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Sazetak

Chlamydia trachomatis je najces¢i bakterijski uzrocnik spolno prenosivih infekcija. Od klamidijskih spolno preno-
sivih (SP) infekcija razlikujemo venericni limfogranulom koji uzrokuju serovari L1-L3 te ostale urogenitalne infek-
dije koje uzrokuju serovari D-K. C. trachomatis perinatalnim putem moZe inficirati novorodencad. Najveci izazov u
sprjecavanju infekcija uzrokovanih C. trachomatis jest velik broj asimptomatskih infekdija, do 70% u Zena i 50% u
muskaraca, $to rezultira velikim potencijalom za daljnje Sirenje infekdije. lako je vecina infekcija koje uzrokuje C
trachomatis asimptomatska, U Zena se moze manifestirati kao uretritis, cervicitis, endometritis, zdjelicna upalna
holest, kronicna zdjeli¢na bol, tubarna neplodnost, ektopicna trudnoca, proktitis, konjunkivitis, reaktivni artritis,
Reiterov sindrom. Kod inficiranih trudnica moZe doci do prijevremenog poroda i postpartalnog endometritisa. U
muskaraca infekcija se manifestira kao uretritis, epididimitis, prostatitis, proktitis u homoseksualnih muskaraca,
konjunktivitis, reaktivni artritis, Reiterov sindrom. Novorodencad se zarazi prolaskom kroz inficirani porodajni
kanal, a infekcija se najceSce manifestira kao konjunktivitis i pneumonija.

Dijagnoza se postavlja izravnim i neizravnim mikrobioloskim postupcima dokazivanja uzrocnika. lzravne metode
su: kultivacija na stani¢nim kulturama, detekcija antigena, hibridizacija nukleinskih kiselina i metode amplifika-
dje nukleinskih kiselina (engl. nucleic acid amplification test, NAAT) koje ukljucuju lancanu reakciju polimerazom
(engl. polymerase chain reaction, PCR), lancanu reakciju ligazom (engl. ligase chain reaction, L(R), amplifikaciju
izmjenom lanaca (engl. strand displacement amplification, SDA) i transkripcijom potaknutu amplifikaciju (engl.
transcription mediated amplification, TMA). Neizravna metoda temelji se na odredivanju specificnih protutijela
IgM, 1gG i 1gA.

Glavni uzorci za izravnu dijagnostiku jesu endocervikalni obrisak, endouretralni obrisak, obrisak rektuma, obrisak
konjunktive, a za NAAT i obrisak rodnice i prvi mlaz urina.

Summary

Chlamydia trachomatis is the most common cause of bacterial sexually transmitted infections. Chlamydial sexu-
ally transmitted infections include lymphogranuloma venereum caused by serovars L1-L3 and other urogenital
infections caused by serovars D-K. C. trachomatis can infect newborns through perinatal transmission.

The biggest challenge in prevention of Chlamydial infections is a significant proportion of asympthomatic infec-
tions, about 70% in women, and 50% in men, resulting in great potential for further infection spread. Although
C. trachomatis infection is usually asympthomatic, in women can cause urethritis, cervicitis, endometritis, pelvic
inflammatory disease, chronic pelvic pain, tubal factor infertility, ectopic pregnancy, proctitis, conjunctivitis, re-
active arthritis, Reiter's syndrome, and in pregnant women also preterm labor and postpartal endometritis. In
men, infection can cause urethritis, prostatitis, epididymitis, proctitis in homosexual men, conjunctivitis, reactive
arthritis, Reiter's syndrome. C. trachomatis can be transmitted to newborns during delivery and cause health
complications such as conjunctivitis and pneumonia.

Laboratory diagnosis of C. trachomatis infection can be divided into direct and indirect diagnostic tests. Direct tests
include isolation in cell culture, antigen detection, nucleic acid hybridization (NAH) and nucleic acid amplification
test (NAAT) which consists of polymerase chain reaction (PCR), ligase chain reaction (LCR), strand displacement
amplification (SDA) and transcription mediated amplification (TMA). Indirect method is based on detection of
lgM, IgG and IgA antibodies.

