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Streszczenie

Wstep: Chlamydia trachomatis jest czynnikiem przyczynowym zakazer przenoszonych drogg ptciowa (STD), kto-
rych przebieg kliniczny jest czesto bezobjawowy. Rezultatem przewlektych i nawracajacych zakazeri Chlamydia
trachomatis moga by¢ zaburzenia funkcji jajowodéw prowadzgce do nieptodnosci.

Cel: Celem badar byto dokonanie oceny wspdtzaleznosci pomiedzy wystepowaniem bezobjawowych zakazen
Chlamydia trachomatis i nieptodnoscig u kobiet w Polsce.

Materiat i Metody: Badania przeprowadzono w latach 2010-2013 u 543 kobiet w 2 grupach. Grupa 1 obejmo-
wata 190 pacjentek, w wieku 23-39 lat, u ktdrych przeprowadzono badania kontrolne przed planowang cigza.
Grupa 2 obgjmowata 353 pacjentki, w wieku 23-39 lat, z nieptodnoscig (brak cigzy po 12 miesigcach regularnego
wspotzycia). Badanie obejmowato wszystkie zgtaszajgce sie chore z nieptodnoscig. Z materiatu pobranego z ujscia
kanatu szyjki macicy izolowano DNA C. trachomatis i identyfikowano przy uzyciu metody nested-PCR. W analizie
statystycznej zastosowano doktadny test Fishera.

Wyniki: Zakazenie C. trachomatis stwierdzono u 18 (9,47%) pacjentek z kontrolnej grupy 1. Z kolei, w grupie 2 zaka-
zenie C. trachomatis stwierdzono u 81 (22,95%) pacjentek z nieptodnoscig co stanowi réznice istotng statystycznie
(p<0.0001) wzgledem grupy 1.
Whioski:
1. Przeprowadzone badania wskazujg, ze przewlekte zakazenia Chlamydia trachomatis mogag byc istotnym
czynnikiem sprzyjajacym nieptodnosci u kobiet.

2. U kazdej pary ze zdiagnozowang nieptodnoscig nalezy wykonac badania w kierunku zakazenia Chlamydia
trachomatis oraz zawsze przed planowanym zabiegiem in vitro.

Stowa kluczowe: Chlamydia trachomatis | zakazenia przenoszone drogg plciowa
(STD) / bezplodnos$¢ / nested-PCRs /
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Astract

Introduction: Chlamydia trachomatis represents a causal factor of sexually transmitted infections (STI), the cour-
se of which is frequently asymptomatic. Chronic and relapsing infections with Chlamydia trachomatis may result in
a disturbed function of oviducts, resulting in infertility.

Objectives: The aim of the study was to evaluate the relationship between manifestations of asymptomatic infec-
tions with Chlamydia trachomatis and infertility among Polish women.

Material and Methods: The study was conducted between 2010-2013 on 543 women in two groups. Group 1
included 190 patients (aged 23-39 years), in whom control tests were performed before planned pregnancy. Group
2 included 353 patients (aged 23-39 years), suffering from infertility (no pregnancy after 12 months of reqular sexual
intercourse). The study included all women presenting with infertility. A smear was taken from the cervical canal and
DNA of C. trachomatis was isolated and identified using nested-PCR. In the statistical analysis the Fishers exact
test was applied.

Results: Infection with C. trachomatis was detected in 18 (9.47%) controls (group 1) but as many as 81 (22.95%)
patients with infertility (group 2). The obtained results were significantly different (p<0.0001) between the investi-

gated groups.
Conclusions:

1. The study indicates that chronic infection with C. trachomatis may represent a significant factor resulting in

infertility of women.

2. A test for Chlamydia trachomatis infection should be routinely performed in every couple with diagnosed
infertility and always before a scheduled in vitro procedure.

