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OSSZEFOGLALAS: A tanulmdény célja, hogy a legiijabb molekuldris bioldgiai modszerek
felhaszndldsaval iijra értékeljiik az ejakuldtum Chlamydia trachomatis vizsgdlutdnak tehetd-
ségeit. A szerz6k a Chlamydia trachomatist héiféle modszerrel [ELISA (két médszer). IF, PCR
(két midszer), LCR és TMA] szimultdn prébdlidk kimutatni otven férfi onddjabol. A férfiak
meddd hdzassdguk miait keresték fel a SOTE Urolégiai Klinika Androldgiai Ambulancidjit,
de genitdlis infekciok tekintetében tiinetmentesek voltak. Chlamydia trachomatis hdarom
(6,0% ) esetben keriilt kimutatdsra molekuldris bioldgiai modszerekkel. Az immunofluorescens
médszer nem volt eléggé specifikus, az egyik ELISA médszer egy esetben pozitiv. egv esethen
hatdrériéker mutatorr, a mdsik ELISA médszer minden esetben negativ eredményt adoti. Ain-
den médszerrel ugyanazon betegek bizonyultak pozitivnak. A pozitiv esetek incidencidju meg-
egyezik a nemzetkdzi adatokkal. A szerz6k az dltaluk kifejlesztett mintavéreli eljdrds bevezeré-
sét fontosnak tartjdk, ennek lénvege az, hogy minimdlisra csokkenti az ejakuldtumban 1évd
baktericid. antigén lizdlé hatdsokat. Vizsgdloeljdrasként a molukuldris bioldgiai modszerek
valamelyikének alkalmazdsdt javasoljdk.

COMPARISON OF METHODS (PCR, LCR, AMPLIFIED GENE PROBE, IF AND ELI-
SA) IN THE DETECTION OF CHLAMYDIA TRACHOMATIS IN SEMEN

SUMMARY: The aim of the study to evaluate the new methods for the detection of
Chlamydia trachomatis in semen. Chlamydia trachomatis was examined in 30 patients with
7 different methods simultaneously [ELISA (2 methods), IF, PCR (2 methods), LCR and
TMAJ. The patients otherwise asymptomatic for genital infection presented with infertility.
Chlamydia trachomatis was detected in 3 cases (6 % ). The immunfluorescent method was
not enough specific, one of the ELISA methods showed negative results in all cases. Inci-
dence of positive cases correlated with the literature data. The autors emphasize their own
method for taking the sample to minimize the bactericid effects in the semen. They recom-
mend any molecular biological method for the detection of Chlamydia trachomatis.
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A Chlamydia infekciok jelentGsége a meddGségben kozismert (2).

Kevésbé ismert a gamétdkra gyakorolt kozvetett €és kdzvetlen negativ hatds.
A Chlamydia fertdzés kovetkeztében megviltozik az ejakuldtum Osszetétele (pl.
alacsony fruktézszint, gamma-GT-szint, citromsavszint stb.) (27). A gyulladdsok
kivetkeztében a kiilonféle cytotoxikus anyagok is megjelennek, pl. szabadgyokok. -
Hasonld hatdsdak a felszabadulé monokinek, limfokinek. Ujabban elektronmik-
roszkopos felvételekkel is igazoltdk, hogy a C hlamvdia trachomatis (C.trachomatis)
megtapadhat a spermiumok felszinén. a felszini membrdnt destrudlhatja és bekeriil-
het az intracelluldris térbe (15). A fert6zott spermiumok a petesejtbe is behatolhat-
nak. Az elmondottakbdl érthetd, hogy tobb okbol is fontos az ejakuldtum C. tracho-
matis fertézottségének kimutatdsa, mely technikailag nehéz. a mai napig sem telje-
sen megoldott feladat. Szdvettenyészetben az ejakulitum kiilonb6zd komponensei
kdrositjik az alkalmazott szovetkultirdt (14). Luminometrids méréseknél (DNS
hibridizicio) az ondé aktivitdsa zavarja a mérést (6). Az ELISA médszer szenzitivi-
tisa nem elegend@ ahhoz, hogy a rendkiviil kis mennyiségben jelenlévs C. tracho-
matis antigént kimutassa (19, 20). Ezek a technikai okok magyardzzik. hogy kevés
az ond6 C. trachomatis fertézottségére vonatkozd irodalmi adat. Azilyen irdnyd els6
hazai vizsgdlatok eredményét 1989-ben publikdltuk (4, 17). Szovettenyésztési pro-
bilkozdsainkat a késGbbiekben az immunfluorescens (IF), enzim immun assay
(ELISA). majd DNS hibridizdcios vizsgalatok kovették (5.6, 7, 8). Jelen munkank
célja. hogy e kérdéskor hazai szakértSinek egyiittmikodésével a legijabb moleku-
liris bioldgiai médszerek felhaszndldsdval djraériékeljiik az ejakuldtum C. tracho-
matis vizsgdlatdnak lehetdségeit.

