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Trichomonoza

Sexualné prenosné onemocnéni vyvolané
prvokem Trichomonas vaginalis s nejvyssi
prevalenci na svete.

Trichomonodza nepodléha povinnému
hlaseni

neni sledovana v databazi prenosnych
nemoci (EPIDAT)

neexistuji doporuceni, ktera by urcovala,
kdo a jak by mél testovani provadét



e vétsSina téchto infekci je diagnostikovana
primo v ordinaci |ékare

* mnohé infekce jsou asymptomaticke

* infekce T. vaginalis je priznakem vysoce
rizikového sexualniho chovani (ve svéeté
koincidence s HIV a HPV)



Néekolik poznamek k vyskytu a epidemiologii

inkubacni doba je 4 — 28 dni

za 48 hodin po vniknuti trichomonad do téla hostitele
vznika infekce u 85 % zen a 70 % muzu

jiz po dvou tydnech poklesne pocet nakazenych muzu
na 33 %

u muzu trichomonady perzistuji méné nez 10 dni a
infekce muze spontdnné vymizet

pritomnost zinku v prostatické tekutiné — pri vysokych

hladinach Zn trichomonady hynou, kmeny rezistentni
k zinku - tézké prubéhy infekci




infekce pretrvava u zen asymptomaticky i nékolik
let

u téze zeny jsme prokazali v pribéhu fertilniho véku
vyskyt 17 x

ve vzorcich moci jsou trichomonady zivotaschopné
30 minut

trichomonady jsou schopné prezit kryokonzervaci
spermatu - infekce pres inseminaci jsou mozné
trichomonady mohou prezivat kratkou dobu ve
vlhkém prostredi v télesnych sekretech a

v teplé bazénové vode



Vyskyt trichomonodzy v nasi populaci

e Vyskytu trichomonodzy, zejména v populaci zen,
se u nas v venovala nalezita pozornost od
sedesatych let minulého stoleti

* diagnostikovala se z Giemsou barvenych
mikrobnich obrazu posevnich

 z kultivaci pomoci v té dobé nové polotuhé
Szenesovy transportni pudy



Vyskyt trichomonodzy v nasi populaci

P Trichomonas vaginalis byla do konce 80.
let prokazovana az ve 20 % zaslanych
vzorku vaginalniho sekretu

P Specifickd nemocnost zen se pohybovala
v poctu 878 az 1385 na 100 000 zen ve
veku 15+



Nemocnost zen 15+/100 000
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Graf 2: Trichomonéza v modelovém okrese Novy Ji€in v létech 1970 - 2006
(specificka nemocnost zen 15+/100 tisic zen)
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Vyskyt trichomonodzy v populaci

* 0Od 90. let doslo k vyraznému poklesu vyskytu
trichomonadzy v populaci

* V poslednich 25 letech se zachytnost
Trichomonas vaginalis v posevnich sekretech
pohybuje do 3 % z poctu vysetrovanych

* Specifickda nemocnost je mezi 63 az 81 pripadu
na 100 tisic zen 15+



Pokles vyskytu trichomondzy v populaci v 90. letech
— moznée priciny
* Siroké pouzivani Metronidazolu

* Zmény ve zpusobu diagnostiky a evidence
— vznik soukromych laboratofi a pracovist

e Zavedeni komercné pripravovanych pud

* Priprava destilované vody pro kultivacni
pudy cestou reverzni osmozy

* Zmeny biologickych vlastnosti — pokles
manifestnich forem



e Za tohoto stavu vyskytu nakazy
v populaci a podilu inaparentnich
forem musi byt kladeny vysoké
naroky na laboratorni diagnostiku



Srovnani diagnostickych testu u zen

(podle Lawinga et al., JCM, 38(10):3585,2000

Diagnosticka metoda| Senzitivita | Specificita
% %
Nativni prep. (vagina) 58,9 100
Kultivace (vagina) 94,3 100
PCR (vagina) 88,9 97,1
Nativni prep. (moc) 58,5 100
Kultivace (moc) 60,4 100
PCR (mog) 64,2 96.6




Srovnani dostupnych diagnostickych testu

Diagnosticky test | Doba vysSetreni Senzitivita Specificita
Nativni preparat |minuty 51-65% az 100 %
Kultivace 24-120h 75 - 96 % az 100 %
Imunochromato- |10 min 82 — 95 9% 97 — 100 %
graficky test

Nucleic acid 45 min 63 % 99,9 %
APTIMA TV Assay |hodiny 95 -100 % 95-100%
DNA amplifikace |hodiny Neni schvaleno FDA

PCR

hodiny

Neni schvaleno FDA




Mikroskopicka diagnostika v ordinaci

* nativni preparat — tvar a pohyb prvokd,
senzitivita 59 %

* mikroskopicka diagnostika v zastinu

* barveni fixovanych preparatu:
Giemsa - Romanowski, akridinova oranz,
diferenciace podle Schiffa a Fontana,
Papanicolau - vysoka chybovost 48 %



