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Sazetak

Chlamydia trachomatis, sicuSna obligatna unutarstani¢cna gram-negativna
bakterija, najceséi je uzrocnik bakterijskih spolno prenosivih bolesti u
svijetu. Kod 70% Zena i 50% muskaraca infekcija ovom bakterijom javlja
se bez simptoma Sto uzrokuje odgodenu dijagnozu, neprestano Sirenje
zaraze te povecava rizik za razvoj dugorocnih problema s reproduktivnim
zdravljem. Najugrozenija skupina je mlada zenska seksualno aktivna
populacija (20-25 godina). Cilj provedenog istrazivanja bio je odrediti
ucestalost klamidijske infekcije kod Zena Splitsko-dalmatinske zupanije te
prevalenciju infekcije kod rizicne skupine (zene mlade od 25 godina).
Takoder, na osnovu dobivenih rezultata zakljuciti da li je potrebno uvodenje
metode probira kod najugrozenije skupine. Uzorci 1000 asimptomatskih

Zena analizirani su metodom realtime PCR.

Ucestalost klamidijske infekcije u populaciji asimptomatskih Zena Splitsko-
dalmatinske zupanije iznosila je 2%. Pokazana je statisticki znacajna razlika
prevalencije infekcije kod Zzena mladih od 25 godina, koje su rizi¢na skupina
za komplikacije klamidijske infekcije, poteskoce u trudnodi i sterilitet, u
odnosu na zene starije od 25 godina. Takoder, pokazalo se kako drugi
mikroorganizmi u donjem dijelu spolnog sustava zena pogoduju
klamidijskoj infekciji, osobito statisti¢ki znacajni podaci su bili infekcija HPV-
a s C. trachomatis. S obzirom da je klamidijska infekcija uglavhom
asimptomatska, a pravovremena dijagnoza i lijeCenje znatno smanjuju
prijenos zaraze i moguce komplikacije, preporuca se uvodenje metode
probira najugrozenije populacije (mladi od 25 godina). Infekcija
C.trachomatis je glavni preventibilni ¢imbenik razvoja steriliteta u Zena
zbog c¢ega je probir zena mladih od 25 godina svrstan medu najkorisnije i

najisplativije preventivne strategije kod steriliteta.
Kljucne rijeci
Klamidijska infekcija, asimptomatska infekcija, prevalencija infekcije,

riziCcna populacija, sterilitet, probir



Summary

Chlamydia trachomatis, a tiny obligate intracellular gram-negative
bacterium, is the most common cause of bacterial sexually transmitted
diseases in the world. In 70% of women and 50% of men, infection with
this bacterium occurs without symptoms which causes delayed diagnosis,
constant spread of infection and increases the risk of developing long-term
problems with reproductive health. The most vulnerable group is the
younger female sexually active population (20-25 years old). The aim of the
study was to determine the frequency of chlamydial infection among women
in Split and Dalmatia Country and prevalence of infection in the risk group
(women under 25 years of age). Also, on the basis of the obtained results,
conclude whether it is necessary to introduce a screening method for the
most vulnerable group. The samples of 1000 asymptomatic women were

analyzed by the realtime PCR method.

The prevalence of chlamydial infection in the population of asymptomatic
women in Split and Dalmatia Country was 2%. A statistically significant
difference in the prevalence of infection in women under 25 years of age,
who are a risk group for chlamydial infection complications, pregnancy
difficulties and sterility, was shown compared to women over 25 years of
age. Also, it was shown that other microorganisms in the lower part of the
female genital system favor chlamydial infection, particulary statistically
significent dana were HPV infection with C. trachomatis. Given that
chlamydial infection is mostly asymptomatic, and timely diagnosis and
treatment significantly reduce the transmission of infection and possible
complication, it is recommended to introduce a screening method for the
most vulnerable population (under 25 years of age). Chlamydial infection is
the main preventable factor in the development of sterility in women, which
is why the screening of women under 25 years of age is classified as one of

the most useful and cost-effective preventive strategies for sterility.
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1. UVOD

Chlamydia trachomatis obligatna je unutarstanicna, gram-negativna
bakterija prvi put izolirana 1959. godine iz spolnog sustava (1). Taj si¢usni
nepokretni mikroorganizam najcesc¢i je uzrocnik bakterijskih spolno
prenosivih infekcija (sexually transmmited infections, STIs) u svijetu, s vise
od 130 milijuna novih infekcija godisSnje (WHO, 2019). Uzroc¢nik je akutnog
morbiditeta i dugorocnih problema s reproduktivhim zdravljem. Posebno
ugrozena je mlada Zenska seksualno aktivna populacija (20-25 godina) kod
kojih je zabiljezena najveca prevalencija klamidijske infekcije (2). Vecina
infekcija, 70% u Zena i 50% u muskaraca, je asimptomatska Sto rezultira
odgodenom dijagnozom, neprestanim prijenosom zaraze te vecéim rizikom

za razvoj komplikacija klamidijske infekcije (3).

1.1. Klasifikacija i morfologija bakterije C. trachomatis

Naziv Chlamydia trachomatis potjece od grckog xAauuda sto znadi ogrtac,
a simbolizira nacin na koji je nakupina bakterija omotana oko jezgre
zarazene stanice. Filogenetski pripada domeni Eubacteria, koljenu
Chlamydiae, razredu Chlamydiae, redu Chlamydiales, porodici
Chlamydiaceae te rodu Chlamydia (4). Premda je prije smatrana virusom,
vrsta Chlamydia trachomatis sadrzi unutarnju i vanjsku ovojnicu, obje
nukleinske kiseline (RNK i DNK), prokariotske ribosome te je osjetljiva na
antimikrobne lijekove Sto je Cini dijelom bakterijskog svijeta (5). Iako se
smatra gram-negativhom bakterijom, nema mehanizam sinteze energije
(ATP-a) vec preko ATP/ADP translokaze koristi ATP stanice domacina zbog
Cega se C. trachomatis smatra energetskim parazitom (6). Javlja se u dva
morfoloski i funkcionalno razlic¢ita oblika: elemntarno tjelesce (ET) promjera
0,3 um, koje predstavlja metabolicki neaktivan ali zarazan oblik te
retikularno tjelesce (RT) promjera 1,0 um, koje predstavlja metabolicki

aktivan ali nezarazan oblik (7).



1.2. Serotipovi bakterije C. trachomatis

Karakteristicno za rod Chlamydia je prisutnost termostabilnog antigena,
odnosno lipopolisaharida (LPS) u stani¢noj stijenci elementarnog i
retikularnog tjelesca. Takoder karakteristi¢no za rod i vrstu, sadrze tkivno
specifi¢ni termolabilni antigen koji poti¢e imunitet te ima funkciju porina za
prijenos aminokiselina i ugljikohidrata na glavhom proteinu vanjske
membrane (MOMP, major outer memebrane protein) koji je kodiran genom
ompA. Taj povrsinski peptid elementarnog tjeleSca vazan je za serolosku
tipizaciju jer na svoje Cetiri varijabilne domene (VD1-VD4) nosi epitope
specificne za odredene serotipove (8). Do sada je identificirano 19 razlicitih
serotipova. Serotipovi A-C povezani su s trahomom, D-K s urogenitalnim
infekcijama, te L1-L3 s [Iymphogranulomom venerum (LGV). 1z
urogenitalnog trakta izolirano je 11 serotipova koji se razlikuju po
imunopatogenosti te osjetljivosti na imunoloski odgovor domadina (9).
Najcesci urogenitalni serotipovi (D, E i F) su najmanje imunogeni pa su
povezani s asimptomatskim infekcijama, a to im omogucuje Sirenje u

populaciji.

