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Chlamydien im Labor
Biologie und Diagnostik von Chlamydia trachomatis

Chlamydien sind obligat intrazellulére Bakterien, die sich nur in bestimmten Wirtszellen vermehren kénnen.

Im Infektionszyklus (Abb. 1) unterscheidet man eine extra- und intrazelluldre Phase. Extrazelluldre Elementarkdrper-
chen (EK) binden mit Hilfe von Adhédsinen an Rezeptoren der Wirtszellen. Das sind bei C. trachomatis vor allem
Epithelzellen der Urethra, der Zervix, des Rektums und der Konjunktiven, aber auch Zellen des Bindegewebes. Nach
Aufnahme entwickeln sich aus den EK metabolisch aktive Retikularkdrperchen (RK), die sich in einem Endosom
durch Zweiteilung vermehren. Mehrere RK-haltige Endosomen kbénnen zu einem Einschlusskérperchen verschmelzen.

Am Ende des Infektionszyklus konden-
sieren RK zu EK, die durch Exozytose
oder Ruptur freigesetzt werden und wei-
tere Zielzellen oder neue Wirtsorganis-
men infizieren kénnen. Dariiber hinaus
konnen Chlamydien intrazelluldr in
Form morphologisch aberranter, nicht-
replikativer Dauerformen persistieren,
die z.B. durch niedrige Tryptophanspie-
gel, IFNy oder Antibiotika induziert wer-

den. Unter giinstigeren Lebensbedin-
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gungen konnen diese Dauerformen wie-
der in RK bzw. EK umgewandelt werden.!

SEROVARE/GENOTYPEN

Die Spezies Chlamydia trachomatis wird
in verschiedene Serovare bzw. Geno-
typen eingeteilt, die sich hinsichtlich des
Organtropismus und der verursachten
Erkrankungen unterscheiden. Die Eintei-
lung basiert auf Unterschieden des
Hauptmembranantigens (MOMP -
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Abb. 1 Vermehrungszyklus der Chlamydien — Elementarkérperchen (EK) stellen die extrazelluldre
Form der Chlamydien dar, die sich nach Infektion von Wirtszellen in Retikularkérperchen (RK), die
intrazelluldre Form, umwandeln. RK sind metabolisch aktiv, vermehren sich durch Zweiteilung und
redifferenzieren zu EK, die aus der Wirtszelle freigesetzt werden und benachbarte Zellen infizieren
koénnen. Unter bestimmten Bedingungen (niedrige Tryptophanspiegel, IFNy, Antibiotika) kénnen
morphologisch aberrante, nicht-replikative intrazellular persistierende Formen gebildet werden,

die sich bei Verbesserung der Wachstumsbedingungen wieder in RK bzw. EK umwandeln kénnen.
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major outer membrane protein). Dabei
entsprechen die mit Hilfe spezifischer
Antikérper definierten Serovare weit-
gehend den anhand der DNA-Sequenz-
analyse des MOMP-Gens bestimmten
Genotypen.” Die Genotypen A, B, und C
infizieren vorzugsweise das Schleim-
hautepithel der Augen. Die Infektion
kann sich in der akuten Phase als Kon-
junktivitis manifestieren und bei chro-
nischen Verldufen zum Trachom fiihren.
Infektionen mit Trachom-assoziierten
Genotypen kommen fast ausschliefllich
in Afrika vor und stellen dort eine der
Hauptursachen der Erblindung dar.’
Die durch Sexualkontakte iibertragenen
Infektionen des Urogenitaltrakts, Rek-
tums, Pharynx und der Konjunktiven
werden hauptsichlich durch die Geno-
typen D-K verursacht. Genitale C.
trachomatis Infektionen kénnen auch
perinatal {ibertragen werden und bei
Neugeborenen eine Konjunktivitis und
Infektionen der Atemwege inkl. Pneu-
monien verursachen.