Barveni fixovanych preparatu Giemsou

» TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.:
* Roztok Giemsy v hotovém pracovnim redeéni
Informace o vyrobku:

* Roztok GIEMSA-ready slouzi k barveni krevnich natéru a je

obzvlast vhodny pro vizualizaci krevnich parazitl a protozoi
» Urcen pro:

» Krevni parazity: jddra jasné cervena

P V textu nejsou uvedeny trichomonady — barvi se
nedostatecné

» Pro barveni trichomonad roztok Giemsy v

koncentrovaném stavu (10 x) — fedi se fosfatovym
pufrem 1: 10



EHK — cesta ke zkvalitneni diagnostiky
v laboratorich

e Externi hodnoceni kvality mikroskopické
diagnostiky trichomonad bylo zavedeno v roce
1996

* Vzorky k vyhodnoceni jsou laboratorim zasilany
2 X rocné

* Do konce minulého roku probéhlo 40 kol



Poznamky k vysledkiim barvenych preparatu

» Vysledky ovliviuji pocty trichomonad
pritomnych v preparatu na 100 zornych poli
mikroskopu

P Vétsina laboratofi chybuje, obsahuje-li vzorek
méneé nez 13 — 17 prvoku na 100 zornych poli
pri zvétseni 1000 x

P Bezchybné odecitani bylo pri poctu 132 a 193
trichomonad na 100 zornych poli



Chybna diagnostika trichomonad v laboratorich

2004 - 2007

2008 - 2011

2012 - 2014

Prumer

Procento laboratori, které

Priumérné pocty TV

trichomonady v pozitivnich | na 100 zornych poli

vzorcich nenasly

7,9
16,3

9,5

11,2

v pozitivnich vzorcich

111,3
76,0

93,0

93,4



EHK — kolik laboratori se zucastnuje?

* V poslednich 22 kolech prumérne
75 laboratori

* Limit nesplnilo 5,9 % laboratori

* 8,54 % laboratori , diagnostikovalo”
trichomonady i ve vzorcich, v nichz
prokazatelne nebyly



Zhodnoceni 22 kol EHK v letech 2004 - 2014:

* Laboratore pri diagnostice negativnich
preparatu tapou a za trichomonady oznacuji

* leukocyty

e poskozene epitelialni bunky nebo jejich jadra

e artefakty zpusobené barvenim

* Nejcasteéjsi pricinou chyb je nedostatecné
barveni



e ,Nalez” trichomonad v negativhim vzorku
je neshoda

e Odecitani a hodnoceni vzorku by meél provadeét
pouze zkuseny odbornik

* U morfologické mikroskopické diagnostiky budou
hrat vzdy rozhoduijici roli znalosti a zkusenosti
diagnostikujiciho odbornika



e Trvalym cilem externiho hodnoceni kvality je
dosahovat srovnatelné diagnostické urovné
laboratori

* Pravidelna ucast v EHK ma predchazet vzniku
odchylek a neshod

* Gynekologove, kteri vyuzivaji diagnostiky v
laboratorich, by se méli presvedcit,
zda se laborator zucastnuje Externiho hodnoceni
kvality organizovaného SZU Praha



Kontrola kvality pud

* NRL nabizi ovéreni rustu v pudach
pripravovanych ve varnach
diagnostickych laboratori



Standardizace odbérovych, transportnich
a kultivacnich pud:

 Redenim by byly pady vyrabéné komeréné,
s nutnym pozadavkem dlouhodobou exspiraci

* Jsou vsak sterilizovany gama zarenim



Standardizace odbérovych, transportnich
a kultivacnich pud:

* Prokazali jsme, ze v takto sterilizovanych pudach
vznikaji rozkladem kyseliny L - askorbové

orodukty toxické pro trichomonady

* Potvrdilo se, ze i nase pripravené pudy

nodrobené radiacni sterilizaci 25 kGy ztraceji své

puvodni vlastnosti a neumoznuji rust kultury

trichomonad




Laboratorni diagnostika

Nejvyssi senzitivitu i specificitu ma
z dostupnych metod kultivace trichomonad
v dostatecné vyzivném meédiu

Osvedcilo se médium fy Oxoid, Trichosel,
Diamondovo médium TYM

VSsechna s inaktivovanym konskym, pripadné
beranim sérem

Nejvyzivnejsi je bovinni prekolostralni sérum



Laboratorni diagnostika

K uspésnému zahajeni kultivace je treba

1 500 trichomonad v 5 mikrolitrech suspenze
V posevnim sekretu odebraném tamponem
nemusi byt uvedeny pocet prvoku pritomen,
takze ani odbér do kvalitni pudy nemusi vést
k uspésné kultivaci