(linical specimens for direct diagnostic test include endocervical swab, endourethral swab, rectal swab, conjunc-
tival swab and for NAAT also first-void urine and vaginal swab.
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Epidemiologija

Prevalencija infekcije C. trachomatis u Europi kre-
ée se izmedu 1,7% i 17%.1"! Analizom uzoraka urina u
spolno aktivnih mladih osoba u dobi od 18 - 25 go-
dina u Hrvatskoj je utvrdena prevalencija od 7,3% u
muskaraca te 5,3% u Zena.”! Serovari D, E, F najcesce
uzrokuju infekcije u svijetu.** U Hrvatskoj, prema
istrazivanju urogenitalnih uzoraka na podrucju sjeve-
roisto¢ne Hrvatske, naj¢esce izoliran serotip bio je E
(44%), potom F (33%), K (11,5%) i G (8%).1")

Podjela i razvojni ciklus C. trachomatis

Klamidije su nepokretne, Gram-negativne bakteri-
je. Zbog svojih ogranic¢enih metabolickih sposobnosti
obvezno parazitiraju u citoplazmi zaraZene stanice.
Temeljem razlicitih antigenskih i bioloskih svojstava,
patogeni sojevi C. trachomatis svrstani su u biovare, a
na temelju antigenske raznolikosti glavnog proteina
vanjske membrane (engl. major outer membrane pro-
tein, MOMP) biovari su podijeljeni u serovare (sero-
tipove). Razlikujemo dva biovara: biovar trahoma koji
ukljucuje serovare trahoma (A, B, Ba, C) i urogenital-
nih infekcija (D, Da, E, F, G, H, I, Ia, ] i K) te biovar
veneri¢nog limfogranuloma (serovari L1, L2, L3).

U razvojnom ciklusu klamidija razlikujemo dva
osnovna morfoloski i funkcionalno razlicita oblika:
ekstracelularni - elementarno tjelesce (ET) i intrace-
lularni - retikularno tjelesce (RT). Infektivni oblik ele-
mentarno tjelesce ulazi u epitelne stanice gdje mijenja
oblik u retikularno tjelesce stvarajuci karakteristi¢ne
stani¢ne inkluzije vidljive svjetlosnim mikroskopom.
Retikularno tjelesce se replicira, stvarajuci elementar-
na tjelesca koja egzocitozom napustaju stanicu te mogu
inficirati nove stanice. Osim ovih dvaju osnovnih obli-
ka, u odredenim nepovoljnim uvjetima u stanicama
mogu nastati i aberantna RT, odnosno ,,perzistentna
tjeleSca“ (PT) s usporenim metabolizmom, koja se
ne dijele i dugotrajno ostaju u inficiranim stanicama.
Smatra se da su ,perzistentna tjelesca“ odgovorna za
kroni¢ne infekcije u ljudi, otpornost klamidija na an-
timikrobno lije¢enje u kroni¢nim infekcijama te cestu
pojavu rekurentnih infekcija.

Imunopatogeneza infekcije C. trachomatis

Utvrdeno je da klamidije mogu utjecati na imuno-
sni odgovor domacina inhibicijom fuzije lizosoma s
fagocitnom vakuolom te inhibicijom apoptoze zara-
zene domacinove stanice.” Pri infekciji dolazi do sti-
mulacije zarazenih epitelnih stanica koje stvaranjem
proupalnih kemokina i citokina stimuliraju migraciju
ostalih upalnih stanica, poput neutrofila, monocita,
u manjoj mjeri i makrofaga, T-limfocita, citotoksic-