Tablica 1. Podjela C. trachomatis po serovaru i biovaru te pripadaju¢om klinickom

slikom
Serovar Biovar Klinicka slika
A, B, Ba, C Trachoma Trahom
D,Da,E F, G H,IIa J K Trachoma Konjuktivitis
B,C, D EF G H,IK,L3 Trachoma Uretritis, cervicitis, salpingitis, faringitis
L1, L2, L2a, L2b, L3 Lymphogranuloma Limphogranuloma venerum, limfopatija,
venerum Favre-Durand-Nicolas bolest



1.3. Zivotni ciklus bakterije C. trachomatis

Zivotni ciklus bakterije C. trachomatis razlikuje se od drugih bakterija.
Elementarno tjelesce (ET), kao zarazni oblik bakterije pricvrsti se na stanicu
domacina adhezinima te potom fagocitozom, odnosno endocitozom ulazi u
stanicu. Nekoliko sati nakon ulaska dolazi do sinteze nukleinskih kiselina
(DNK i RNK) i proteina, inhibira se spajanje endosoma s lizosomom, te se
nakon toga elementarna tjeleSca transformiraju u metabolicki aktivna
retikularna tjeleSca (RT). Ona se unutar vakuole pocinju dijeliti, pri cemu se
vakuola povecava te nastaju inkluzijska tjelesca koja su karakteristicna za
klamidiju. Nakon otprilike 24 sata RT se reorganiziraju natrag u ET, dolazi
do pucanja vakuole, odnosno lize stanice domacina te se ET oslobadaju i

zapocinju novi ciklus infekcije (8).

Endocitoza ET
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Slika 1. Razvojni ciklus C. trachomatis. (Elementarno tjelesce se priblizava stanici
domacinu (1) te ulazi u nju endocitozom (2). Elementarna tjeleSca formiraju
inkluziju te se transformiraju u retikularna tjeleSca (3). Retikularna tjelesca se
repliciraju (4) nazad u elementarna (5) koja lizom stanice izlaze iz stanice

domacdina (6).



1.4. Epidemiologija infekcije i rizicni faktori

Iako su procjene incidencije infekcija bakterijom C. trachomatis samo
priblizne zbog razliCitih sustava prijavljivanja u razliCitim zemljama te
prirode infekcije koja je uglavhom asimptomatska, prema dostupnim
podacima godiSnje se registrira 700 milijuna infekcija od kojih je 100
milijuna novih slucajeva. U SAD-u se godisnje javi 4 milijuna, a u Europi 10
milijuna novih slucajeva infekcije (WHO, 2017.). Kada bi se ukljucile
asimptomatske kao i kroni¢ne infekcije stvarna incidencija bi bila 2 do 3
puta veca od zabiljezene. Klamidijska infekcija naj¢es¢a je u adolescentnoj
dobi, ceSc¢e se javlja kod Zena nego kod muskaraca. Prema istrazivanjima
prevalencija klamidijske infekcije iznosi 2-17% kod Zena mladih od 25
godina, dok kod muskaraca mladih od 25 godina iznosi 1-4% (10,11). Stopa
prevalencije smanjena je u sredinama koje su uvele screening metode kao
mjere prevencije Sirenja klamidijske infekcije i otkrivanja asimptomatskih
infekcija koje su odgovorne za odrzavanje C. trachomatis trajno u populaciji
(12).

Dob predstavlja najveci faktor rizika za spolno prenosive bolesti te je glavni
socijalni ¢imbenik povezan s razvojom klamidijske infekcije. Dokazano je
kako se nakon 25. godine incidencija klamidijske infekcije znacajno
smanjuje. Drugi vazni ¢imbenici povezani s klamidijskom infekcijom su
spolno ponasanje, bioloski faktori, socioekonomski status te obrazovanje.
Rizici spolnog ponasanja ukljucuju rano stupanje u spolne odnose, ucestalo
mijenjaje partnera, broj spolnih partnera te nezastic¢eni spolni odnosi (13,14).
Dosadasnja istrazivanja pokazuju kako je faktor rizika za klamidijsku
infekciju i zenski spol, osobito adolescentice kod kojih bioloski uvijeti
nezrelog cerviksa, ektropija cilindricnog epitela cerviksa te smanjena
gustoca cervikalne sluzi, povecavaju mogucnost klamidijske infekcije.
Takoder i konzumiranje oralne hormonske kontracepcije koja usporava
proces plocCaste epitelizacije cerviksa i regresiju cilindricnog epitela u

endocervikalni kanal moze povecati rizik za razvoj klamidijske infekcije.



1.5. Klinicka slika infekcije C. trachomatis

1.5.1. Urogenitalne infekcije kod Zzena

Ciljne stanice za bakteriju C. trachomatis primarno su cilindricne epitelne
stanice cerviksa i uretre. 70-80% inficiranih Zzena ne pokazuju simptome
zaraze, pa se zbog toga naziva ,tiha infekcija" (15). Simptomi infekcije
donjeg spolnog sustava pojavljuju se nakon inkubacije od 7-21 dana i
uklju¢uju disuriju, abnormalni vaginalni iscjedak i moguce krvarenje.
Klinicka slika infekcije kod Zena najcesce se ocituje kao: cervicitis, upalna
zdjelicna bolest, perihepatitis, proktitis te komplikacije u trudnodi.
Karakteristican nalaz mukopurulentnog cervicitisa (MPC) pokazuje treéina
Zzena s pozitivnim nalazom klamidije. OcCituje se pojaCanim vaginalnim
sekretom, dispareunijom i krvarenjem. Kod 37% Zzena moze se naci
mukopurulentna cervikalna sluz, dok se kod 19% inficiranih zena moze naci
hipertroficna ektopija (16). Upalna zdjeli¢na bolest (PID, pelvic inflammatory
disease) javlja se kada se cervikalna klamidijska infekcija ne prepozna na
vrijeme te bakterija prijede u gornje dijelove spolnoga sustava. PID ima
Sirok spektar klinickih manifestacija: od tihih infekcija u gornjem spolnom
sustavu Sto dovodi do subklinickog PID-a, do ozbiljnih infekcija zdjelice s
perihepatitisom (17,18). Procijenjeno je da se kod 10-15% nelijeCene
klamidijske infekcije u razdoblju od godine dana razvije PID. Takoder,
akutni PID uzrokovan bakterijom C. trachomatis moze uzrokovati

neplodnost.

Kod infekcije bakterijom C. trachomatis tijekom trudnoée moze dodi do
mnogih Stetnih ishoda za majku i novorodence. Neki od njih su: rano
puknu¢e membrana (PROM, premature rupture od membranes), pobacaj,
prijevremeni porod, mrtvorodence i nepotpuno razvijeno novorodence (19).
Pobacaj je najcesS¢a komplikacija koja se dogodi u oko 20% klinicki

potvrdenih zarazenih trudnica.



NovorodenCad se moze zaraziti C. trachomatis tijekom prolaska kroz
rodnicu zarazene majke, a obi¢no se manifestira kao konjunktivitis, infekcija

nazofarinksa ili upala pluca.

1.5.2. Klinicka slika infekcije kod muskaraca

Kod muskaraca se infekcija ¢eSce javlja sa simptomima nego kod zena.
Otprilike 50% infekcija kod muskaraca je asimptomatsko. Najcesce klinicke
manifestacije infekcija su: uretritis, epididimis i prostatitis (20). Takoder kod
muskaraca se moze javiti i reaktivni artritis (Reiter sindrom) koji se ocituje
asimetri¢nim oligoartritisom donjih udova, konjuktivitisom i osipom u

podrucju spolovila.

1.5.3. Klinicka slika infekcije kod Zena i muskaraca

Zajednicka klinicka slika infekcije bakterijom C. trachomatis kod zena i

muskaraca ocituje se kao trahom i lymphogranuloma venereum.

