecnosciag
inhibitoréw (estrogeny, azotany, krysztatki) w prébkach
moczu [2]. Innym ograniczeniem omawianej techniki
moze by¢ kontaminacja prébek przyczyniajaca sie
do uzyskania fatszywych wynikéw. Dlatego tez nalezy
szczegolnie przestrzegac procedur postepowania w la-
boratorium oraz podczas transportu i przechowywania
probek [17].

W obrebie NAAT dostepnych jest kilka metod opar-

tych na réznych technologiach i obejmujacych [2, 6]:

reakcje tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain
reaction — PCR) — polegajaca na amplifikacji okreslonej
sekwencji plazmidowego DNA, niewykazujacego homo-
logii z innymi mikroorganizmami; amplifikacja genu
MOMP umozliwia szybka detekcje Chl. trachomatis
w hodowlach komérkowych lub prébkach pochodzacych
bezposrednio od chorych; najwazniejszym zastosowa-
niem PCR w diagnostyce jest wykorzystanie tej techni-
ki do uzyskania zwiekszonej liczby DNA przed jego dal-
szg analizg;

reakcje tancuchowa ligazy (ang. ligase chain reaction
— LCR) —rézni sie od PCR tym, Ze stosuje sie w niej nie
dwa, lecz cztery oligonukleotydowe startery dobrane
parami tak, ze komplementarne do nich sekwencje
sa zlokalizowane na analizowanym odcinku DNA
w bezposrednim sasiedztwie; w reakcji bierze udziat
termostabilna ligaza, a amplifikacji podlegaja dwa juz
zligowane produkty powstate w pierwszym cyklu; LCR
moze by¢ uzyteczna tam, gdzie barwienie immunohi-
stochemiczne nie znajduje zastosowania; wynika to
z faktu, iz barwienie immunohistochemiczne jest od-
powiednie przy analizowaniu sekwencji o dtugo-
$ci 200-400 pz; natomiast technika LCR przydat-
na jest w przypadku analizowania sekwencji
mniejszych —juz od 48 pz [18];

reakcje tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR) —wymaga ona zastosowania spe-
cjalnych termocykleréw sprzezonych ze spektrofluory-
metrem; w reakgji biorg udziat dwa startery i dwie son-
dy komplementarne do blisko potoznych wzgledem
siebie sekwencji genomu Chl. trachomatis; jedna z sond
wyznakowana jest na koncu 5’, a druga na koncu 3’
przy zastosowaniu innego fluorochromu;

testy oparte na amplifikacji rybosomalnego RNA (rRNA)
Chl. trachomatis przez transkrypcje (ang. transcription
mediated amplification — TMA);

amplifikacje z przesunieciem tafncucha (ang. strand
displacement amplification — SDA) — w czasie reakdji
w statej temperaturze zachodzi amplifikacja i detek-
cja DNA (powstajace produkty amplifikacji indukuja
sygnat fluorescencyjny proporcjonalny do liczby pro-
duktow).
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