Key words: Chlamydia trachomatis / sexually transmitted infection (STT)

infertility / nested-PCR

Wstep

Chlamydia trachomatis jest Gram-ujemnym drobnoustrojem
posiadajacym cechy zaréwno bakterii, jak i wirusow. Cechami
bakteryjnymi sg: obecnos¢ $ciany komoérkowej podobnej do
wystepujacej u bakterii Gram-ujemnych, prokariotyczne orga-
nelle komdrkowe, wystgpowanie obu typow kwasow nukleino-
wych (DNA i RNA) oraz antybiotykowrazliwos¢ [1]. Cechami
wirusowymi sa: bezwzgledne pasozytnictwo komodrkowe, mate
rozmiary oraz tworzenie ciatek wtrgtowych w cytoplazmie zaka-
zonych komorek. Oryginalng cecha Chlamydia trachomatis jest
unikatowy cykl rozwojowy, trwajacy 48-72 godzin, z trzema po-
staciami morfologicznymi: ciatkiem elementarnym (EB — posta¢
zakazna), ciatkiem siateczkowatym (RB — postaé¢ niezakazna)
i ciatkiem posrednim (IB). Sposrod trzech biotypow Chlamydia
trachomatis szczepy biotypu plciowego wywolujg zakazenia
pierwotnie zwiazane z btong §luzowa drég moczowo-plciowych.
Wtérnie, zakazenie moze prowadzi¢ do infekcji ocznych [1, 2].

Chlamydia trachomatis jest gldwnym czynnikiem przyczy-
nowym bakteryjnych zakazen przenoszonych droga plciowa. Za-
kazenia Chlamydia trachomatis dotycza od kilku do 40% osob,
w zaleznosci od populacji. W Polsce czg¢stos¢ zakazen w roznych
grupach badanych wynosi od 20% do 40% [3]. Wedlug danych
CDC, w USA zapadalno$¢ u kobiet w wieku 16-19 lat wynosi
2619/100.000, za$ u kobiet w wieku 20-24 lata — 2570/100.000
[4]. Jednoczesnie ocenia si¢, ze ryzyko zakazenia u kobiet jest 3,5
razy wyzsze niz u mezczyzn [5]. Wigkszo$¢ zakazen Chlamydia
trachomatis u kobiet przebiega bezobjawowo (do 80%). W za-
kazeniach objawowych wystepuja uptawy, objawy dyzuryczne
($wiad i bol), czestomocz, krwawienia migdzymiesiaczkowe oraz
bole w obregbie podbrzusza. Zakazenie Chlamydia trachomatis
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moze prowadzi¢ do zapalenia: gruczotdw Bartholiniego, szyjki
macicy, macicy, torebki watroby, jajowodu lub zapalenia cewki
moczowej [6]. U kobiet w okresie rozrodczym moze prowadzi¢
réwniez do zaburzen ptodnosci na drodze réznych mechanizméw.
Przewlekly stan zapalny moze prowadzi¢ do nieodwracalnego
uszkodzenia jajowodéw poprzez zniszczenie rzgsek, zarosnig-
cie ujs¢ brzusznych, scienczenie migsnidwki, sptaszczenie btony
Sluzowej i wygtadzenie faldow. Przewlekte zapalenie btony $lu-
zowej macicy moze natomiast utrudnia¢ lub uniemozliwiaé¢ im-
plantacje¢ zarodka [7]. U 35-60% kobiet z bezptodnoscia stwier-
dza si¢ wysokie poziomy przeciwcial przeciwchlamydialnych [8,
9]. Obecnie zakazenie Chlamydia trachomatis uznawane jest za
gldwny czynnik etiologiczny nieptodnosci mechanicznej [9, 10].

W diagnostyce Chlamydia trachomatis mozna wykonad
bezposrednie badanie mikroskopowe wykrywania ciatek wtre-
towych, wykrywanie antygenu testem immunofluorescencji bez-
posredniej lub metoda immunoenzymatyczng (ELISA), hodow-
l¢ na komodrkach McCoya lub HeLa 229, badania serologiczne
i badania molekularne. W diagnostyce serologicznej wykrywa
si¢ swoiste przeciwciata w surowicy chorego przy uzyciu metod
takich jak: immunofluorescencja bezposrednia i posrednia oraz
metoda immunoenzymatyczna (ELISA) [2]. Swoisto$¢ metody
ELISA jest wysoka (95-100%), natomiast czuto$¢ jest mniejsza
(70-90%). Praktyczne zastosowanie w diagnostyce przewle-
ktych zakazen Chlamydia trachomatis uktadu moczowo-ptcio-
wego znalazta jedynie metoda immunoenzymatyczna ELISA,
opierajaca si¢ na wykrywaniu swoistych przeciwciat klasy I1gG
w surowicy chorego [11]. Aktualnie uwaza si¢, ze jednorazowe
oznaczanie surowiczych przeciwcial anty-C. trachomatis posia-
da ograniczona warto$¢ diagnostyczng i nie moze by¢ zalecane
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w rozpoznawaniu chlamydiozy [12, 13]. Najwyzsza swoistoscia
i czutodcia (blisko 100%) cechuja si¢ metody molekularne, po-
zwalajace na wykrywanie kwasow nukleinowych bezposrednio
w prébkach klinicznych technika PCR lub LCR. Obecnie uwaza
si¢, ze najbardziej swoistymi i czutymi metody diagnostycznymi
w wykrywaniu Chlamydia trachomatis sa metoda immunoenzy-
matyczna (ELISA) i molekularna (PCR, LCR) [14, 15].