Trahom je kronic¢na bolest oka uzrokovana serotipovima A, B, Ba i C.
Nastaje direktnim kontaktom s infektivnim sekretima tijekom spolnog
odnosa ili autoinokulacijom (21). Infekcija se prvo ocituje kao
keratofolikuralni konjuktivitis, a kasnije prelazi u kroni¢nu upalu te dovodi
do stvaranja oziljkastog tkiva i posljedicnog gubitka vida (22). Ova bolest je
jedan od glavnih uzrocnika slijepoc¢e diljem svijeta te predstavlja bolest
siromastva u niskorazvijenim zemljama s loSim higijenskim navikama.
NajviSe zarazenih je u Africi i Bliskom Istoku, dok je u Europi, pa tako i

Hrvatskoj, razvitkom i boljim zivotnim uvijetima bolest iskorijenjena (23).

Lymphnogranuloma venerum (LGV) je spolno prenosiva bolest uzrokovana
invazivnim serotipovima L1, L2, L2a, L2b i L3 (24). LGV je sustavna infekcija
koja, uz endotelne stanica, napada i monocitno-makrofagni sustav Sto

omogucuje daljnu diseminaciju limfnim putovima (25). Infekcija zapocinje



blagim naticanjem samog mjesta ulaska bakterije i regionalnih limfnih
c¢vorova. Kasnija infekcija moze dovesti do razvoja granuloma, fistula
rektuma te elefantijaze spolnih organa zbog zacepljenja limfnih puteva (s).
LGV se rijetko javlja u razvijenim zemljama. Najveca prevalencija je u Africi,
Aziji i Juznoj Americi osobito kod homoseksualnih HIV pozitivnih muskaraca

kod kojih je Cesta pojava razvoj proktitisa (26,27,28).



1.6. Tijek infekcije bakterijom C. Trahomatis

Prirodni tijek infekcije bakterijom C. trachomatis varira od pojedinca do
pojedinca. Kod nelijeCene infekcije donjeg reproduktivnog sustava dolazi do
spontalnog izlijeCenja kod 45% zarazenih tijekom jedne godine te 94%
zarazenih tijekom cetri godine (30). Medutim, kod nekih osoba infekcija
perzistira, moze prije¢i u gornji reproduktivni sustav i izazvati ozbiljne
posljedice. C. trachomatis kao obligatna unutarstani¢na bakterija uzrokuje
slozen imunosni odgovor domacina induciranjem humoralnog i stani¢nog
imunoloskog sustava. Nakon dodira s bakterijom, sluznica cerviksa aktivira
primarni imunosni odgovor. Hormoni, lokalni imunosni sustav i
cervikovaginalni mikrobiom omogucuju bakteriji da prijede fizioloSku
barijeru, odnosno sluznicu cerviksa. Zarazene epitelne stanice pokrecu
stani¢ni imunosni odgovor i induciraju proizvodnju kemokina i citokina,
interleukina (IL-1, IL-6 i IL-8) te TNF-a (tumor necrosis factor) (31).
Kemokini ujedinjuju monocite i neutrofile koji su vazni u proizvodnji
interferona IFN-y za preveniranje rasta bakterije. SteCeni imunosni sustav
presudan je kod infekcije, aktiviraju se T i B-stanice gdje T-stanice imaju
vaznu ulogu u obrani domacina od infekcije (32). T-stanice se diferenciraju
u Thl i Th2 fenotipove koji izluCuju proupalne i protuupalne citokine koji
suprotnim ucincima reguliraju obranu domacina od infekcije. Disbalans
Stetnih i zastitnickih uc¢inaka imunosnog odgovora posredovanog stanicama
dovodi do uklanjanja infekcije ili do patoloskih promjena lokalnog tkiva zbog
trajne infekcije i pretjerano stimuliranog upalnog odgovora. Iako je kod
vecine zarazenih imunosni odgovor na C. trachomatis prolazan i ne ostavlja
posljedice, kod nekih unatoc uklonjenoj infekciji upalni odgovor i dalje traje
te moze dovesti do odgodene imunosne preosjetljivosti Sto rezultira
oStecenjem tkiva i nastankom oziljaka. Kod reinfekcije dolazi do jace
imunosne reakcije te takoder moze dodi do ostecenja tkiva jer se T-stanice
brze i u ve¢em broju infiltriraju nego kod primarne infekcije (30). Klamidijske

reinfekcije su Cesta pojava Sto ukazuje da je prirodni imunitet na ovaj



patogen specifican za serotip te da je oslabljen zbog sve vece stope zaraze
Sto posljedic¢no izlaZze pojedince ponavljanim infekcijama. Brza dijagnostika
i pravovremeno lijeCenje moze inhibirati osjetljivost na reinfekcije i
imunoloski posredovane patoloske procese koji mogu uzrokovati posljedice

na reproduktivno zdravlje.

Glavna uloga B-stanica je stvaranje antitijela specificnih za C. trachomatis
koja neutraliziraju infektivhost patogena uklanjanjem elementarnih
tjeleSaca. S obzirom da je C. trachomatis unutarstanicni patogen antitijela
su slabo ucinkovita u kontroli primarne infekcije (33). Kod povrsinskih
klamidijskih infekcija, poput cervicitisa i uretritisa, proizvodnja antitijela je
oslabljena te nema uocljivog imunosnog odgovora. Specificna serumska IgG
antitijela perzistiraju u domadinu godinama nakon primarne infekcije.
Medutim, kod infekcija donjeg genitalnog trakta razina serumskih antitijela
moze biti niska, a neke primarno seropozitivhe osobe mogu kasnije biti

seronegativni jer titar antitijela s vrvemenom slabi u cirkulaciji (34).



1.7. Perzistencija bakterije C. trachomatis

C. trachomatis sposobna je izmjeniti razvojni ciklus i stvoriti odrzive, ali
nekultivabilne perzistentne oblike (35). Njih karakterizira unutarstanic¢na
morfoloSka izmjena gdje se stvaraju aberentne stani¢ne inkluzije ¢ime je
smanjena proizvodnja zaraznih elementarnih tjeleSaca (36). Na taj nacin, C.
trachomatis uspijeva dulje prezivjeti u domacdinu te se takva infekcija teze
lijeCi. Perzistencija patogena in vitro moze izazvati nekoliko nepovoljnih
c¢imbenika za domacina kao Sto su redukcija esencijalih hranjivih tvari,

aminokiselina i zeljeza, IFN-y te mogucnost koinfekcije s virusima (36).

Seroloski markeri perzistentne infekcije vazni su kod predvidanja patoloskih
procesa povezanih s C. trachomatis (37). Perzistencija infekcije karakterizira
promjene u transkripciji gena i ekspresiji specificnih proteina koji su izrazito
imunogenicni: heat shock protein 60 (cHSP60), klamidijski TroA i HtrA (38).
Heat shock proteini su prisutni u svim prokariotskim i eukariotskim
stanicama i neophodni su za razliCite stani¢ne funkcije. Funkcioniraju kao
nadzor (chaperon) tijekom unutarstani¢nog presavijanja te translociraju
novosintetizirane ili oStecene proteine. Njihova ekspresija je povecana kod
stanja stresa poput infekcije i izlozenosti stetnim okoliSnim ¢imbenicima.
Kod klamidijske infekcije ekspresija cHSP60 je povecana te cHSP60 kao
visoko imunogenican antigen i za humoralni i za stani¢ni imunoloski sustav
ima ulogu kod patogeneze ostecenja tkiva povezanog s C. trachomatis (38).
Visoke vrijednosti cHSP60 serumskih IgG antitijela povezane su sa upalnom
zdjelicnom bolesti (PID) i oste¢enjem tkiva. Humani HSP60 (hHSP60), kao
jedan od prvih proteina epitelnih stanica nakon fertilizacije, ima 50%
homologije sa aminokiselinskom sekvencom cHSP60. Stoga se dugom
izlozenosti cHSP60 u perzistentnoj klamidijskoj infekciji mogu razviti
autoantitijela protiv cHSP60 i imunolosko odbacivanje embrija Sto dovodi
do ranog prekida trudnoce (40). Drugi proteini koji su izrazeni tokom
klamidijske infekcije su TroA i HtrA. TroA je supstrat-vezajuéi protein

