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ВВЕДЕНИЕ
Урогенитальный хламидиоз является широко распространенной инфекцией, передаваемой половым путем (ИППП), относится к группе хламидийных инфекций.

Шифр по Международной классификации болезней МКБ-10: А56, А74.0. [1]
Неуклонный рост выявляемости заболевания в различных странах объясняется внедрением скрининга хламидийной инфекции и использованием чувствительных методов диагностики, таких как амплификация нуклеиновых кислот. В различных странах число зарегистрированных больных урогенитальным хламидиозом увеличилось в несколько раз - отмечена четкая корреляция уровня инфицированности Chlamydia trachomatis с возрастом моложе 20-25 лет, рискованным сексуальным поведением, использованием оральных контрацептивов.
Основной путь инфицирования C. Trachomatis половой, при орально-генитальных контактах хламидийное поражение глотки встречается реже, в отличие от гонореи. У больных цервицитом C. Trachomatis выявляется в 20-40 % наблюдений, сальпингитом - в 20-70 %.
Данные ВОЗ свидетельствуют о том, что у 35-50 % новорожденных, матери которых инфицированы C. trachomatis, развивается хламидийная офтальмия (в 5 раз чаще гонококковой), у 11-20 % - пневмония 
До 1994 года ни в одной стране мира (кроме Швеции) не осуществлялся статистический учет больных хламидийной инфекцией, однако экстраполированные данные свидетельствуют о трехкратном превышении уровня заболеваемости хламидиозом по сравнению с гонореей. [2]
В различных странах число зарегистрированных больных урогенитальным хламидиозом увеличилось в несколько раз - отмечена четкая корреляция уровня инфицированности Chlamydia trachomatis с возрастом моложе 20-25 лет, рискованным сексуальным поведением, использованием оральных контрацептивов.

В Российской Федерации заболеваемость хламидийной инфекцией в 2014 году составила 46,9 случая на 100 000 населения: у лиц в возрасте от 0 до 14 лет — 0,7 случая на 100 000 населения, у лиц в возрасте 15—17 лет — 45,8 случая на 100 000 населения, у лиц в возрасте старше 18 лет — 56,2 случая на 100 000 населения.

Аналогичные показатели и по Новгородской области.
Однако эти цифры отражают скорее неполную регистрацию заболевания, чем реальную заболеваемость по стране.

По данным международного центра по контролю за заболеваемостью (CDC), аналогичные показатели в США в разы выше. [3]
Заболеваемость хламидиозом в США, 2015
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Низкая выявляемость хламидиоза приводит к развитию осложнений, инвалидизации, мужскому и женскому бесплодию.

ЭТИОЛОГИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЛЯ
Хламидии и родственные им микроорганизмы, входящие в порядок Chlamydiales, являются облигатными внутриклеточными паразитами человека и животных. Широкий спектр заболеваний и особенности течения инфекций, вызываемых этими возбудителями, обусловливают необходимость всестороннего изучения микроорганизмов данной группы. 
Chlamydia trachomatis, открытая раньше других хламидий (Prowazek S., 1907), является наиболее изученным представителем порядка Chlamydiales.

Среди инфекций, вызываемых C. trachomatis, следует прежде всего отметить заболевания урогенитального тракта и эндемичную трахому (хронический кератоконъюнктивит) – заболевание, широко распространенное в развивающихся странах Азии, Африки и Южной Америки. 
Таксономия и номенклатура хламидий длительное время были неточными и во многом противоречивыми. На ранних этапах исследований нечеткость классификации возникла на уровне определения группы, к которой необходимо было отнестиданный микроорганизм – вирус или бактерию. До 60-х годов считалось, что хламидии принадлежат к вирусам вследствие их небольших размеров и неспособности поддерживать рост на искусственных питательных средах.

В 1966 году L. Page, интенсивно изучавший морфологию, цитологию, химическую структуру и метаболизм хламидий, высказал мнение, что их следует отнести к бактериям.

