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Zdravlje u Osjecko-baranjskoj zupaniji

Molekularna dijagnostika urogenitalnih infekcija uzrokovanih
bakterijom Chlamydia trachomatis s podrucja Slavonije i
Baranje

Bosnjak N, BosSnjak Z
Zavod za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije

Sazetak

U Sluzbi za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zzupanije je ukupno
prikupljeno i mikrobioloski obradeno 925 uzoraka na prisutnost bakterije Chlamydia trachomatis (CT)
obradenih in vitro COBAS TagMan CT testom za dijagnostiku urogenitalnih infekcija na COBAS
TagMan 48 uredaju. Obradeno je 159 (17.2%) uzorka mokrace, 458 (49.5%) obrisaka vrata
maternice i 344 (37.3%) obriska mokracovoda. Otkrivene su 23 (2.5%) urogenitalne infekcije
uzrokovane CT sto je dvostruko vise od broja pozitivhih uzoraka (1.3 %) otkrivenih koriStenjem
imunoflorescentne dijagnostike. Obzirom na godisnji ulaz od 3.000 uzoraka za testiranje na CT,
molekularna dijagnostika ima veliku prednost u otkrivanju asimptomatskih i simptomatskih infekcija
u odnosu na imunoflorescentnu dijagnostiku.
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Uvod

Chlamydia trachomatis (CT) je obligatna unutarstanicna Gramm-negativna bakterija i jedna od
vodecih uzrocnika spolno prenosivih bolesti. Urogenitalne infekcije uzrokuju serovari: D, D/a, E, F, G,
Ga, H, I/Ia, J i K. Moguce infekcije u Zena su: uretritis, cervicitis, endometritis, salpingitis i
perihepatitis. Salpingitis te posljedi¢no stvaranje oZiljaka na jajovodima moze rezultirati neplodnoscu i
vanmaterni¢nom trudnoéom. Mogucde infekcije u muskaraca su: negonokokni uretritis, epididimitis i
prostatis. Osim navedenog, CT moze u oba spola inducirati Reiterov sindrom, proktitis i konjuktivitis.
Prolaskom kroz porodajni kanal, infekcija novorodenceta CT moze rezultirati razvojem pneumonije,

konjuktivitisa iako su opisane i vaginalne, faringealne i enteri¢ne infekcije.i'2 Imunohistokemijskim
metodama uz pomo¢ poliklonskih i monoklonskih protutijela na glavni protein vanjske ovojnice
(MOMP engl., major outer-membrane protein) odredeno je 19 serotipova CT: A, B/Ba, C, D, D/a, E, F,
G, Ga, H, I/Ia, J, K, K, L1,L2,L2ai L3.3

Infekcije CT su asimptomatske u 50% muskaraca i 80% Zena, te se stvarna ucestalost infekcije ne

moZe precizno odrediti.*

U prevenciji i kontroli klamidijskih infekcija vrlo je znacajna brza i pouzdana dijagnostika, te
djelotvorna terapija koja dovodi do eradikacije uzroc¢nika. Metode potvrde urogenitalnih infekcija
uzrokovanim CT su: izolacija uzroCnika iz stani¢ne kulture koja se smatra "zlatnim standardom", te
metode dokazivanja klamidijskih antigena i nukleinskih kiselina imunoloskim odnosno hibridizacijskim
tehnikama. Danas se u svakodnevnoj rutinskoj obradi klinickih uzoraka najcesée koriste metode
izravne imunofluorescencije (DIF.,-direct immunofluorescence) i metode molekularne mikrobiologije.

Do 2007.g u ZZJZ OsjeCko-baranjske Zupanije dijagnostika je bila utemeljena na izravnom
dokazivanju CT imunofluorescentnom metodom. Uzorci su obrisci vrata maternice, vagine i
mokracovoda u Zena, a kod muskaraca obrisci mokra¢ovoda. Kriterij za pozitivan nalaz u uzorcima iz
urogenitalnog trakta je nalaz 10 i/ili viSe elementarnih tjeleSaca u nanesenom uzorku. Negativan
nalaz baziran je na odsustvu elementarnih tjeleSaca u uzorku uz prisutnost 10-20 cilindri¢nih i

plocastih epitelnih stanica.” Metoda izravne imunofluorescencije je pogodna za dijagnostiku CT
infekcije u akutnom stadiju te za procjenu kvalitete ispitanog uzorka temeljem mikroskopskog
pregleda preparata i odredivanja prisutnosti epitelnih stanica. Medutim, nedostatak metode je u
subjektivnosti procjene pozitivnog uzorka jer isklju¢ivo ovisi o mikroskopitaru te o kvaliteti

uzorkovanja. Osjetljivost navedene metode je od 50-80%.° Navedenoj dijagnostici se u travnju
2007. godine pridruzuje molekularna dijagnostika klamidijske infekcije nabavom instrumenta COBAS
TagMan 48, proizvodaca Roche, Mannheim, Njemacka. Instrument je potpuno automatizirani sustav
za umnazanje i detekciju nukleinskih kiselina koji koristi tehnologiju 5' — 3' egzonukleaznu aktivnost
Tag-polimeraze tzv. fluorogeni¢ni 5' nukleazni test s certificiranim software—om na racunalu s
operativnim sustavom Microsoft Windows XP i ostalim certifikatima: CE, UL i CSA. COBAS TagMan 48