(substrate-binding protein, SBP) u sustavu transporta zeljeza i eksprimiran
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je tijekom restrikcije Zeljeza kod klamidijske infekcije (41). HtrA (high
temperature requirement protein) je vazna proteaza kod odgovora na
stresa i presudna je za virulenciju kod mnogih unutarstanicnih bakterija (42).
Kod klamidijske infekcije HtrA djeluje kao molekularni nadzor gdje stiti
bakteriju od stanja stresa i ima vaznu ulogu tijekom replikacije C.
trachomatis. Razine TroA i HtrA su povecane kod uvjeta perzistentne

infekcije ili klamidijske reinfekcije (43).
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1.8. Dijagnostika infekcije bakterijom C. trachomatis

S obzirom da je infekcija bakterijom C.trachomatis najcesce asimptomatska,
pravovremena dijagnoza je od iznimne vaznosti. Dijagnostika zapocinje
uzimanjem anamneze koja obuhvaca seksualno i socioekonomsko
ponasanje pacijenta, ranije preboljene spolno prenosive bolesti te
koriStenje kontracepcije. Nakon anamneze slijedi odredivanje statusa
infekcije gdje se pregledom u spekulima promatra cerviks uterusa te
znakovi mukupurulentnog cervicitisa. Zatim se palpitacijom odreduje bolna
osjetljivost uterusa i adneksa maternice zbog mogucnosti Sirenja
ascedentne upale te razvitka zdjelicne upalne bolesti. Kod sumnje na
urogenitalnu infekciju uzima se vaginalni bris, bris endocerviksa te prvi mlaz
urina. Takoder se uzima i rektalni bris kod sumnje na proktitis kod

pacijenata koji prakticiraju analni spolni odnos.

Infekcija bakterijom C.trachomatis se iz navedenih uzoraka moze testirati
razli¢itim metodama: kulturom stanice, direktnom imunofluorescencijom -
DFA (direct fluorescent antibody), enzimskim imunoesejom - EIA (enzyme
immunoassay), tekucinskom hibridizacijom nukleinske kiseline (hybrid
capture) te metodom amplifikacije nukleinske kiseline - NAAT (nucleic acid

amplification techniques).

Nekada je zlatni standard u dijagnostici C. trachomatis predstavljala
izolacija na kulturi stanica (McCoy ili rijede HelLa, BGMK, Hep-2 HL i Vero
cell kulture) (44). Danas se ta metoda smatra manje osjetljivom, zahtjevhom,
skupom i sporom (72 h) te se u praksi koristi samo u sudskoj medicini kod

otkrivanja zivih C. trachomatis zbog visoke specificnosti (100%) (45).

NAAT testovi, kao Sto su lancana reakcija ligazom - LCR (l/igase chain
reaction), lanana reakcija polimerazom - PCR (polymerase chain reaction)
i umnazanje posredovano trankskripcijom - TMA (transcription-mediated
amplification), predstavljaju novi zlatni standard u dijagnostici infekcija

bakterijom C.trachomatis zbog visoke osjetljivosti u odnosu na kulturu
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stanice i antigenske testove, te su vrlo rijetki slucajevi lazno pozitivnih

rezultata (37).

Seroloski testovi nisu metoda izbora osim kod djece u dobi do tri mjeseca

za dokazivanje IgM antitijela kod sumnje na klamidijsku pneumoniju (46).

broj mikroorganizama u uzorku

108 10¢ 100

104 10° 10°

I | I

DFA

HIERIDIZACUA

EIA

Slika 2. Prikaz detekcije C. trachomatis razliCitim metodama s obzirom na broj

mikroorganizama

Tablica 2. Prikaz osjetljivosti, specifnicnosti te trajanja razlicitih dijagnostickih
metoda u dijagnostici C. trachomatis

Dijagnosticka metoda

Osjetljivost (%)

Specificnost (%)

Trajanje metode

(h)
Izolacija na kulturi stanica 70-85 100 48-72
Direktna imunofluorescencija 70-90 98-99 /2]
(DFA)
Enzimski imunoesej (EIA, 50-75 >99 3
ELISA)
Hibridizacija nukleinske 60-80 80-90 6
kiseline
Amplifikacija nukleinske 80-95 >99 4-6

kiseline (NAAT, PCR)

13



1.9. Terapija infekcije bakterijom C. trachomatis

Pravovremena terapija od izrazitog je znacaja. Pokazano je da se u 95%
sluéajeva 1 - 2 tjedna od pocetka uzimanja terapije suzbije infekcija

bakterijom C. trachomatis.

Cilj terapije klamidijske infekcije je sprijeciti daljni razvoj komplikacija te

prijenos infekcije na spolnog partnera ili dijete u slucaju trudnica.

C. trachomatis nije razvila klini¢ki znacajnu rezistenciju na antibiotike zbog
inertne prirode elementarnih tjeleSaca koja gotovo nemaju interakcije s
drugim organizmima te retikularnih tjeleSasa koji su metabolicki aktivni ali

se nalaze intracelularno.

Stoga su lijekovi izbora antibiotici koji prodiru intracelulatno: azitromicin i
doksiciklin. Preporucena je peroralna primjena jedne doze (1g) azitromicina

ili 100 g doksiciklina dva puta dnevno tijekom sedam dana (47).
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2. CIL]J RADA

Ciljevi ovog rada bili su:

1. Odrediti ucestalost infekcije bakterijom C. trachomatis u opcoj
populaciji zena Splitsko-dalmatinske Zupanije iz uzoraka prikupljenih
na redovitom sistematskom pregledu vise ginekoloskih ordinacija
Splitsko-dalmatinske Zupanije

2. Istraziti pogoduju li drugi mikroorganizmi u donjem dijelu spolnog
sustava zena klamidijskoj infekciji

3. Utvrditi prevalenciju infekcije kod zena mladih od 25 godina koje su
rizicna skupina za komplikacije klamidijske infekcije (poteskoce u
trudnodi i sterilitet)

4. Na osnovi dobivenih podataka zakljuciti da li je potrebno uvodenje

probira na klamidijsku infekciji kod mlade populacije
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3. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje je napravijeno u Nastavhom zavodu za javno zdravstvo
Splitsko-dalmatinske Zupanije u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku

infekcija spolnoga sustava.

Uzorci su prikupljeni na redovitom sistematskom pregledu u Cetiri razlicite

ginekoloske ordinacije (N=1000 zZena).

U istrazivanje su ukljucene isklju¢ivo asimptomatske zene koje nisu
bolovale od drugih tezih bolesti. Ispitanice su dobrovoljno ispunile ankete
te potpisale pisani pristanak za anonimno analiziranje rezultata testiranja u

svrhu ovog istrazivanja.

Uzorci za mikrobioloSku dijagnostiku uzeti su prema uputama za
uzorkovanje u ginekoloskim ordinacijama pri redovitom sistematskom
pregledu ispitanica. Raspodjeljeni su u Ccetiri epruvete s razliCitim
transportnim medijem za mikrobiolosku dijagnostiku (Cobas PCR Female
Swab Kit za Chlamydia, ThinPrep za HPV, Amies za aerobne bakterije te

transportni medij za urogenitalne mikoplazme).