Cel pracy

Celem badan byto dokonanie oceny wspoizaleznosci pomig-
dzy wystgpowaniem bezobjawowych zakazen Chlamydia tra-
chomatis i nieptodnoscia u kobiet w Polsce.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w latach 2010-2013 u 543 kobiet
w 2 grupach. Grupa 1 obejmowata 190 pacjentek, w wieku 23-39
lat, u ktorych przeprowadzono badania kontrolne przed plano-
wang cigza. Grupa 2 obejmowata 353 pacjentki, w wieku 23-39
z nieptodnoscig (brak ciazy po 12 miesiacach regularnego wspot-
zycia). Badanie obejmowato wszystkie zglaszajace si¢ chore
z nieplodnoscia bez podziatu na zaburzenia hormonalne, czynni-
ki anatomiczny i meski. Z materialu pobrane z ujscia kanatu szyj-
ki macicy izolowano DNA C. trachomatis, przy uzyciu zestawu
Swab (A&A Biotechnology). Oczyszczone DNA przechowywa-
no w lodéwce do czasu dalszych analiz. Wyizolowany DNA pod-
dawano amplifikacji i detekcji za pomoca zestawu diagnostycz-
nego PCR-Chlamydia trachomatis (DNA Gdansk — Blirt), ktéry
opiera si¢ na amplifikacji fragmentu genu crp (cystein rich pro-
tein) C. trachomatis w uktadzie nested-PCR. Nested-PCR polega
na przeprowadzeniu dwéch reakcji PCR z dwoma réznymi para-
mi primerow. Pierwsza to PCR OUT, w ktdrej powstaje produkt
318 par zasad, ktory jest matryca do drugiej reakcji — PCR IN.
Koncowy produkt o wielkosci 199 par zasad poddawano elek-
troforezie w 2% zelu agarozowym i uwidaczniano po barwieniu
bromkiem etydyny. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu doktadnego testu Fishera.

Wyniki

W przeprowadzonych badaniach, zakazenie Chlamydia tra-
chomatis stwierdzono u 18 (9,47%) pacjentek z kontrolnej grupy
1. Z kolei, w grupie 2 zakazenie C. trachomatis stwierdzono u 81
(22,95%) pacjentek z nieptodnoscia co stanowi réznice istotng
statystycznie (p<0,0001) wzglgdem grupy 1. Zestawienie wyni-
kéw wystgpowania zakazenia Chlamydia trachomatis u pacjen-
tek w grupie kontrolnej (grupa 1) oraz u pacjentek z bezptodno-
Scig (grupa 2) przedstawiono na rycinie 1.

Dyskusja

Nieleczone zakazenia Chlamydia trachomatis stanowia po-
wazny problem epidemiologiczny ze wzgledu na ryzyko prze-
niesienia zakazenia na partnera seksualnego lub noworodka.
Najczgstszym powiktaniem zakazenia u kobiet jest zapalenie
narzadoéw miednicy mniejszej, co moze prowadzi¢ do nieptod-
nosci mechanicznej. W przeprowadzonych w tej pracy badaniach
wykazano, ze zakazenie C. trachomatis wystgpuje u 9,47% pa-
cjentek, u ktorych przeprowadzono badania kontrolne przed
planowana cigzg. Wyniki te odpowiadaja innym przedstawio-
nym w publikacjach, w ktérych bezobjawowe zakazenia zostaly
stwierdzone u 6,6% do 9% kobiet [16-19].
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. C. rachomatis ()

Grupa1

Rycina 1. Wystgpowanie zakazenia Chlamydia trachomatis (%) u pacjentek
w grupie kontrolnej (grupa 1) oraz u pacjentek z bezptodnoscig (grupa 2)..