Первые исследователи трахомы L. Halberstädter и S. Prowazek (1907) предложили для наименования семейства термин Chlamydozoa (от греч. Chlamys – мантия) для обозначения матрикса вокруг элементарных телец, наблюдаемых при окраске по Гимзе. Позже, в 1934 году, Bedson Meyer установил сходство в жизненных циклах возбудителей трахомы и пситтакоза.

Таким образом, в семействе появилс новый вид, который первоначально получил название Bedsonia (1953), а впоследствии был переименован в Chlamydia psittaci. В 1945 году Jones, Rake и Stearns, акцентируя различия между хламидиями и риккетсиями, предложили таксономически обоснованное название рода – Chlamydia.

Между 1957 (VII изд. Определителя микроорганизмов Bergey) и 1975 гг. (VIII изд. Определителя микроорганизмов Bergey) дискуссия велась относительно числа родов в семействе Chlamydiaceae. В 1968 г. L. Page предложил различать два вида в одном роде, а именно C. Trachomatis и C. psittaci. Согласно фенотипическим признакам, положенным в основу классификационного деления, штаммы Chlamydia trachomatis различались по способности накапливать гликоген, который хорошо виден во включениях при окрашивании йодом, а также по чувствительности к сульфадиазину.

Таким образом, до середины 80-х годов все бактерии с химическими характеристиками, морфологией и циклом развития, типичными для хламидий, относились либо к C. trachomatis, либо к C. psittaci. Согласно определению, предложенному K.D.E. Everett (1999), “порядок Chlamydiales включает облигатных внутриклеточных бактерий, которые имеют сходный с хламидийным цикл развития, характеризуются наличием грамположительных или грамотрицательных инфекционных элементарных телец (ЭТ) и обладают >80 % уровнем гомологии по последовательности 16S и 23S рРНК генов”. [4]
В настоящее время порядок Chlamydiales включает семейство Chlamydiaceae, а также представленные единичными видами семейства Simkaniaceae, Parachlamydiaceae и Waddliaceae
Род Chlamydia до недавнего времени включал все известные виды хламидий. В соответствии с измененной классификацией виды Chlamydia pneu0 moniae, Chlamydia psittaci и Chlamydia pecorum выделены в отдельный род Chlamydophila. Типовым представителем рода Chlamydia по-прежнему является C. trachomatis.

Два новых вида C. Muridarum и C. suis, вошедших в род Chlamydia, проявляют большее генетическое (97 % гомологии по последовательности 16S и 23S рРНК генов) и фенотипическое сходства с C. Trachomatis по сравнению с другими представителями семейства Chlamydiaceae.
Большинство штаммов рода Chlamydia обладают сходными по структуре экстрахромосомными элементами. Важнейшей фенотипической особенностью представителей этого рода является способность накапливать гликоген во включениях. [5]
Разные штаммы рода Chlamydia могут образовывать различные по морфологии включения и отличаются по уровню резистентности к сульфадиазину.
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Согласно классификации, Chlamydia trachomatis является исключительно паразитом человека. Различные штаммы C. Trachomatis способны вызывать трахому, урогенитальные заболевания, некоторые формы артрита, конъюнктивит и пневмонию у новорожденных.

Все представители порядка Chlamydiales характеризуются двухфазным циклом развития, состоящим из чередования функционально и морфологически различных форм – ЭТ и ретикулярных телец (РТ).
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ЭТ представляют собой метаболически неактивные круглые клетки диаметром 0,2–0,6 мкм, имеющие внутреннюю и наружную мембраны и вариабельное периплазматическое пространство. Циклразмножения хламидий инициируется при поглощении ЭТ эукариотической клеткой вследствие эндоцитоза. На этой стадии ЭТ постоянно находятся внутри цитоплазматических включений, где увеличиваются до 0,6–1,5 мкм, превращаясь в РТ и претерпевая многократное деление.