nih limfocita i NK-stanica.®”! Razli¢ita zastupljenost
Toll-like-receptora (TLR) u razli¢itim dijelovima zen-
skoga spolnog sustava sugerira njihovu vaznu ulogu u
obrani gornjeg dijela spolnog sustava od patogena, uz
toleranciju komenzala donjeg dijela spolnog sustava.
[10-12] Sekretorna IgA protutijela sudjeluju u ogranica-
vanju $irenja infekcije, dok serumska protutijela pru-
zaju odredenu zastitu, no slabo Stite od reinfekcije.
Kod vec¢ine klamidijskih infekcija upala je prolazna i
ne zaostaju o$tecenja tkiva. Problem predstavlja kro-
ni¢na infekcija koja nastaje zbog unutarstani¢nog per-
zistiranja uzro¢nika u atipi¢nom obliku (perzistentno
tjeleSce), rekurirajucih infekcija i reinfekcija. Dugo-
trajna imunostimulacija klamidijskim antigenima re-
zultira prvenstveno kasnom reakcijom preosjetljivosti
(tip IV), a ponekad i reakcijom stvaranja imunokom-
pleksa (tip IIT), dovodeci do o$tecenja tkiva i fibroze.
Nelijecena ili neodgovarajuce lije¢ena infekcija moze
rezultirati kroni¢nom infekcijom. Stvaranje perzisten-
tnog tjeleSca u in vitro uvjetima moze se postici izlaga-
njem penicilinu, manjkom odredenih aminokiselina
(triptofan, izoleucin, cistein) ili izlaganjem odredenim
citokinima (IFN-y, TNF-a, TGF-P). Perzistentno tje-
leSce ima slabiju metabolicku aktivnost, manje koli-
¢ine glavnog proteina vanjske membrane (MOMP)
i lipopolisaharida (LPS) te vece koli¢ine C-HSP 60
kDa i C-HSP 10 kDa koji su snazni stimulatori imu-
noreakcija, uslijed ¢ega dolazi do slabijeg prodiranja
antibiotika u stanicu, cestih terapijskih neuspjeha,
smanjenog stvaranja zastititnih anti-MOMP protutije-
la te pojacanog stvaranja patogenih anti-C-HSP pro-
tutijela. Imunosni odgovor rezultira stvaranjem tipno
specifi¢nih protutijela koja imaju slabu zastitnu ulogu
kod intracelularno smjestenih organizama, stoga su
reinfekcije Ceste. Anti-C-HSP protutijela smatraju se
pokazateljima kroni¢ne upale i dobrim prediktorima
tubarne neplodnosti. Studije u kojima se istrazivao
prirodni tijek nelijecene klamidijske infekcije donjeg
dijela spolnog sustava u zena pokazale su da u vedi-
ni slucajeva dolazi do spontane eradikacije.*"**! Tijek
infekcije mogao bi biti odreden virulencijom uzro¢ni-
ka, okoli$nim ¢imbenicima i imunosnim odgovorom
domacina. Razliciti serovari takoder utjecu na klinicki
tijek infekcije. U asimptomatskih infekcija spontana
eradikacija iz cerviksa ¢esce je bila povezana sa sero-
varima F i G (intermedijarna serogrupa), dok su per-
zistentne infekcije ¢es¢e zabiljezene kod serovara B, D,
E, H, L, JiK. Serovar G ¢e$ce uzrokuje simptomatske
infekcije u muskaraca, serovar K vaginalni iscjedak u
zena, a serovar F bol i/ili dispareuniju u Zena.**!

Utvrdena je povezanost infekcije C. trachomatis s
razvojem planocelularnog karcinoma vrata maternice,
pri ¢emu je najveca povezanost utvrdena za serovar G,
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manje za I i D, a rizik povecava i reinfekcija razlici-
tim serovarima C. trachomatis.">*! C. trachomatis ima
sposobnost modulacije humanih tumor-supresorskih
gena i onkogena na nacin da smanjuje ekspresiju tu-
mor-supresorskoga gena kaveolina-1 i pojacava ek-
spresiju onkogena c-Myc.!

Klinicka slika

Serovari trahoma uzrokuju trahom, o¢nu infekci-
ju koja se prenosi kontaktom sa sekretima oka, nosa i
zdrijela zarazenih osoba, a jedan je od najcescih infek-
tivnih uzroka sljepocée u svijetu. Genitalni serovari u
oba spola mogu uzrokovati uretritis, proktitis, reaktiv-
ni artritis, Reiterov sindrom, u muskaraca epididimi-
tis i prostatitis, a u Zena cervicitis, endometritis, zdje-
licnu upalnu bolest, kroni¢nu zdjeli¢nu bol, tubarnu
neplodnost, ektopi¢nu trudnocu, prijevremeni porod
i postpartalni endometritis. Sekretima inficiranoga
genitalnog trakta genitalni serovari mogu se prenijeti
na konjunktive, pri ¢emu nastaje inkluzijski konjun-
ktivitis. Prolaskom kroz inficirani porodajni kanal kod
novorodencadi se moze razviti mukopurulentni ko-
njunktivitis, infekcija gornjega respiratornog trakta,
pneumonija i vulvovaginitis. Utvrdeno je da C. trac-
homatis posjeduje i onkogeni potencijal jer povecava
rizik za razvoj karcinoma vrata maternice. Serovari
L1-L3 uzrokuju veneri¢ni limfogranulom (LGV) koji
se odlikuje papulom, zatim ulkusom na mjestu ulaska
mikroorganizma koji ubrzo spontano zacjeljuje, a na-
kon latencije od jednog do tri tjedna dolazi do Sirenja
u regionalne limfne ¢vorove, pra¢eno op¢im simpto-
mima. U kasnijem tijeku nastaju apscesi, fistule i ozilj-
kavanje s posljedi¢nim strikturama.