Za dijagnostiku C. trachomatis koristio se real-time PCR test odobren od
strane FDA kojim se amplificira ciljna plazmidna DNK C. trachomatis iz
uzoraka obrisaka cerviksa, obrisaka uretre ili prvog mlaza urina u zena i

muskaraca (sustav Cobas 4800).
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3.1. Uzorkovanje za dijagnostiku klamidijske infekcije

Kod uzimanja uzoraka za dijagnostiku bakterije C. trachomatis metodom
RealTime PCR potrebno se pridrzavati uputa i napomena za provodenje

metode:

e obrisak za PAPA test uzorkovati prije obriska za DNK testiranje

e obrisak za DNK testiranje uzorkovati prije premazivanja octenom
kiselinom i jodom (ako se radi kolposkopija)

e za uzorkovanje i transport koristiti medij za odgovarajucu metodu

kojom se vrsi dijagnostika

U ovom istrazivanju koristio se cobas PCR Female Swab Kit (Roche).

Slika 3. Cobas PCR Female Swab Kit (Roche), transpotni medij za uzorak obriska
cerviksa

Cobas PCR Female Swab Kit sadrzi dva brisa: prvi bris koji sluzi da se otkloni
visak sluzi s vaginalnog zida kako bi se osiguralo adekvatno uzorkovanje
drugim brisom. Prvi bris se baca, a drugi se uvlaci 5 cm u endocervikalni
kanal gdje se 30 sekundi laganim kruznim okretima sakuplja uzorak (Slika
4.A). Zatim se bris pazljivo izvlaCi bez dodira s vaginalnim zidom te se
stavlja u epruvetu s transportnim medijem (Slika 4.B). Stap brisa se na

oznac¢enom mjestu prelomi (Slika 4.C) kako bi se epruveta mogla zatvoriti
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nakon Cega je uzorak spreman za transport (Slika 4.D). Epruveta se obiljezi

imenom i prezimenom pacijenta te se takva moze Cuvati 12 mjeseci na

temperaturi 2 - 30 °C, a za duze Cuvanje se zamrzava na -18°C.

<5 308
/4

[T
/ rn

Slika 4. Prikaz procesa uzorkovanja obriska cerviksa

===
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3.2. Metoda dijagnostike bakterije C. trachomatis

Dijagnostika bakterije C. trachomatis u ovom istrazivanju radena je NAAT
testom metodom real-time PCR. Koristio se Roche-ov cobas 4800 CT test.
To je in vitro test amplifikacije nukleinske kiseline za kvalitativho otkrivanje
C. trachomatis iz uzoraka pacijenata. Test koristi amplifikaciju ciljne DNK
lanCanom reakcijom polimeraze i hibridizaciju nukleinske kiseline za
detekciju DNK C. trachomatis. Temelji se na dva glavna procesa:
automatizirana priprema uzoraka za dobivanje nukleinskih kiselina (DNK
CT-a) te simultana PCR amplifikacija ciljnih sekvenci DNK koristenjem
komplementarnih parova pocetnica specificnih za CT i detekcija cijepanih
fluorescentno obiljezenih CT specifi¢nih oligonukleotidnih probi u stvarnom
vremenu. Uz kromosomsku DNK, C. trachomatis sadrzi plazmid od priblizno
7500 parova baza koji je zajednicki za sve serovare CT. Cobas 4800 CT test
korsti CT pocetnice CP102 i CP103 za definiranje sekvence od priblizno 206
nukleotida unutar plazmidne DNA CT. Takoder, ovaj test koristi CT
poCetnice CTMP101 i CTMP102 za definiranje slijeda od priblizno 182

nukleotida unutar kromosomske DNK CT.
Sustav cobas 4800 sastoji se od tri komponente:

e Roche cobas 4800 software i kontrolna jedinica
e Roche cobas x480 uredaj

e Roche cobas z480 analizator
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cobas 7 480 3

Slika 5. Prikaz sustava cobas 4800 (uredaj i analizator)

Software je programiran da biljezi cijeli proces od pripreme uzoraka,
amplifikacije i detekcije DNK do interpretacije krajnjih rezultata. Radi s
posebnom kontrolnom jedinicom na koju je spojen rucni barkod cita¢ kojim
se skeniraju uzorci i reagensi. Cobas sustav je spojen sa laboratorijskim
informatickim sustavom (LIS-om) iz kojeg automatski preuzima naloge

nakon Sto su uzorci postavljeni u uredaj.

Priprema uzoraka automatizirana je pomocéu cobas x480 uredaja koji radi
u tri faze. U prvoj fazi se aparat puni uzrocima i reagensima prilikom cega
dolazi do lize uzoraka pomocu kaotropnog sredstva u PCR mediju i pufera
za lizu. U drugoj fazi se oslobodene nukleinske kiseline, s dodanom
internom kontrolom DNK CT, prociS¢avaju apsorpcijom do Ccestica
magnetskoga stakla. Nakon Cega se ispiru i odvojene od tih ¢estica spremne
su za PCR amplifikaciju i detekciju. U trecoj fazi se izoliranoj DNK dodaje
reakcijska smjesa (mater mix) nakon cega su uzorci u mikrotitar plocici

spremni za analizu.
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Za izolaciju i amplifikaciju DNK C. trachomatis sustavom cobas 4800

koristili su se sljededi reagensi:

e cobas 4800 System Wash Buffer Kit
(sustav za ispiranje pufera)

e cobas 4800 System Sample
Preparation Kit (sustav za
pripremu uzoraka):

o cobas 4800 System Elution
Buffer (A)

o cobas 4800 System
Magnetic Glass Particles (B)

e cobas 4800 C. trachomatis
Amplification/Detection Kit

o cobas 4800 CT Master Mix
(A)

o cobas 4800 CT Metal Ions
Mn?2* (B)
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e cobas 4800 C. trachomatis
Controls Kit

CT +, pozitivna kontrola (A)
CT -, negativna kontrola (B)

e cobas 4800 C. trachomatis
Controls Kit

o CT IC, unutarnja kontrola
(A)

o Cobas 4800 System Control
Diluent Kit (B)

Analiza mikrotitarskih plocCica se vrSi u cobas z480 analizatoru koji radi na
principu PCR-a. Lancana reakcija polimerazom (PCR) predstavlja in vitro
umnazanje ciljnih molekula DNA. Ovom se metodom relativno kratki dio
DNA replicira u veliki broj identi¢nih kopija. Metoda se temelji na prirodnim
procesima koje stanica koristi kako bi replicirala novi lanac DNA. Za to je
potrebna DNA koja sadrzi ciljnu sekvencu koju Zelimo umnoziti te poznati
slijed nukleotida na oba kraja ciljne sekvence kako bi se na njih mogle
vezati pocletnice (eng. primer). To su oligonukleotidni ulomci koji su
komplementarni s krajevima ciljne sekvence DNA te sluze kao pocetna
tocka umnazanja. Sinteza DNA na jednoj pocetnici je usmjerena ka drugoj
(5' - 3' kraj) sto rezultira replikacijom kompletne ciljne sekvence DNA.
Takoder su potrebne slobodne nukleotidne baze (dNTPs) koje sluze za
izgradnju novih lanaca DNA te termostabilni enzim DNA polimeraza (Taqg

polymerase) koji sintetizira novi komplementarni lanac dodavanjem
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slobodnih nukleotida prema kalupu. PCR proces se provodi jednakim

ponavljajué¢im ciklusima (25 - 35 puta) koji se sastoje od tri koraka:

denaturacija DNA, sparivanje pocetnica s komplementarnim dijelovima

sekvence DNA te produljenje lanca .