Wihrend Infektionen mit den Geno-
typen A-K in der Regel auf das Schleim-
hautepithel begrenzt sind, konnen die
Genotypen L1, L2 und L3 das Epithel
tberqueren und invasive Infektionen
verursachen, die als Lymphogranuloma
venereum (LGV) bezeichnet werden.
LGV-Fille sind in Teilen Afrikas, Asiens,
Stidamerika und der Karibik endemisch.
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Seit 2003 werden in Europa und Nord-
amerika vermehrt Fille von LGV bei
homosexuellen, meist HIV-positiven
Minnern beobachtet.* Die einzelnen C.
trachomatis Genotypen unterliegen kei-
ner erhohten Variabilitit. Die intrazellu-
lare Lebensweise reprisentiert zudem
eine Barriere fiir genetische Rekombina-
tionen unter verschiedenen Stimmen.
Die Ergebnisse kiirzlich durchgefiihrter
Genom-Sequenzierungen verschiedener
C. trachomatis Isolate weisen aber den-
noch auf eine ausgeprigte Rekombinati-
onsaktivitdt bei C. trachomatis hin.®
Somit muss davon ausgegangen werden,
dass die Infektion von Wirtszellen mit
mehr als einem C. trachomatis Stamm
keine Seltenheit ist. Die Bedeutung gene-
tischer Rekombinationen unter verschie-
denen Stammen liegt einerseits in der
Entstehung neuer Varianten mit erhohter
Virulenz, wie unlidngst fiir einen LGV
Stamm beschrieben, der aus einer
Rekombination von Genotyp D und L2
Stammen hervorgegangen ist. Dariiber
hinaus ist das Auftreten genetischer
Varianten durch Rekombination auch fiir
diagnostische Verfahren von Bedeutung,
insbesondere fiir Verfahren die auf der
Detektion von Nukleinsduren basieren.

DIAGNOSTIK

Die diagnostischen Verfahren zum Nach-
weis von C. trachomatis Infektionen be-
inhalten direkte Nachweisverfahren, wie
Kultur, Antigentests (EIA, DFA, immun-
chromatographische Schnelltests), Nu-
kleinsdurehybridisierungs- und Amplifi-
kationstests, sowie indirekte Verfahren
mit denen Antikdrper gegen C. tracho-
matis nachgewiesen werden konnen.

DIREKTE NACHWEISVERFAHREN

Lokale C. trachomatis Infektionen wer-
den tblicherweise durch den direkten
Erregernachweis detektiert. Als Methode
der Wahl gelten heutzutage Nukleinsdu-

re-Amplifikations-

Anzahl
tests (NATs), die die | Bakterien
Kultur als Gold- 1
Standard in der 108 _§
Chlamydien Dia- fccf»
gnostik abgelost | 105 M °
haben.”” Die ver- %
schiedenen direkten | 10* EIA
Nachweisverfahren . [ DNA Sonde | s
unterscheiden sich 10 é
hinsichtlich ihrer | 4q] DFA | E
Sensitivitdit und Kultur é
Spezifitit zum Teil | 10 £
betrichtlich (Abb. NAT h
2). Die Anzucht der ! [ spezifitat

Chlamydien mittels
Zellkultur und die
anschlieSende Iden-

Nachweisverfahren

tifizierung intrazytoplasmatischer Ein-
schliisse mit markierten Antikorpern
besitzt zwar eine sehr hohe Spezifitit,
aufgrund der Notwendigkeit vitaler Er-
reger ist die Sensitivitat der Kultur aber
begrenzt und liegt bestenfalls bei 60-
80%.” Die héchste Sensitivitdt haben
NATSs, mit denen prinzipiell einzelne Er-
reger nachgewiesen werden konnen, bei
einer Spezifitit, die nahezu der der Kul-
tur entspricht (Abb. 2).

Verfahren zum Nachweis von C. tracho-
matis Antigenen, werden aufgrund un-
zureichender Sensitivitat und Spezifitit
nicht mehr empfohlen.”!® Antigen EIAs
basieren auf der Verwendung von Anti-
korpern gegen LPS, die aufgrund von
Kreuzreaktionen mit dem LPS apatho-
gener Chlamydien und gram-negativer
Bakterien falsch positive Ergebnisse ver-
ursachen koénnen.”® Der Nachweis von
Chlamydien-Antigen mit Fluorescein-
markierten monoklonalen Antikérpern
(DFA-Test) hat zwar eine hohere Emp-
findlichkeit, ist aber fiir die Routine-
Diagnostik ungeeignet, da die mikros-
kopische Untersuchung fiir groflere
Probenmengen ungeeignet ist und er-
fahrenes Personal voraussetzt.”

Abb. 2 Analytische Sensitivitat und Spezifitdt der C. trachomatis

SCHNELLTEST

Eine Reihe von Chlamydien-Schnelltests
beruht ebenfalls auf dem Nachweis von
LPS-Antigen, wobei die Detektion meis-
tens durch Immunchromatographie oder
optische Interferenz erfolgt. Die einfache
Handhabung ohne hohen apparativen
Aufwand ermoglicht den Einsatz unab-
héngig von einem zentralen Labor. Er-
gebnisse liegen innerhalb von 15-30 Mi-
nuten vor, so dass positiv getestete Per-
sonen umgehend behandelt werden
konnen und eine Wiedervorstellung
nicht erforderlich ist. Diese Tests sind in
der Regel aber nicht evaluiert und haben
eine im Vergleich zu Kultur und NAT
deutliche niedrigere Sensitivitat und Spe-
zifitit.!'* Die systematische Evaluierung
von Chlamydien Schnelltests im Rahmen
des britischen HTA-Programms ergab,
dass Schnelltests weder im Screening
asymptomatischer Personen noch bei
klinischen Verdachtsfillen fiir die Chla-
mydien-Diagnostik geeignet sind!*