Схема внутриклеточного развития хламидий
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А - захват клеткой элементарных телец; В, С - превращение элементарного тельца в ретикулярное; D - рост и развитие ретикулярных телец; Е - превращение ретикулярных телец в элементарные тельца нового поколения; F - разрушение клетки и высвобождение элементарных телец; d - ограничение роста и развития; f - длительное существование нетипичных форм хламидий в клетке
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Включения представляют собой уникальные вакуоли, которые не подвергаются окислению и не сливаются с лизосомами. Через некоторое время РТ уплотняются в ЭТ, которые выходят из хозяйской клетки путем экзоцитоза или разрыва клеточной мембраны. Инфекционный цикл, таким образом, не требует наличия промежуточного хозяина.
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Многие виды порядка Chlamydiales способны к латентному существованию или персистенции в организме хозяина.

КЛИНИЧЕСКАЯ КАРТИНА УРОГЕНИТАЛЬНОГО ХЛАМИДИОЗА У ЖЕНЩИН

В соответствии с топографией поражения различают хламидийное поражение нижнего (цервицит, уретрит, цистит, вульвовагинит) и верхнего отделов мочеполовой системы, а также экстрагенитальную локализацию патологического процесса.
Самая частая клиническая форма хламидийной инфекции у женщин - цервицит, так как C. Trachomatis обладают выраженным тропизмом к цилиндрическому эпителию. В то же время возможно хламидийное поражение вульвы у новорожденных и влагалищного свода у женщин, которым произведена гистерэктомия. В клиническом и эпидемиологическом отношении является важным субъективно-асимптомное течение хламидийного цервицита у 2/3 инфицированных женщин. Последние данные свидетельствуют о том, что при неосложненной цервикальной инфекции у значительного числа пациенток имеется субклиническая хламидийная инфекция верхних отделов репродуктивной системы. 
Симптомы хламидийного цервицита обычно можно обнаружить через 3 недели после инфицирования: у незначительного количества пациенток отмечаются дискомфорт в области наружных половых органов, иногда - дизурия, диспареуния, болевой синдром с локализацией в нижней части живота. Особенностью хламидийного цервицита является отсутствие видимых изменений слизистой оболочки у 20-25 % пациенток. 
Описаны такие клинические симптомы хламидийного цервицита, как повышенная контактная кровоточивость слизистой оболочки, межменструальные кровянистые выделения из половых органов, слизисто-гнойные выделения из цервикального канала, наличие эктопии. 
Предположить диагноз хламидийной инфекции можно при изучении анамнестических данных пациентки: возраст 25 лет или меньше, рискованное сексуальное поведение, указания на недавнюю смену полового партнера без использования барьерных методов контрацепции, перенесенные инфекции, передаваемые половым путем (ИППП), или воспалительные гинекологические заболевания.
Еще одной особенностью хламидийной инфекции у женщин является часто отмечаемое одновременное (или последовательное) инфицирование цервикального канала, уретры, больших вестибулярных и/или парауретральных желез, прямой кишки, ротоглотки.
Хламидийный уретрит у женщин не имеет патогномоничных клинических симптомов. При исследовании мочи определяется лейкоцитурия при отсутствии бактериурии. Поражение аноректальной области у женщин также достаточно часто отмечается при хламидийном цервиците.
Нередко наблюдается ассоциация хламидийной инфекции с другими урогенитальными заболеваниями бактериальной и/или вирусной этиологии.
При цитологическом исследовании слизистой оболочки шейки матки могут быть выявлены изменения, наиболее характерным из которых является наличие вакуолей в цитоплазме метаплазированных клеток с мелкими гранулами, имеющими розовато-фиолетовую окраску [6].
В диагностике хламидийного цервицита немаловажное значение могут иметь результаты кольпоскопического исследования, позволяющие оценить локализацию патологического процесса для последующей биопсии в целях дифференциальной диагностики. Пациенткам с хламидийным поражением шейки матки показано динамическое цитологическое и кольпоскопическое обследование после элиминации C. trachomatis, если при первичном исследовании были выявлены такие изменения, как зона трансформации, эктопия и др., так как получены данные о том, что C. Trachomatis могут являться кофактором диспластических процессов [5].
Как было сказано выше, наличие хламидийного цервицита, протекающего в значительном числе наблюдений субъективно-асимптомно, является фактором риска в развитии восходящего воспалительного процесса, в первую очередь в эндометрии.
Восходящему инфицированию эндометрия могут способствовать инвазивные гинекологические манипуляции, наличие внутриматочной спирали, другие факторы. Поражение эндометрия при хламидийной инфекции, как правило, сопровождается сальпингитом или сальпингоофоритом.
В эпителии маточных труб существуют анатомические предпосылки к развитию хламидийной инфекции - неравномерное изменение длины реснитчатых и секреторных клеток в различные фазы менструального цикла. Хламидийные повреждения верхних половых путей у женщин характеризуются следующими морфологическими изменениями: определяется чередование локусов с явлениями острого воспалительного процесса (альтерация эпителиоцитов с резко выраженной вакуолизацией, наличие в цитоплазме элементарных телец - ЭТ, отек подслизистого слоя, полнокровие сосудов микроциркуляторного русла) с фрагментами, имевшими признаки различных стадий репаративных процессов (развитие грануляционной ткани и трансформация ее в соединительную, трансформация ЭТ в ретикулярные тельца [РТ] хламидий). Данные морфологические изменения свидетельствуют о том, что возбудитель заболевания постоянно изменяет форму существования. Первичная альтерация, развившаяся при первом контакте с C. trachomatis, проявившаяся массивной вакуолизацией эпителия, достаточно быстро подвергается реституции (вместе с этим исчезают клинические признаки заболевания), а возбудитель сохраняется исключительно внутриклеточно в виде РТ. Таким образом, несмотря на возможное разрешение клинических симптомов, не происходит самоизлечения, а развивается носительство, которое создает реальные предпосылки как для передачи заболевания половому партнеру, так и для обострения латентно существующего воспалительного процесса при наличии неблагоприятных условий.
При распространении воспалительного процесса на полость брюшины развивается синдром Фитц-Хью-Куртиса, связь которого с C. Trachomatis считается доказанной.
Обобщенные данные о частоте развития осложнений при хламидийном цервиците свидетельствуют: в 50 % наблюдений имеется эндометрит, в 4,5 % - перигепатит, в 2,5 % - периаппендицит и перисигмоидит.
КЛИНИЧЕСКАЯ КАРТИНА УРОГЕНИТАЛЬНОГО ХЛАМИДИОЗА У МУЖЧИН 