£
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J/ Primey annealing (s5°0)
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Slika 6. Prikaz principa rada PCR-a
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Prvi korak je denaturacija DNA (denaturation), odnosno razdvajanje
dvolanc¢ane molekule DNA. Postize se zagrijavanjem na temperaturu 95 °C
na 1 minutu. Nakon razdvajanja svaka sada jednolanc¢ana DNA predstavlja

kalup za amplifikaciju.

U drugom koraku se temperatura smanjuje na oko 55 °C sto omogucuje
pocetnicama hibridizaciju na komplementarne dijelove jednolancanih DNA
(annealing). Ovaj korak traje oko 45 sekundi ovisno o duljini

oligonukleotidnih pocetnica.

U trecem se koraku temperatura podize na 72 °C na 1 - 2 minute Sto Cini
optimalne uvjete za aktivhost DNA polimeraze koja zapocinje dodavanje
slobodnih nukleotida na krajeve produljenih pocetnica (extension). Na
kraju ciklusa broj dvolananih DNA molekula se udvostruci te proces
ponovno zapocinje. Nakon 25 - 35 ciklusa kojima se proizvede dovoljna

kolicina DNA reakcija se ohladi na 4°C.
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Slika 7. Prikaz udvostrucavanja DNA po ciklusima PCR-a
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Detekcija C. trachomatis cobas 4800 sustavom vrsi se metodom real-time
PCR koja se zasniva na koristenju neobiljezenih specificnih pocetnih
oligonukleotida te specificne obiljezene probe. Koristenje fluorescentnih
probi omogucuje detekciju PCR produkta u stvarnom vremenu prac¢enjem
inteziteta emisije fluorescentnih boja koje se oslobadaju tijekom procesa
amplifikacije. Probe ukljucuju CT plazmid, CT ompA i oligonukleotide
specificne za CT internu kontrolu koji su obiljezeni reporterskom bojom i
prigusSivacem. Kada su probe obiljezene fluorescentnom bojom netaknute,
reporterska fluorescencija je potisnuta blizinom prigusSivaca zbog Foster
efekta prijenosa energije. Tijekom PCR-a, probe se hibridiziraju sa svojom
odgovaraju¢com ciljnom sekvencom i cijepaju se 5' - 3' nukleaznom
aktivnoséu termostabilne Z05 DNA polimeraze. Kada se reporter i
prigusiva¢ razdvoje, gasenje se viSe ne dogada Sto omugucuje emisiju
reporterskih boja koja se povecava. Amplifikacija ciljnih CT i CT interne
kontrole mjere se neovisno i na razli¢itim valnim duljinama. Ovaj se proces
ponavlja odredeni broj ciklusa, pri ¢emu svaki ciklus povecava intezitet
emisije pojedinacnih reporterskih boja gdje je kolicina fluorescencije

razmjerna koli¢ini PCR produkta.
3.3. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati statisticki su obradeni koristeéi GraphPrism 6 program
(GraphPad Software, San Diego, CA, SAD). Hipoteze su testirane hi-kvadrat

(x2) testom s razinom znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

U ovo istrazivanje uklju¢eno je 1000 zena s podrucja Splitsko-dalmatinske
zupanije Ciji su uzorci prikupljeni na redovitom sistematskom pregledu.
Zivotna dob ispitanica kretala se od 16 do 74 godine. U istraZivanju je
sudjelovalo 860 (86%) zena starijih od 25 godina, dok je samo 140 (14%)
zena mladih od 25 godina pristupilo redovitom sistematskom pregledu

tijekom istrazivanija.

Rapodjela zena po dobi

14%

86%
Zene starije od 25 Zene mlade od 25

Slika 8. Prikaz raspodjele Zena po dobi (mlade i starije od 25)

Neki od ulaznih parametara istrazivanja koji su se pratili kod ispitanica bili
su bracno sranje, spolna aktivnost, koriStenje kontracepcije te broj poroda.
Po pitanju bracnog statusa 770 (77%) ispitanica bilo je udato a njih 230
(23%) neudato. Spolno aktivnih ispitanica bilo je 926 (92,6%), dok njih 74
(7,4%) nije imalo spolnog partnera u period od zadnjih 6 mjeseci. Od spolno

aktivnih ispitanica 891 (96%) imalo je jednog spolnog partnera, 30 (3%)
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dva spolna partnera te njih 5 (1%) tri ili viSe spolnih partnera u periodu od
zadnjih 6 mjeseci. Takoder, od 926 spolno aktivnih ispitanica njih 259 (28%)
koristilo je kontracepciju dok njih 667 (72%) nije koristilo nikakav oblik
zastite. Po pitanju broja poroda u istrazivanju je sudjelovalo najvise
ispitanica koje su rodile 1 ili 2 puta, njih 451 (45,1%), ispitanica koje su
rodile 3 ili vise puta bilo je 247 (24,7%) dok ih 302 (30,2%) nikada nije

rodilo.

Od ukupnog broja ispitanica (N=1000) njih 20 (2%) bilo je pozitivho na
bakteriju C. trachomatis. Od pozitivnih ispitanica njih 8 (0,9%) je bilo starije
od 25, dok je njih 12 (8,6%) bilo mlade od 25 godina.

Dijagnostika bakterije C. trachomatis

2%

98%

Negativno Pozitivho

Slika 9. Prikaz rezultata dijagnostike bakterije C. trachomatis
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Tablica 3. Raspodjela ispitanica s obzirom na dob i rezultat nalaza na bakteriju C.
trachomatis

C. trachomatis

Dob Pozitivho Negativno Ukupno

< 25 12 (8,6%) 128 (91,4%) 140 (14%)

> 25 8 (0,9%) 852 (99,1%) 860 (86%)
Ukupno 20 (2%) 980 (98%&) 1000 (100%)

x2=35,8668, p<0,00001 (<0,05)

Tablica 4. Raspodjela ispitanica s obzirom na mikrobioloSki nalaz

Mikrobioloski nalaz Pozitivno Negativno Ukupno
Chlamydia trachomatis 20 (2%) 980 (98%) 1000 (100%)
HPV 102 (10,2%) 898 (89,8%) 1000 (100%)
Aerobne bakterije 172 (17,2%) 828 (82,8%) 1000 (100%)

Mycoplasma hominis i/ili 302 (30,2%) 698 (69,8%) 1000 (100%)

Ureaplsma urealyticum

x2=337,4475, p<0,0001 (<0,05)

Iz Tablice 4 uocava se kako je u ispitanica ovog istrazivanja od
mikroorganizama najrjede izolirana bakterija C. trachomatis (2%), dok su
najéesce izolirane urogenitalne mikoplazme Mycoplasma hominis i/ili

Ureaplasma urealyticum u 302 od 1000 Zena (30,2%). Humani papiloma
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virus (HPV) dokazan je u obriscima cerviksa kod 102 (10,2%) ispitanica
ovog istrazivanja. Kod 172 (17,2%) ispitanica izolirane su neke od aerobnih
bakterija u prevladavaju¢em broju ili ¢istoj kulturi (Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Gardnerella vaginalis i dr.), a naj¢eS¢a od njih je bila

Gardnerella vaginalis u 90 od ukupno 1000 Zena (9%).