Betegek és vizsgilati modszerek

Otven térfit vizsgdltunk, akik meddd hdzassig miatt jelentkeztek andrologiai
vizegdlatra. Atlagos életkoruk 28,4 év (21-43 kozott) volt, meddd hdzassdguk leg-

- alibb eayv éve fonnillott. Aktiv gyulladdsra utalo urogenitdlis panaszuk vagy tiinetiik

nem volt. Az andrologiai vizsgdlatokat a WHO elGirdasal szerint végeztitk (27). Az
alapvizsgidlatok utdn szimultdn vizsgdlatokat végeztiink C. trachomatis kimutatdsdra
hdrom laboratériumban. Az ejakuldtumot a betegek minimum két-, maximum négy-
napos szexudlis abstinentia utdn steril manyag csovekbe iiritették, onkielégités so-
ran. A vizsgdlathoz sziikséges eldkésziileteket (carentids id8, kézmosds. a genitdlék
alapos lemosdsa, az ondéiirités médja, valamint hogy a glansrdl lecséppend utolso
ondécsepp nem gyijtendd a csdbe) anyaggy(jtési tmutaté kézbe addsdval standar-
dizdltuk. A vizsgalati anyagot a piciensek egy ordn beliil a laboratoriumba szallitot-
tik. a beérkezG anyagot steril pipettdval négy részre osztottuk. 20 °C-ra fagyasztot-
tuk. majd hitdtdskakban a mikrobiologiai laboratériumokba szillitottuk. ahol —70
*C-on tiroltik. A Johan Béla Epidemiolégiai Kozpont Orszdgos Bakteriologiai
Osztdlvin az IF és ELISA (kétféle) vizsgdlatokat, a Szent-Gyorgyi Albert Orvostu-
domdnyi Egyetem Kozponti Klinikai Mikrobioldgiai Laboratdrium a ligdz ldncre-
akcids eljdrdst (LCR) és amplifikalt nukleinsav hibridizdciés mddszert. a Semmel-
weis Ornvostudomdnyi Egyetem . Sz. Sziilészeti &s Ngeyogydszati Klinika Moleku-
laris Diagnosztikai Laboratériumdban a polimerdz lincreakcids (PCR) tesztet veé-
aezték el Az elvégzett hétféle vizsgilat kereskedelmi paraméterei a kovetkezdk.
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1. Amplicor Chlamydia trachomatis PCR Detection Kit, Roche Diagnostics
System

2. Chlamydia trachomatis specifikus PCR, primer pdr (INT, Corallsville. IA,
USA) (1)

3. Transcription Mediated Amplification (TMA) Amplified Gene Probe 2

4. LCR Chlamydia trachomatis test, ABBOTT Laboratories

5. SYVA MikroTrac Chlamydia trachomatis direkt Specimen IF test, SYVA-
Behring Diagnostics Inc.

6. DAKO IDEA Chlamydia EIA test, DAKO A/S

7. Sanofi Diagnostics Pasteur, Chlamydia Microplate ELISA

A fenti mddszeyekhez sziikséges vegyszerek, kitek a kereskedelemben kaphatdak.
Az ondémintdkat felolvasztds utin a gydrtok dltal rendszeresitett feltdrd oldatot tar-
talmazé transzport csdvekbe helveztiik, az egyes gydrték dltal mellékelt mintavevo
pilcdkkal. A mintavevd pdlcdval felkevertiik az ejakuldtumot, majd a pdlea vartds

végéra mintdt tartalmazd cs6 belsd falihoz érintettiik, oly médon, hogy a vattapilein

f5losleges lecsoppend ondd ne maradjon. Ezt kovetden a gydrtok dltal megadott val-
t0z6 ideig és hdfokon tdroltuk a mintdkat, majd a vizsgdlatokat az eldirdsok szerint
elvégeztiik.