Nutna je pravidelna kontrola kvality pripravy
pud



* Vyuzivani nabidky NRL na ovéreni
pripravovanych pud - jedna z cest ke
zvysovani kvality laboratorni diagnostiky




Diagnostika z kultivacnich pud
Dobre pripravené pudy poskytuji priznivé
podminky k rustu populace prvoku

Exponencialni faze rustu vrcholi u pud
pripravenych ze zakladu Trichosel nejcastéji
po 72 hodinach inkubace,

v pudé Oxoid po 72 az 96 hodinach

Uspésna kultivace je zavisla na inokulaéni
davce

Posuzujeme kvalitu diagnostickych pud:




TESTOVANI PUD — inokulaéni davka 5 mikrolitri (6 013 trichomonad)

pocet prvoku pfi kultivaci v 1 mikrolitru ptidy

Kultivace PidaB1 Pida B2 Plda Ostrava |Plda Ostrava

v hodinach | Trichosel 5 ul |Bio 5 ul Trichosel 5 ul | Oxoid 5 ul
24 0 7 155 26
48 8 0 635 403
72 0 0 4395 2290
96 0 0 2225 5055
120 0 0 1890 1425
144 0 0 885 530
168 0 0 90 358
192 0 0 8,5 80
216 0 0 0 0
240 0 0 0 0




TESTOVANI PUD — inokulaéni davka 10 mikrolitrd (12 025 trichomonad)
pocet prvoku pfi kultivaci v 1 mikrolitru ptidy

Kultivace PidaB1 Pida B2 Plda Ostrava |Plda Ostrava

v hodinach |Trichosel 10 ul |Bio 10 pl Trichosel 10 pl | Oxoid 10 pl
24 17 14 80 26
48 2 905 370 560
72 0 4205 3525 3850
96 0 2015 2475 2765
120 0 870 530 535
144 0 486 50 210
168 0 480 14 57
192 0 126 3,3 0
216 0 35 0 0
240 0 15 0 0




TESTOVANI PUD - inokulaéni davka 15 mikrolitré (18 038 trichomonad)
pocet prvoku pfi kultivaci v 1 mikrolitru pady

Kultivace PidaB1 Puda B 2 Puda Ostrava |Puda Ostrava

v hodinach Trichosel 15 pl [Bio 15 ul Trichosel 15 pl | Oxoid 15 pl
24 49 12 43 59
48 115 1980 615 1450
72 99 4210 3480 4315
96 69 1660 855 5055
120 360 865 45 2035
144 389 610 8,5 435
168 735 729 0 40
192 833 753 0 0
216 482 692 0 0
240 337 701 0 0




Primy prukaz antigenu Trichomonas vaginalis
Imunochromatograficke testy

* Imunochromatografické testy neboli LFIA (Lateral
Flow ImmunoAssay) se staly fenoménem posledni
doby pro detekci rozlicnych analytu

« TRICHOMONAS CARD (Swab Specimen)
Inter Medical, s. r. |., Italy

* C-95 One Step Trichomonas Test Device —
Imunochromatografické stanoveni pritomnosti
antigenu trichomonad



Imunochromatograficky test

* Antigen pritomny ve vzorku reaguje s konjugatem za
vzniku komplexu antigen-konjugat

* ten migruje smerem ke specifickému proteinu
umisténému na porézni membraneé z nitroceluldzy

* Je-li ve vzorku pritomen antigen, vznikne v misté
navazani komplexu antigen-konjugat na
imobilizovany protein specificky band signalizujici
pozitivni vysledek



TRICHOMONAS CARD (Swab Specimen)
Inter Medical, s. r. I., ltaly

Posevni sekret do extrakcniho pufru
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Senzitivita imunochromatografického testu

Trichomonady | Trichomonady v fedéné | Pocet trichomonad | Priikaz antigenu

v nefedéné kultue | kulture v 1 pl fedéné Trichomonas
pocet v 1 ul kultury vaginalis
1:2 1900 pozitivni
4325
1:4 /750 pozitivni
1:3 748 pozitivni
2245
1:10 363 negativni
2155 1:5 149 negativni
1565 1:5 450 pozitivni
1:10 805 pozitivni
4770 1:20 208 negativni
1:30 23 negativni
4870 1:10 1295 pozitivni

4780 1:10 307 pozitivni



Zaver

* Problémy s barvenim trichomonad limituji
kvalitu mikroskopické diagnostiky v ordinacich i
v nasich laboratorich

* Nedostatky v priprave kultivacnich pud v radé
laboratofi vyznamné snizuji zachytnost
trichomonad

e Prukaz antigenu imunochromatografickou
metodou muze mit zasadni prinos v dostupnosti
diagnostiky, v jejim zjednoduseni a ve zvyseni
spolehlivosti pouzivanych diagnostickych metod
v gynekologickych ordinacich



Dekuji za pozornost

5

iy

3
v