Tablica 5. Raspodjela ispitanica s obzirom na povezanost pozitivhog nalaza

bakterije C. trachomatis s pozitivnim nalazom HPV-a

C. trachomatis

HPV Negativno Pozitivno Ukupno
Negativno 884 (98,4%) 14 (1,6%) 898 (100%)
Pozitivho 96 (94%) 6 (6%) 102 (100%)

Ukupno 980 (98%) 20 (2&) 1000 (100%)

Xx2=8,7349, p=0,00312 (<0,05)

Tablica 6. Raspodjela ispitanica s obzirom na povezanost pozitivhog nalaza

bakterije C. trachomatis s pozitivnim nalazom bakterioloski aerobno

C. trachomatis

Aerobne

Negativno Pozitivho Ukupno
bakterije
Negativno 813 (98,2%) 15 (1,8%) 828 (100%)
Pozitivno 167 (97,1%) 5 (2,9%) 172 (100%)
Ukupno 980 (98%) 20 (20%) 1000 (100%)

x2=0,8718, p=0,35045 (>0,05)
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Tablica 7. Raspodjela ispitanica s obzirom na citoloski nalaz (PAPA test)

PAPA test N (postotak)
Uredan 962 (96,2%)
CIN 1 35 (3,5%)
CIN 2 3 (0,3%)
Ukupno 1000 (100%)

Od 1000 ispitanica u ovom istrazivanju, njih 962 (96,2%) imalo je uredan
citoloski nalaz, dok je njih 38 (3,8%) imalo patoloski (CIN 1 ili CIN 2)
citoloski nalaz PAPA testa (Tablica 7).

Tablica 8. Ucestalost patoloskih citoloskih nalaza s obzirom na dob ispitanica

PAPA test
Dob Patoloski Uredan Ukupno
< 25 13 (3,5%) 276 (28,71%) 289 (28,9%)
> 25 25 (6,5%) 686 (71,28%) 711 (71,1%)
Ukupno 38 (3,8%) 962 (96,2%) 1000 (100%)

%2=0,5421, p=0,4615 (>0,05)

S obzirom na dob, 13 ispitanica (3,5%) mladih od 25 godina imalo je
patoloski citoloski nalaz, dok ih je 25 (6,5%) starijih od 25 godina imalo
patoloski citoloski nalaz PAPA testa (Tablica 8).
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5. RASPRAVA

O prevalenciji bakterije C. trachomatis u Hrvatskoj se malo zna, no dostupni
podaci se temelje na laboratorijskim izvjeséima iz stru¢nih casopisa. Ta
laboratorijska izvjeS¢a se uglavhom temelje na uzorcima pacijenata koji su
zbog neke indikacije dosli na testiranje (simptomatski pacijenti ili obrada
steriliteta). Prema dostupnim podacima, prevalencija infekcije C.
trachomatis u razliCitim zupanijama Republike Hrvatske iznosi 2 - 3 %
(49,50,51,52). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s tim podacima: od
ukupnog broja ispitanica (N=1000) testiranih u NZz]Z-SDZ njih 20 (2%)
pokazalo se pozitivnim na klamidijsku infekciju. To se slaze s podacima
ECDC-a, prema kojima postotak pozitivnih na C. trachomatis u opcoj
populaciji zemalja EU iznosi 1,4 - 3,0% (53). Huai i suradnici su u radu
prikazali podatke prevalencije bakterije C. trachomatis u opc¢oj populaciji 5
regija svijeta (24 drzave) kod kojih je utvrdeno 2,9% pozitivnih (54). Nadalje,
Rowley i suradnici sazeli su podatke 130 studija Sirom svijeta te utvrdili
kako je globalna prevalencija klamidijske infekcije iznosila 3,2% u 2016.

godini (55).

Analizom laboratorijskih podataka utvrdeno je da je u ovom istrazivanju
86% (860 od 1000) ispitanica imalo 25 ili viSe godina, dok je svega 14%
(140 od 1000) ispitanica bilo mlade od 25 godina sto je znacajno jer one
predstavljaju najrizi¢niju skupinu za razvoj klamidijske infekcije i daljnih
komplikacija. Upravo se u toj dobnoj skupini utvrdilo znacajno vise
pozitivnhih na C. trachomatis, njih 8,6% (N=12), u odnosu na dobnu skupinu
starijih od 25 godina kod kojih je pozitivnih bilo 0,9% (N=8). Dobivenim
podacima utvrdila se statisticki znacajna razlika (p<0,05) te se prihvatila
hipoteza da dobna skupina zena mladih od 25 godina predstavlja rizi¢niju
skupinu za razvoj klamidijske infekcije. Ti su podaci u skladu s
istrazivanjima drugih autora; BoziCevi¢ i suradnici zabiljezili su 6,2%
pozitivhih na bakteriju C. trachomatis na uzroku od 274 pretrage urina u

populaciji mladih od 25 godina, Redmond i suradnici zabiljezili su
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prevalenciju klamidijske infekcije od 3,0 - 5,3% kod Zena od 18 do 26
godina iz 11 zemalja EU, dok su Torrone i suradnici zabiljezili prevalenciju
klamidijske infekcije od 4,7% kod Zena mladih od 25 godina (56,57,58).
IzvjeSc¢e ECDC-a navodi kako je medu mladima od 25 godina u Engleskoj
bilo 10,1% pozitivnih na klamidiju, dok je u SAD-u taj postotak bio nesto
nizi, 6,7% pozitivnih na klamidiju kod Zena mladih od 25 godina (53). U
istrazivanju Chlamydia trachomatis study group (CTSG) analizirani su
podaci 7 drzava Europe te je utvrdeno 6,54% pozitivnih zena na klamidiju
u dobi od 16 - 24 godine (59). Ti su podaci sukladni i podacima iz dostupne
literature u kojoj se navodi kako je klamidijska infekcija najcesca u

adolescentskoj dobi (14 - 25 godina).

Upravo su adolescentice (14 - 25 godina) ¢esce izlozene spolno prenosivim
infekcijama, a neke poput klamidijske infekcije mogu izazvati ozbiljne
posljedice. Poznato je da su dob i spol primarni rizi¢ni faktori za razvoj
klamidijske infekcije i da dobna skupina zena mladih od 25 ima pet puta
vedi rizik za razvoj klamidijske infekcije od Zena starijih od 25 godina. Ovim
istrazivanjem je pokazano kako upravo ta rizicna skupina, kod koje postoji
najveci rizik od infekcije i eventualnih komplikacija, rjede odlazi na

ginekoloski pregled.

Vaginalna flora (mikrobiota) ima vaznu ulogu u zdravlju zenskog
reproduktivhog sustava. Istrazivanja su pokazala kako vaginalna
mikrobiota, odnosno bakterijska infekcija, pogoduje stvaranju uvjeta za
razvoj klamidijske infekcije i cervikalne patogeneze. Mikrobioloskim
nalazom obriska cerviksa u ovom istrazivanju ispitivala se prisutnost i
medusobna pogodovanost razvoju infekcije najc¢esih mikroorganizama
uzroCnika infekcija u Zenskom spolnom sustavu: Chlamydia trachomatis,
HPV, urogenitalne mikoplazme te aerobne bakterije. Ovim istrazivanjem
utvrdila se statisticki znacajna ovisnost (p<0,05) te se prihvatila hipoteza

da drugi mikroorganizmi pogoduju nastanku klamidijske infekcije.
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Kod ispitanica ovog istrazivanja najrjede je izolirana bakterija C.
trachomatis (2%), dok su najcesée izolirane urogenitalne mikoplazme:
Mycoplasma hominis i/ili Ureaplasma urealyticum (30,2%). Prethodne
studije ukazuju da je bakterija C. trachomatis vazan patogen povezan s
HPV-om zbog veceg rizika za sve stupnjeve cervikalnih abnormalnosti Sto
ukazuje na moguce sinergisticko djelovanje s HPV-om kod napredovanja
lezija vrata maternice. HPV je dokazan u obriscima cerviksa kod 10,2%
(N=102) ispitanica ovog istrazivanja. Od ukupnog uzorka (N=1000)
ispitanica njih 96 je bilo pozitivho na HPV a negativno na C. trahomatis, 14
ih je bilo negativho na HPV a pozitivho na C. trachomatis dok ih je 6 bilo
pozitivno i na HPV i na C. trachomatis. Utvrdena je statisticki znacajna
povezanost (p<0,05) pozitivhog nalaza bakterije C. trachomatis s
pozitivhim nalazom HPV-a te se prihvatila hipoteza da jedna infekcija

pogoduje drugoj.