Dijagnostika

Za kultivaciju i izravno dokazivanje klamidijskih
antigena uzorci moraju sadrzavati inficirane stanice
pa se rabe strugotine ili obrisci epitelnih stanica ko-
njunktive, uretre, endocervikalnog kanala, rektuma
te razliciti aspirati (iz jajovoda, Douglasova prostora,
epididimisa, ognojenoga limfnog ¢vora) i materijali
dobiveni biopsijom. Ako se testom dokazuje nuklein-
ska kiselina klamidija, moze se upotrijebiti i prvi mlaz
prvoga jutarnjeg urina, iscjedak iz genitalnog trakta i
obrisak rodnice.

Uzgoj na stanicnim kulturama

Umnozavanjem na odgovaraju¢im stani¢nim pod-
logama (McCoy, HeLa, HL i Hep-2), nakon inkuba-
cije od 48 do 72 sata, stani¢ne inkluzije dokazuju se
bojenjem fluorescentno obiljezenim antiklamidijskim
protutijelima. Kulturom se dokazuje prisutnost vijabil-
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nih elementarnih tjelesaca, stoga je to najspecifi¢nija
dijagnosticka metoda s najmanjim rizikom kontami-
nacije. Dodatna prednost ove metode jest moguénost
dodatnih istrazivanja poput genotipizacije i testiranja
osjetljivosti na antibiotike. Nedostatci ove metode su
relativno manja osjetljivost u usporedbi s metodama
umnozavanja nukleinskih kiselina, potreba za poseb-
nim uvjetima transporta, vrijeme potrebno do dobi-
vanja rezultata (tri do sedam dana), vaznost iskustva
laboratorija. Osjetljivost kulture je u najboljem slucaju
70 — 85%.

Metode odredivanja antigena temelje se na izrav-
noj vizualizaciji mikroorganizma u uzorcima pomocu
obiljezenih antiklamidijskih protutijela imunofluo-
rescentnim (engl. direct fluorescent antibody, DFA) ili
imunoenzimskim testovima (engl. enzyme immunoa-
ssay, EIA). Prednosti ovih metoda u odnosu na kultu-
ru jesu manja zahtjevnost transportnih uvjeta te bolja
standardizacija tehnologije.

DFA ima visoku specifi¢nost poput kulture, uz do-
datnu prednost §to istovremeno daje uvid u kvalitetu
uzetog uzorka jer omogucava vizualizaciju kuboidnih
kolumnarnih epitelnih stanica. Osjetljivost DFA je 80
- 90%, uz nesto manju osjetljivost iz uzoraka uretre
muskaraca koja iznosi oko 70%. Specifi¢cnost ove me-
tode je 98 — 99%. Mikroskopska evaluacija uzoraka za-
htijeva vjestinu i iskustvo laboratorijskih djelatnika.

Kod izravnog EIA testa protutijela obiljezena enzi-
mom vezu se na LPS svih klamidijskih vrsta izdvojenih
iz elementarnih tjeleSaca u uzorku. Enzim iz vezanih
protutijela pretvara bezbojni supstrat u obojenu tvar
koju detektira spektrofotometrijski ¢ita¢. Nedostatak
je ove metode moguénost lazno pozitivnih rezultata
zbog krizne reakcije obiljezenih protutijela s LPS-om
drugih Gram-negativnih bakterija, Sto se moze uma-
njiti potvrdnim testom blokiraju¢im protutijelima.

Dokazivanje nukleinske kiseline klamidija moleku-
larnim metodama ukljucuje testove hibridizacije i am-
plifikacije nukleinskih kiselina. Testovi amplifikacije
nukleinskih kiselina imaju najvecu osjetljvost u de-
tekciji klamidijskih infekcija, a njihova je specifi¢nost
usporediva s metodama kultivacije. Stoga su NAAT
metoda izbora u klinickoj dijagnostici klamidijskih
infekcija.?!**! Dodatna prednost uporabe ovih testova
jest i mogucnost da se, uz uobicajene bioloske uzorke
dobivene invazivnim putem, mogu rabiti i neinvazivni
uzorci kao $to su prvi jutarnji urin, iscjedak iz uretre i
obrisak rodnice.!%!