NUKLEINSAUREAMPLIFIKATIONS-
TESTS

C. trachomatis spezifische Nukleinsiu-
ren konnen durch Hybridisierungs- oder
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Amplifikationstechniken nachgewiesen
werden. Hybridisierungsassays besitzen
wie die NATs eine hohe Spezifitit, sind
diesen aber hinsichtlich der diagnos-
tischen Sensitivitat unterlegen.'*!* und
werden heute kaum noch eingesetzt. Die
fiir den C. trachomatis Nachweis verwen-
deten NATSs basieren grofitenteils auf der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Ein-
zelne kommerzielle Assays verwenden
auch das Prinzip der “strand displace-
ment amplification® (SDA) oder “tran-
scription-mediated  amplification®
(TMA). Mehrere kommerzielle Tests er-
moglichen gleichzeitig auch den Nach-
weis von Gonokokken, zum Teil in auto-
matisierten Hochdurchsatzsystemen mit
denen iiber 500 Proben pro Tag gemes-
sen werden kénnen. Seit kurzem ist auch
ein molekularer Schnelltest verfiigbar,
mit dem die Untersuchung einzelner
Proben auf Chlamydien und Gonokok-
ken in weniger als 90 Minuten moglich
ist. Der Test basiert auf einer real-time
PCR in einem geschlossenen System, in
dem nach Applikation der Probe in eine
Kartusche alle Schritte (Probenextrakti-
on, Amplifikation und Detektion) auto-
matisiert ablaufen.'s Dieser PCR-basierte
Schnelltest unterscheidet sich von Anti-
gen-basierten Schnelltests in Bezug auf
die diagnostische Genauigkeit und ist
den Standard NATs hinsichtlich Sensiti-
vitdt und Spezifitdt nicht unterlegen.'”
In vielen Studien, in denen C. trachoma-
tis NATs miteinander verglichen wurden,
findet sich eine hohe Ubereinstimmung
der Testergebnisse.'®?' Diskrepante Er-
gebnisse konnen aufgrund der unter-
schiedlichen analytischen Sensitivitét der
NATs in Proben mit niedriger Erreger-
konzentration auftreten.”? Weitere Fak-
toren, die die Nachweisrate beeinflussen
konnen, sind Sequenzvariationen, das
Untersuchungsmaterial und die Extrak-
tionsmethode.”*

Die im Jahr 2006 in Schweden entdeckte
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C. trachomatis Variante (E/SW2) enthalt
eine 377b-Deletion im kryptischen Plas-
mid, die die Zielregion einiger kommer-
zieller NATs betraf und von diesen Tests
daher nicht erfasst wurde.* Inzwischen
sind diese Tests verbessert worden und
verwenden eine andere oder zusétzliche
Sequenz als Zielregion, so dass der Nach-
weis der schwedischen Variante sicher-
gestellt ist.”® Der Nachweis einer zweiten
Zielregion in sog. Dual Target Assays hat
den Vorteil in Zukunft méglicherweise
neu auftretende Varianten zu erfassen, in
denen eine der Zielregionen infolge von
Deletionen oder Rekombinationen nicht
mehr amplifiziert wird.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Grundsitzlich konnen NAT-Analysen in
allen relevanten klinischen Untersu-
chungsmaterialien durchgefithrt werden.
Diese beinhalten vor allem Abstrichpro-
ben (urethral, zervikal, vulvo-vaginal,
anorektal, konjunktival), Urin, Sperma
oder Gewebe. Kommerzielle NATs sind
tir Erststrahlurin, Urethral- und Zervi-
kalabstriche, in einigen Fillen auch fiir
Vaginalabstriche zugelassen. Im Rahmen
von Screening-Untersuchungen bei
asymptomatischen Personen hat die
Analyse nicht-invasiv gewonnener Mate-
rialien eine grofie Bedeutung. Bei Mén-
nern sind Chlamydien durch NATs in
Erststrahlurin und urethralen Abstrich-
proben mit dhnlicher Sensitivitat nach-
weisbar, sodass Urinproben als Material
der ersten Wahl gelten.”!>”” Dabei ist es
von grofSer Bedeutung die erste Portion
(ca. 20 ml sog. Erststrahlurin) zu ver-
wenden, da die Chlamydien-Konzentra-
tion mit zunehmender Urinmenge stark
abnimmt.?® Bei Frauen findet sich dage-
gen eine vergleichsweise hohere Konzen-
tration in Abstrichproben.” In einer Un-
tersuchung parallel gewonnener Ab-
striche (vaginal und zervikal) und
Urinproben asymptomatischer Frauen

war die Nachweisrate mittels NAT bei
selbst-entnommenen Vaginalabstrichen
am hochsten.* Wie Untersuchungen bei
Patienten mit Mycoplasma genitalium
Infektion zeigen, kann die Sensitivitat
durch die Kombination von Zervikal-
und Vaginalabstrich noch gesteigert wer-
den.