У мужчин клиническая картина хламидийного уретрита зависит от степени тяжести воспалительного процесса и может проявляться скудными непостоянными слизистыми (реже гнойными) выделениями из мочеиспускательного канала чаще по утрам, зудом, жжением в уретре, дизурией, болью в промежности, нарушением эрекции и оргазма, возможны ночные болезненные эрекции. При исследовании двухстаканной пробы в 1-й или обеих порциях мочи определяются слизистые нити, хлопья, что свидетельствует о переднем или тотальном уретрите.
Несвоевременное выявление заболевания и отсутствие лечения приводят к различным осложнениям. У мужчин наиболее часто обнаруживаются эпидидимит, орхит, сопровождающиеся соответствующими клиническими проявлениями.
Еще одним осложнением хламидиоза является синдром Рейтера, который проявляется воспалением мочеиспускательного канала (у женщин – канала шейки матки), глаз и суставов.

Реактивный артрит - синдром Рейтера

Триада "артрит, уретрит, конъюнктивит" описана в 1916 году Рейтером и независимо от него N. Fissinger и A. Leroy, поэтому чаще это состояние называют синдромом Рейтера - Киссинджера - Леруа. Заболевание развивается остро после некоторых острых инфекционных заболеваний мочевыделительных и половых органов, а также после диарейных заболеваний. Заболевание характерно для молодого возраста (20-30 лет).

Сейчас разделяют реактивный артрит, приобретенный половым путем (SARA - sexually acquired reactive arthritis), и реактивный артрит после кишечных инфекций (дизентерии, сальмонеллеза, иерсиниоза), возникающий обычно в лагерях военнослужащих.

В патогенезе заболевания большое значение имеет генетическая предрасположенность - наличие HLA-B27 антигена. У людей с этим антигеном повышена частота возникновения ревматических заболеваний, болезни Бехтерева, псориатического артрита.