instrument je isklju¢ivo namijenjen za in vitro dijagnostiku infektivnih bolesti, ukljucujudi i
urogenitalne CT infekcije. Uzorci ispitivanja su mokraca, obrisci mokrac¢ovoda i vrata maternice.®
COBAS TagMan CT test je prvi molekularni test za otkrivanje CT infekcija odobren od Americke
agencije za hranu i lijekove engl., US FDA-United States Food and Drug Administration). Osjetljivost

COBAS TagMan CT testa za odredivanje CT je 98%, dok je specificnost 100%.°

Cilj stru¢nog rada je dokazati prednosti molekularne dijagnostike asimptomatskih i simptomatskih CT
infekcija u svakodnevnoj klinickoj praksi.

Materijali i metoda

U Sluzbi za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zzupanije je ukupno
prikupljeno i obradeno 925 uzoraka na CT primjenom in vitro COBAS TagMan CT testa za dijagnostiku
urogenitalnih infekcija uzrokovanih bakterijom CT primjenom COBAS TagMan 48 uredaja. Obradeno
je 159 (17.2%) uzorka mokrace, 458 (49.5%) obriska vrata maternice i 344 (37.3%) obriska
mokracovoda. Uzorci su sakupljeni i skladisteni prema preporuci proizvodaca testa COBAS TagMan CT
testa.

COBAS TagMan CT testom i pripadajuéim testom za izolaciju nukleinskih kiselina svi su prikupljeni i
pravilno skladisteni uzorci mokrace i obrisaka testirani na prisutnost CT pomocu automatiziranog

sustava COBAS TagMan 48 prema uputama proizvodaca testa.b Test za detekciju CT istog
proizvodaca umnaza specificnim pocetnicama konzerviranu regiju kriptickog plazmida prisutnog u
svim bakterijskim serotipovima i time otkriva sve serotipove CT. UmnoZenu regiju specificno odreduju
TagMan hibridizacijske probe obiljezene s dvije fluorescentne boje. To je ujedno i tehnologija u
stvarnom vremenu (engl., real-time) lan¢ane reakcije polimerazom (engl., PCR-polymerase chain
reaction). Za pracenje se ucinkovitosti umnazanja te za procjenu prisutnosti inhibitora PCR u
ispitivanim uzorcima koristi unutrasnja kontrola sto je neinfektivni rekombinantni DNA plazmid s
istim vezujuéim regijama za specificne pocetnice kao i ciljana regija kriptickog plazmida CT. Za
sprjeCavanje kontaminacije medu uzorcima koristi se uracil-N-glikozilaza i deoksiuridin-trifosfat
(dUTP). COBAS TagMan CT test daje rezultate unutar 3 sata.b

Pozitivni uzorci se nakon ispitivanja alikvotiraju te skladiste na temperaturi od - 800 C u ZZJZ Osijek.

Rezultati i diskusija

Od ukupno 925 uzoraka 23 (2.5%) je uzorka pozitivno na CT. StatistiCka obrada podataka 2007.
godine pokazuje da je u Zavodu za javno zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije u Sluzbi za
mikrobiologiju obradeno 50.143 urogenitalnih obrisaka. Od toga je 3.976 (7,9%) obrisaka analizirano
metodom izravne imunofluorescence i pozitivno je 53 (1.3%) obrisaka. Komercijalno je dostupnim
testom proizvodaca BIORAD testirano 15.351 (30,6%) obrisaka na mikoplazme i 5686 (37%)
obrisaka je bilo pozitivho. Na aerobnu i anaerobnu bakteriolosku analizu je zaprimljeno 30.816
(61,5%) obrisaka od kojih je 8.281 (27%) bilo pozitivno.

Obzirom na mali broj pozitivnih uzoraka mozemo reci da je prevalencija infekcija uzrokovanih CT na
nasem podrucju niska. Od travnja 2007. do travnja 2008. godine na COBAS TagMan 48 i COBAS
TagMan CT je ispitano 925 urogenitalnih klinickih uzoraka i otkriveno 23 (2.5%) asimptomatske i
simptomatske infekcije CT Sto je gotovo dvostruko viSe od infekcija CT dijagnosticiranih metodom
izravne imunofluorescencije u 2007. godini (1,3%).

Obzirom na prosjecni godisnji ulaz od 3.000 uzoraka za testiranje CT u Zavod za javno zdravstvo
Osjecko-baranjske zupanije, brza i osjetljiva molekularna dijagnostika ima veliku klinicku ulogu u
otkrivanju veceg broja simptomatskih i asimptomatskih infekcija u odnosu na imunoflorescentnu
dijagnostiku jer moze otkriti prisutnost malog broja uzro¢nika u obrisku cerviksa ili u mokradi.
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