Zur Abkldrung extragenitaler C. tracho-
matis Infektionen (Konjunktivitis, ano-
rektale oder pharyngeale Infektionen,
inkl. LGV) ist die Untersuchung entspre-
chender Abstrich- oder Gewebeproben
notwendig. Kommerzielle NATs sind
dafiir zwar nicht zugelassen, mehrere
Studien zeigen aber, dass C. trachomatis
in diesen Materialien durch NATs mit
hoherer Sensitivitat nachgewiesen wer-
den kann als durch Kultur oder Anti-
gentests****, so dass NATs auch bei diesen
Fragestellungen zu bevorzugen sind. Die
Bestitigung eines LGV erfordert zudem
die Identifizierung des Genotyps L1, L2
oder L3, z.B. durch Genotyp-spezifische
PCRs, RFLP- oder Sequenzanalyse geeig-
neter MOMP Genregionen.**?’

MUSSEN POSITIVE NAT
ERGEBNISSE BESTATIGT WERDEN?
Die Notwendigkeit positive NAT-Ergeb-
nisse mit einem zweiten Test zu bestati-
gen, ist umstritten. Die Empfehlung des
CDC zur Durchfithrung von Bestiti-
gungstests erfolgte um unnétige antibio-
tische Therapien und psychosoziale Fol-
gen zu minimieren. Aufgrund der hohen
Sensitivitdt der heute verwendeten NATs
konnen aber bei niedriger Erregerkon-
zentration durchaus unterschiedliche Er-
gebnisse auftreten, da zufallsbedingt in
einzelnen Aliquots die Konzentration
unter der Nachweisgrenze liegen kann.
Ein nicht bestitigtes positives NAT Er-
gebnis muss daher nicht unbedingt falsch
positiv sein, sondern kann auch ein
falsch negatives Ergebnis des Bestiti-
gungstests darstellen.*
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CHLAMYDIEN-SEROLOGIE

Die Untersuchung auf Chlamydien-An-
tikorper ist bei lokalen oberflachlichen
Infektionen des unteren Genitaltrakts
ungeeignet, da die Antikérper Antwort
in der Regel erst nach mehreren Wochen
nachweisbar wird. Zudem ist mit vielen
Antikorpertests eine Unterscheidung
zwischen den einzelnen Chlamydien-
Spezies nicht moglich. Serologische Ver-
fahren konnen aber zur diagnostischen
Abklarung chronisch-invasiver Infekti-
onen (PID, LGV, reaktive Arthritis) he-
rangezogen werden. In diesen Fillen, in
denen die Erreger das Epithel tiberquert
haben, liegt in der Regel eine ausgepragte
Immunantwort vor und die Erreger sind
in Abstrichproben oftmals nicht mehr
nachweisbar. Als Testverfahren werden
heutzutage tiberwiegend EIAs und Im-
munoblots eingesetzt.*** Der Mikroim-
munfluoreszenztest (MIFT) galt lange
Zeit als Referenzmethode der Chlamy-
dien-Antikorperbestimmung ist aber re-
lativ zeit- und arbeitsaufwindig und hat
den Nachteil, dass das Ablesen der Flu-
orszenzsignale einer subjektiven Bewer-
tung unterliegt.** Eine Verbesserung der
Chlamydien-Serologie wird durch die
Verwendung kiirzlich identifizierter im-
munogener Spezies-spezifischer Proteine
erwartet.” Bestimmte Antikorperkonstel-
lationen kénnten moglicherweise auch als
Marker fiir das Auftreten chronisch-inva-
siver Infektionen eingesetzt werden.

RESUME

« NATs sind die Methoden der Wahl fiir den
direkten Nachweis von C. trachomatis

o Die Abklarung urogenitaler Infektionen
erfolgt bei Mannern am besten durch
die Untersuchung von Erststrahlurin,
bei Frauen sind Abstrichproben (kom-
binierter Vaginal- und Zervikalab-
strich) am besten geeignet

« Bei positiven Befunden ist eine antibio-
tische Therapie indiziert, die auch alle

Sexualpartner einschlielen sollte

« Eine Therapieverlaufskontrolle ist in
der Regel nicht erforderlich. Sie kommt
ggf. bei Infektionen in Schwangerschaft,
persistierender Symptomatik oder frag-
licher Compliance in Betracht und sollte
frithestens 6 Wochen nach Therapiebe-

ginn mit NATs durchgefiihrt werden
Thomas Meyer
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