В уретре значительного числа больных болезнью Рейтера удается обнаружить хламидии, а в крови - антихламидийные антитела. Особенно важное значение имеют факты выделения хламидий из суставов. У больных с болезнью Рейтера в 66-77 % случаев в эпителиальных клетках урогениталий обнаруживаются хламидий.

МЕТОДЫ ЛАБОРАТОРНОЙ 
ИДЕНТИФИКАЦИИ Chlamydia Trachomatis
Классические методы диагностики хламидийной инфекции

Метод клеточной культуры

Долгое время «золотым стандартом» диагностики хламидийной инфекции  являлся  бактериологический метод, основанный на культивировании хламидий в эукариотических клеточных линиях.  Несмотря на то, что указанный метод позволяет выделить возбудитель в  чистой культуре, что является наиболее бесспорным доказательством инфекции,  с точки зрения рутинного лабораторного исследования культуральный метод имеет ряд недостатков. 

Поскольку хламидии – облигатные внутриклеточные паразиты, как и вирусы, то их культивирование в условиях in vitro проводят, используя эукариотические  клеточные линии McCoy или HeLa. Постоянное подержание клеточной культуры в состоянии, необходимом для высокоэффективного заражения хламидиями из клинического материала, процедуры пассажей, анализа и интерпретации результатов исследования включают большое количество ручных манипуляций,  требуя очень высокой квалификации персонала и большого опыта работы. Сам клинический материал необходимо хранить в условиях, обеспечивающих сохранение жизнеспособности и инфекционных свойства возбудителя. Для получения результатов исследования, особенно при низкой посевной дозе возбудителя необходимо проводить серию пассажей, а окончательный анализ культурального исследования осуществляется через 48-72 часов. 

Наконец, персоналу приходится постоянно работать с высококонцентрированным инфекционным материалом, получаемым в процессе культивирования клинических изолятов, что предъявляет высокие требования к биологической безопасности лабораторий [8]. В связи с этим метод не пригоден для скрининговых исследований, к тому же, будучи методом с практически абсолютной специфичностью, как показали  результаты  многочисленных экспериментов диагностическая чувствительность культурального метода находится не превышает 90% 
Иммуноморфологические методы
Наибольшее распространение в рутинной лабораторной практике  получили иммуноморфологические методы – методы прямой и непрямой иммунофлуоресценции (ПИФ и нПИФ), основанные на выявлении структур, содержащих хламидийные антигены, как правило, это -  эпителиальные клетки инфицированные хламидиями или элементарные тельца хламидий. Материал – отделяемое слизистых оболочек обследуемых отделов урогенитального тракта, помещенное на предметное стекло обрабатывается антихламидийнами моно- или поли-клональными антителами, конъюгированными с флуоресцентными метками, после чего проводится визуальная оценка с использованием люминисцентного микроскопа. 

Наличие C.trachomatis-антиген-содержащих структур определяют по характерной картине свечения. Несмотря на то, что выполнение всей процедуры не требует дорогостоящего оборудования и большого количества манипуляций, анализ и интерпретация результатов требует хорошо обученного квалифицированного персонала, значительного времени  для подробного и тщательного изучения  каждого полученного препарата. Интерпретация результатов ПИФ в значительной степени зависит от качества получения материала, в первую очередь из цервикального канала, который в норме содержит достаточное количество слизи. Неправильно полученный материал, без достаточного количества эпителиальных клеток, с избытком слизи может снизить диагностическую чувствительность в 10 раз.   