Eredmények .
A hagyomdnyos androldgiai vizsgdlat eredménye a kovetkezd volt:
spermiumszam (milliéo/ml) x=SD=12,45£8 84
motilitds (%) x£SD=38.0x25.2
intenziv motilitds (¢¢) x£SD=23.12£0,07
normdlis morfoldgia (%) x£SD=33,1£13.9
here volumen (ml, mindkér here)xxSD(28,18x8.21

A megvizsgdlt 8tven minta koziil egy esetben az LCR teszt nem adott értékelhetd
informdciét. Harom ejakuldtum bizonyult C. trachomatis pozitivnak, mind a négy

molekuldris diagnosztikai mddszerrel ugyanaz a hirom. A pozitiv esetek koziil kettd -

a normozoospermids, eev az olizozoospermids férfiak koziil keriilt ki. Az alkalma-
zott két ELISA technika koziil az egyikben egy ejakuldtum bizonyult biztosan pozi-
tivnak, egy mdsik ejakuldtum a pozitivitds hatdrériéket adta. A mdsik ELISA techni-
Kdval végzett vizsgdlatok sordn pedig mind az dtven megvizsgalt ejakuldtum nega-
tivnak bizonyult. Az IF technikdval végzett vizsgdlatok sordn a pozitiv és negativ
esctek biztonsdgosan nem voltak elkiilonithetSk. Két esetben bizonyosnak véltik
fluoreszkalo festékkel jelolt antigének jelenlétét, tovibbi nyolc-tiz esethen azonbun
nem tudtuk elkiiloniteni a relevins fényld részecskéket a kenetben Lithatd nagy-
mennyiségl fluoreszkild egyéb részecskékiol fgy. ismételten vizsgalva a biztosan
pozitivinak vélt kétesetet. ezeket illeten is kétségeink meriiltek fel a biztos pozitivi-
tdst tlletden.




Megbeszélés

A C. rrachomatis ejakuldtumban val6 jelenlétérdl kevés irodalomi adat 4ll rendel-
kezésre. Egyes szerzok 1,6-10%-os el6forduldsi gyakorisdgrél szdmolnak be (11,
12, 13, 16, 22, 24, 25). Magasabb elgforduldsi gyakorisdgra utalnak az ondébdl ki--

mutatott IgA, IgG tipusu Chlamydia-ellenanyagok, melyek 10-25%-os incidencidt
mutatnak (16, 25, 26). Kiilonbozd modszerekkel végzett sajit vizsgdlataink sordn
6.0-13.39 kozotti gyakorisdgot taldltunk (4, 5, 6,7, 17). A C. trachomatis fert6zétt-
ség ardnya — elsd megfigyeléseink 6ta (1989) — folyamatosan csdkken. Az 1996-97-
es év sordn az ELISA technikdkkal mért pozitiv esetek aranya 1-2%-ra csokkent (ed-
dig nem publikalt adatok). Hasonl6 tendencia figyelhetS meg a hiigycs6, az endocer-
vix mintak fertdzottségének vonatkozasaban (3,9, 10, 21). Az incidencia csdkkené-
sét a prevencio, a diagnosztika és a gvogyitds feltételeinek javuldsaval magyardzhat-
Juk.

Az ondo vizsgdlatdra haszndlt kiilonféle vizsgdloeljirdsokat a kovetkezSképpen
értékeljiik.

A szovettenyésztés a bevezetGben felsorolt kiilonbozs technoldgiai nehézségek
miatt nem valt be (14). Az IF mddszer nem bizonyult szelektivnek. A nyolcvanas
évek végén és a kilencvenes évek elején, a kiilonboz8 ELISA technikdk latszolag
megoldottk a kérdést, viszonylag sok volt a pozitiv vizsgalati eredmény (magasabb
volt a fert6zottség aranya?) Sajnos standardként haszndlhat6 médszer nem dllt ren-
delkezésre. Schachter 1997-ben elhangzott értékelése szerint, az ELISA techni-
kdk szenzitivitdsa €s specificitdsa dtlagosan 70-75%-ra tehetd (19).

A diagnosztika javuldsdt vdrtuk a molekuldris diagnosztikai modszerek bevezeté-
sét6l. 1995-ben Amplicor PCR kittel 6.3%-o0s ondéfert8zottséget észleltiink, a DNS
hibridizdcidés mddszerrel technikai nehézségeink voltak (6). Ilyen el6zmények utdn
hatdroztuk el. hogy a jelenleg elérhetd legérzékenyebb molekuldris bioldgiai eljara-
sokat szimultdn teszteljiik, arégi egyéb eljirdsokkal egyiitt. Jelenleg a C. trachomatis
incidencidja 6.0 S-os volt, mind a négy molekuldris biologiai eljirdssal (gazdasdgi

-okok miatt nem volt lehetdségiink tobb szizas széridkban szimultdn vizsgdlatokat

végezni).