U pacjentek z nieplodnoscia zakazenie C. trachomatis
stwierdzilismy u 22,95%. Wyniki te sa zgodne z innymi publi-
kacjami, w ktorych zakazenie to wykazano u 12,4% do 25,3%
kobiet z nieptodnoscia [6, 20-23]. Czgstos¢ wystgpowania zaka-
zenia C. trachomatis moze r6zni¢ si¢ w roznych grupach kobiet
z nieplodnoscia. Istnieja doniesienia, ze zakazenia C. trachomatis
sq czestsze w nieptodnosci jajowodowej, niz w innych rodzajach
bezptodnosci [24].

Z aktualnych badaf wynika, ze szczegdlne znaczenie w roz-
woju nieptodnosci jajowodowej zwiazanej z Chlamydia tracho-
matis ma odpowiedz cytokinowa gospodarza. Zakazenie C. tra-
chomatis indukuje wydzielanie TNF-a w limfocytach ludzkich
[25] a takze w hodowlach narzadowych jajowoddéw [26]. TNF-a
jest cytoking prozapalng i moze promowac produkcje innych cy-
tokin zwigzanych z odpowiedziag immunologiczna oraz prowa-
dzi¢ do uszkodzen jajowodu [26]. Wykazano, ze w modelu in
vitro, we wczesnej fazie zakazenia Chlamydia trachomatis naste-
puje wydzielanie IL-1 przez aktywowane makrofagi, co rowniez
inicjuje uszkodzenia jajowodu. Ponadto, IL-1 moze indukowaé
migracje komorek i rozwdj stanu zapalnego w miejscu infekcji
in vivo [27]. Z tych danych wynika, ze zmiany ekspresji cytokin
wplywaja na osobnicze zréznicowanie objawow chorobowych
oraz rozw0j nieptodnosci u zakazonych Chlamydia trachomatis.

Obecnie najbardziej czula metoda stosowana do wykrywania
Chlamydia trachomatis z wymazow z szyjki macicy jest reakcja
fancuchowa polimerazy (PCR). Dane wskazuja, ze metoda PCR
w wykrywaniu C. trachomatis posiada czutosé¢ 97% do 100%
oraz swoisto$¢ >98%. Porownawczo, hodowla komdrkowa, uwa-
zana za ,,ztoty standard” charakteryzuje si¢ czutoscia 85% oraz
swoistoscig 100% [28, 29]. Pierwszenstwo metody PCR w wy-
krywaniu C. trachomatis potwierdza meta-analiza przeprowa-
dzona przez Watson i wsp. [14], ktorzy wykazali, ze w wykrywa-
niu bezobjawowych infekcji chlamydiami techniki amplifikacji
kwasu nukleinowego sg najczulsze. Autorzy podkreslaja, ze po-
mimo, iz najczgsciej stosowang metoda w diagnostyce chlamy-
dii jest ELISA, jej wykorzystanie w programach przesiewowych
moze skutkowaé niewykryciem zakazenia az u 30% badanych
[14]. W naszych badaniach zastosowali$my metod¢ nested-PCR,
ktdra cechuje si¢ prawie 100% czutoscia i swoistoscia.
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Technika nested-PCR jest w szczegdlnosci polecana jako test

z wyboru w przypadkach trudnosci interpretacji wynikow badan
wykonywanych innymi metodami, a takze do weryfikacji wyni-
kéw watpliwych. Dlatego tez, stosowane w wykrywaniu DNA
Chlamydia trachomatis techniki molekularne sg czgsto okreslane
jako ,,rozszerzony ztoty standard” [2].

Whioski

1. Przeprowadzone badania wskazuja, ze zakazenia C. tra-
chomatis moga by¢ istotnym czynnikiem sprzyjajacym
nieptodnosci u kobiet.

2. U kazdej pary ze zdiagnozowang nieptodnoscia nale-
zy wykona¢ badania w kierunku chlamydii oraz zawsze
przed planowanym zabiegiem in vitro.
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