Aerobne bakterije (Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Gardnerella
vaginalis i dr.) izolirane su kod 17,2% (N=172) ispitanica. Od ukupnog
uzorka (N=1000) ispitanica njih 167 je bilo pozitivho na aerobne bakterije
a negativno na C. trachomatis, 15 ih je bilo negativho na aerobne bakterije
a pozitivno na C. trachomatis dok ih je 5 bilo pozitivho i na aerobne
bakterije i na C. trachomatis. Nije utvrdena statisticki zna¢ajna povezanost
(p>0,05) pozitivhog nalaza bakterije C. trachomatis s pozitivhim nalazom

aerobnih bakterija.

Uz mikrobioloski nalaz, u ovom istrazivanju analizirao se i citoloski nalaz
PAPA testa. Od ukupnog (N=1000) uzorka 96,2% (N=962) ispitanica je
imalo uredan citoloski nalaz, dok je njih 3,8% (N=38) imalo patoloski (CIN
1 ili CIN 2) citoloski nalaz PAPA testa. S obzirom na dobnu skupinu, 3,5%
(N=13) ispitanica mladih od 25 imalo je patoloski citoloski nalaz dok je njih
6,5% (N=25) starijih od 25 godina imalo patoloski citoloski nalaz PAPA
testa. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0,4615) te se odbila

hipoteza da dob ispitanica utjeCe na ucestalost patoloskih citoloskih nalaza.
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Prema CDC-u, 10 - 40% oblika svih steriliteta uzrokovano je problemima
u jajovodu, a C. trachomatis smatra se glavnim preventabilnim ¢imbenikom
razvoja steriliteta (60). Glavni problem je otkriti oboljele od klamidijske
infekcije, s obzirom da je to uglavhom asimptomatska infekcija koja se lako
dijagnosticira i lijeCi ako je pravovremeno otkrivena. Mnoga stru¢na drustva,
poput CDC-a i USPSTF-a, preporucuju godisnji probir najrizi¢nije skupine
populacije na C. trachomatis (52,61,62,63). Kada je rije¢ o probiru
najugrozenije, adolescentne skupine, moguce je raditi molekularnu
pretragu na DNK C. trachomatis iz neinvazivnog uzorka urina sto bi olaksalo
provodenje probira. U mnogim se zemljama vec provodi probir na C.
trachomatis kod zena, dok je stopa probira kod muskaraca izazito niska te
jos uvijek nema smjernica zbog invazivnog uzorkovanja iz uretre te manjka
dokaza da bi se na taj nacin sprijeCio daljni razvoj komplikacija pa nije
ekonomski opravdano. Ou i suradnici navode kako je prevalencija
klamidijske infekcije i dalje visoka unatoC uvodenju probira kod Zena jer
smatraju da su muskarci rezervoar za infekcije kod Zena, te sugeriraju

uvodenje probira kod muskaraca mladih od 25 godina.

Samo jedno testiranje u programu probira prioritetne skupine Zzena mladih
od 25 godina smanjuje incidenciju zdjeli¢ne upalne bolesti za 36% nakon
jednogodisnjeg provodenja probira (53,61). No, uvodenje probira znatno ovisi
o financijskoj situaciji drzave. Smatra se da je isplativo uvesti probir na C.
trachomatis kod zena mladih od 25 godina u drzavama koje imaju
prevalenciju infekcije vecu od 3,0%, gdje po sadasnjim istrazivanjima
spada i Hrvatska. Visoko razvijene zemlje koje imaju resurse vec su uvele
probir adolescentne dobi na C. trachomatis poput Francuske gdje je
prevalencija infekcije 3,0%, Svedska gdje je 7,4% te Norveska gdje je
7,7%, jer je metoda screeninga svrstana u deset najkorisnijih i

najisplativijih preventivnih strategija (53).

Prema Ljubin-Sternak, najvazniji preventabilni uzrocCnici steriliteta kod zena,
kao i problema u trudnodi, su C. trachomatis i Mycoplasma genitalium (64).

ECDC je objavio smjernice i plan za kontrolu klamidijske infekcije koje
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uklju€uju aktivnosti kojima bi se smanjila incidencija i prevalencija C.
trachomatis te samim time i komplikacije u spolnom sustavu zena (61). Plan
bi se provodio kroz primarnu prevenciju, edukacija u Skolama o spolnom
zdravlju i posljedicama koje nosi klamidijska infekcija, i sekundarnu
prevenciju, uvodenje probira na C. trachomatis te posljedi¢no pravodobno
otkrivanje i lijeCenje asimptomatskih Zena prije razvoja komplikacije te

obavezno obavjestavanje spolnog partnera zbog istodobne terapije.

Prije samog probira, u Hrvatskoj bi se trebala provesti ciljana prospektivna
studija medu adolescentima sa svrhom utvrdivanja prevalencija i
kliconostva na C. trachomatis. Zatim je potrebno osnovati radnu skupinu i
napraviti jasan plan probira (ciljana skupina, vrsta uzorka, metoda
dijagnostike te ucestalost testiranja) i utvrditi kapacitete kojima se
raspolaze za testiranje i pracdenje pozitivnih infekcija (klinicki mikrobiolozi,
ginekolozi te specijalisti javnog zdravstva). Uvodenje probira na C.
trachomatis takoder bi znacilo ustedu za zdravstveni sustav te svrstavanje
u zemlje s brigom o prevalenciji infekcija koje predstavljaju veliki javno-

zdravstveni problem.
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6. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 1000 asimptomatskih ispitanica Splitsko-
dalmatinske zupanije koje su pristupile redovitom sistematskom pregledu,
a kod njih 20 (2%) dijagnosticirana je bakterija Chlamydia trachomatis u

obriscima vrata maternice.

Od ukupno 860 (86%) zena od 25 godina i starijih njih 8 (0,9%) bilo je
pozitivho, dok je od 140 (14%) zena mladih od 25 godina njih 12 (8,6%)
bilo pozitivho na bakteriju C.trachomatis. Pokazala se statisticki znacajna
razlika u dvije dobne skupine te da dobna skupina zena mladih od 25 godina

predstavlja rizi¢niju skupinu za razvoj klamidijske infekcije.

MikrobioloSkim nalazom pokazalo se kako razliCiti mikroorganizmi
vaginalne mikrobiote pogoduju razvoju klamidijske infekcije. Od ukupnog
uzorka (N=1000) 30,2% bilo je pozitivho na urogenitalne mikoplazme
(Mycoplasma hominis i/ili Ureaplasma urealyticum), 17,2% na aerobne
bakterije (Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Gardnerella vaginalis
i dr.) te 10,2% na Humani papiloma virus (HPV). Statisticki najznacajnije

se pokazala pogodovanost HPV-a klamidijskoj infekciji.

Uredan citoloski nalaz imalo je 96,2% ispitanica, dok je njih 3,8% imalo
patoloski nalaz (CIN 1 ili CIN 2) PAPA testa. S obzirom na dvije dobne
skupine zZena, nije utvrdena statisticki znacajna razlika iz ¢ega se moze
zakljuciti da dob ispitanica ne utje¢e na ucestalost patoloskih citoloskih

nalaza.

Na osnovu dobivenih rezultata zakljuceno je da bi bilo potrebno uvesti
metodu probira na klamidijsku infekciju kod mlade, najugrozenije
populacije. Uz jasan plan probira populacije znatno bi se smanjila
prevalencija i prijenos zaraze te razvoj daljnih komplikacija, osobito

steriliteta kod zena.
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