A 6%-o0s incidencia megfelel a jelenlegi dtlagos eurdpai fertdzottség mértékének
(10.24). Az ejakuldtum fert6zottségére vonatkozo adatok kozott 1-2%-os értékek is
szerepelnek. Weidner és mtsai 131 betege koziil 26 (19,9%) ejakulituma tartalmazott
[gA tipusd genus specifikus Chlamydia-ellenanyagot. Koziiliik két beteg ejakuldtu-
ma mutatott pozitiv reakciot Chlamydia PCR-rel (24). Az ellenanyag- nzsgalatol\
tiikrében kevésnek tiinik a pozitiv PCR-probdk ardnya. Feltételezziik, hogy az ala-
csony incidencia kialakuldsdban az ondé baktericid, antigén lizalo képességének is
szerepe lehet. E hatds csokkentésére 1995 6ta alkalmazzuk mintavevg eljardsunkat,
melynek lényege. Tlog} a vizsgdlatra keruld ‘Chlamydia antigéneket a lehetd legrovi-
debb 1delo tessziik ki a nagy mennyiségd ondo kdrosit6 hatdsanak. Tov abbi elome

ennek mnlma\mtylrasnak hogy a vat[avziltdl felsznvott\'xzsadlatl anyag mennyi-_

sége kozel azonos, tovdbbd. hogy a mintavételi eljards nagymértékben hasonlit a
higvcsd. vagy a cervikdlis mintdk vételéhez. Alternativ mintavételi eljams végezhe-
to melvhutes segitségével. ilyenkor a friss mintdt azonnal lefagyasztjuk, és =70 )>C-on
taroljuk. Felolvasztds utdn azonnal bemérjiik az ejakuldtumot a feltar6 oldatba. igy a
természetes hdmérsékletd ondd baktericid hatdsat szintén a minimdlisra csokkentjiik.
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A kiilonféle nukleinsav-probdk teljesitSképességét dsszehasonlitva nem taldlunk
kiilénbséget. Nagyobb széridban végzett kiilfoldi vizsgilatok azt mutatjik, hogy
ezen technikdk szenzitivitisaban és specificitdsdban nincs érdemi kiilonbség (18).
Az Amplicor Roche, az ABBOTT LCx Chlamydia és a TMA Gene Probe 2ionyét
abban latjuk, hogy ezek a kitek minden sziikséges eszkozzel elldtottak. A kereskede-
lemben kaphatd primerek felhaszndldsdval végzett PCR (2. modszer) a legolesébb,
de ez kivdnja meg a legprofessziondlisabb személyzetet és felszerelést.

Osszegezve az ejakuldtum direkt C. rrachomatis kimutatdsiban szerzett tapaszta-
latainkat, csak molekuldris biolégiai médszer haszndlatdt mérlegethetjiik. Hazaivi-
szonylatban néhdny centrum lizemeltetését tartandnk célszerinek. Kiegészits mod-
szerként az ondémintdk szeroldgiai elSsziirése megfontolandd, ugyanis C. tracho-
matis IgA-, IgG-antitestek jelenléte eldszdrést jelenthetne. Ilyen irdnyd tapasztalatok
mar rendelkezésre 4llnak kiilfoldon és sajdt ilyen irdnyi vizsgdlatink is folyamat-
ban vannak.

Egyéb vizsgilati médok, mint pl. vizeletsziirés €s higycsd-diagnosztika. nem he-
lyettesiti az ejakuldtum vizsgdlatdt. Kordbbi munkdinkban in siti DNS hibridizdcios
szovettani vizsgdlattal igazolik, hogy a C. rrachomaris antigén kdzvetleniil 4 pros-
tatdbdl is bekeriilhet az ejakuldtumba, nemcsak higycs6-kontamindeid révén (7, 8).

Az USA-ban végzett koltséganalizisek igazoltdk, hogy az asymptomatikus
Chlamydia-hordozdk altal okozott egészségkdrosodds és a gydeyitds Kolisége le-
nyegesen nagyobb, mint a sziirés és a megeldzés egyiittes koltséze (2). Ejakuldtum-
vizsgdlat hidnydban folyamatos €s jelentSs kdr éri az egészségiigvet.

Készonetnyilvanitas: Eziiton készénjiik az ABBOTT Diagnostics. Budapest; La
Roche Hungaria Kft. a Behring + Syva Diugnostika és a Diagnosziikum Kit.-nek,
hogy a kiteket rendelkezésiinkre bocsdtottu.
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