Rezultati NAAT-a ne ovise o vijabilnosti uzro¢nika,
stoga su uvjeti transporta manje zahtjevni, tj. mogu se
pohraniti i do dva tjedna na sobnoj temperaturi u od-
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govaraju¢em mediju. Test izljecenja se preporucuje is-
kljucivo u neadekvatno lije¢enih bolesnika (ili njihovih
partnera), no treba proc¢i najmanje tri tjedna od zavr-
Setka lijecenja kako bi se izbjegla detekcija DNA mrtvih
mikroorganizama koja nije klini¢ki zna¢ajna.’*!

Serologija se temelji na odredivanju specifi¢cnih
protutijela IgM, IgG i IgA. Seroloske metode su mikro-
imunofluorescencija (MIFA), indirektni imunoenzim-
ski test (EIA) i reakcija vezanja komplementa (RVK).
LPS je zajednicki svim vrstama porodice klamidija,
dok je glavni protein vanjske membrane (MOMP) ka-
rakteristi¢an za pojedine vrste. MIFA je seroloska me-
toda izbora u kojoj su antigeni proci$¢ena elementarna
tjelesca pojedinih klamidija prema kojima se detekti-
raju IgM, IgG i IgA protutijela na C. trachomatis.*®!

Brzi testovi, tzv. ,point-of-care“ (POC). Klasi¢ni brzi
testovi temelje se na imunoenzimskim metodama
(engl. immunochromatography assay - ICA, membrane
capture, lateral immunodiffusion). Osnovna prednost
im je $to ne zahtijevaju posebnu opremu ni laboratorij,
a rezultat je najce$ce gotov za 30 minuta. Rezultat se
ocitava vizualno i kvalitativan je. Suvremene tehno-
logije omogucile su molekularne POC testove. Mo-
lekularni POC testovi izvode se u zatvorenom, auto-
matiziranom sustavu koji koristi RT-PCR metodu, bez
potrebe za prethodnom obradom uzorka, $to smanju-
je rizik kontaminacije. Odlikuje ih visoka osjetljivost
i specificnost, a najboljim se pokazao Xpert CT/NG
(Cepheid) ¢ija osjetljivost i specifi¢nost prelaze 97%. 1%

Zakljucak

Seroloski testovi rutinski se koriste kao neinvazivni
postupci u dijagnostici sustavnih i kroni¢nih klamidij-
skih infekcija u kojima je izravna dijagnostika slabije
ucinkovita. Seroloskom dijagnostikom tesko je razlu-
¢iti aktivou od prosle infekcije buduéi da protutijela
mogu dugo perzistirati u krvi, a protutijela IgM nisu
uvijek prisutna u akutnoj infekciji, posebno kada se
radi o reinfekciji. Za dokaz akutne infekcije potrebno
je dokazati Cetverostruki porast titra protutijela u re-
konvalescentnom serumu nakon dva tjedna, a pone-
kad i dulje. Indikativni nalaz za akutnu infekciju moze
biti prisutnost protutijela IgA koja nacelno imaju
brzu kinetiku od IgM, posebno u reinfekciji, ali tako-
der mogu dugo biti prisutna nakon akutne infekcije.
Stoga je svaki seroloski nalaz potrebno interpretirati
u skladu s prisutnim simptomima te anamnestickim
i epidemioloskim podatcima. Seroloska dijagnostika
znacajna je u dijagnostici neonatalne infekcije, kada se
ocekuje visoki titar protutijela IgM, zatim u dijagno-
stici LGV-a te kod obrade steriliteta i okluzije jajovo-

da zbog ranije infekcije C. trachomatis, $to potvrduje
prisutnost visokog titra IgG. U odredenim slucajevi-
ma kao $to su infekcije gornjeg dijela genitalnog trak-
ta — zdjeli¢na upalna bolest (engl. pelvic inflammatory
disease, PID) i kroni¢na infekcija, serologija moze biti
jedina pretraga kojom mozemo dokazati klamidijsku
infekciju.?**¥! Stoga je istovremeno koristenje izravnih
i neizravnih mikrobioloskih postupaka najpouzdaniji
nacin dijagnosticiranja klamidijske infekcije.
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