В 1986 г. Коллегия Патологов Америки инициировала комплексную оценку использования метода ПИФ для диагностики хламидийной инфекции проводимой разными лабораторями США. В отчетном докладе по результатам за 1986-1992гг.  указывается на значительные расхождения в выполнении процедуры фиксации, учета количества элементарных частиц, необходимых для положительного заключения о наличии инфекции, используемых в работе антител. Снижении порога значимости ниже 10 флуоресцирующих включений в поле зрения приводило к снижению специфичности теста. Авторы отчета подчеркивают, что в значительной степени результаты зависели от подготовленности, опыта и длительности работы лабораторного персонала 

Диагностическая чувствительность иммуноморфологических методов находится в пределах от 50-80%. Помимо описанных методов, как исторический этап в развитии лабораторной диагностики хламидийной инфекции использовались и цитоскопические методы с окраской по Романовскому-Гимзе, однако чувствительность и специфичность данных методов уступала методу ПИФ и тем более культуральному.

Иммунологические методы

Следует особо остановиться на использовании серологических методов диагностики хламидийной инфекции, подчеркнув, что в отличие от выше описанных методов, направленных на выявление самого возбудителя, серологические методы основаны на выявлении циркулирующих в периферической крови антихламидийных антител разных классов – IgA, IgM, IgG т.е. являются непрямыми. Положительные результаты серологических методов отражают имевшийся контакт с хламидийными антигенами и не позволяют надежно дифференцировать перенесенную хламидийную инфекцию - от текущей. 

Более того при  ранней и неосложненной  инфекции контакт с центральным звеном  иммунной системы долгое время остается минимальным, не позволяя добиться уровня ее сенсибилизации, необходимого для выработки достаточной для определения количества  антител.  В этом случае даже определение ранних антител – IgM в большинстве случаев не эффективно. К этому следует добавить то, что  хламидии являются слабыми иммуногенами, а воспалительная реакция  носит преимущественно  местный характер.

Использование данных методов для диагностики ранней и хронической неосложненной хламидийной инфекции малоинформативно.  Ценность   результатов серологических исследований возрастает при изучении этиологии ВЗОМТ, трубного бесплодия, особенно когда отсутствует возможность использования прямых методов диагностики. В этом случае, высокие титры антихламидийных антител, нарастающие в динамике могут служить диагностическим маркером патологического процесса, вызванного C.trachomatis. Однако окончательное установление этиологии заболевания требует прямого доказательства наличия возбудителя в очаге.

В заключение обзора традиционных методов диагностики хламидийной инфекции нельзя не обойти важнейшую тему контроля качества лабораторных  исследований и преемственности результатов диагностики, выполненных в разных лабораториях. К сожалению, указанные методы, обладая значительной долей субъективности, не позволяют обеспечить стандартизацию лабораторных исследований в рамках разных лабораторий, а также проводить внешний контроль качества. Это в свою очередь затрудняет оценку получаемой информации о заболеваемости хламидийной инфекцией, объективности и правомочности поставленных  диагнозов.

Очевидно, что дальнейшее развитие лабораторных инструментов диагностики ХИ призвано компенсировать эти недостатки. Таким образом, решение задачи максимально полного выявления инфицированных лиц предполагает разработку новых методов диагностики, обладающих наибольшей аналитической чувствительностью и специфичностью, объективностью оценки результатов исследования и  позволяющих проводить масштабные скриниговые исследования. Проведенный анализ результатов большого количества лабораторий в США показал, что от 20% до 40% случаев хламидийной инфекции могут быть пропущены при использовании традиционных рутинных методов диагностики ХИ .

Молекулярно-биологические методы диагностики хламидийной инфекции

Развитие молекулярной биологии – открытие генетического кода, изучение структуры  и роли нуклеиновых кислот ДНК и РНК как хранилища генетической информации живой материи - открыло новые возможности в изучении и диагностике микроорганизмов. Накапливаемые данные об организации геномов микробов и вирусов,  изучение генетического полиморфизма, идентификация уникальных и специфических для разных видов микроорганизмов участков генома послужили реализации идеи использования генетического материала в качестве мишени для диагностики возбудителей инфекций. Поскольку наличие генетического материала является основополагающим принципом организации живых существ, то методы выявления ДНК и РНК относятся к прямым диагностическим инструментам.

Методы гибридизационного анализа

Исторически первыми молекулярно-биологическими методами стали методы, основанные на гибридизационном анализе с использованием олигонуклеотидных зондов. В отечественной литературе данные методы упоминаются как методы ДНК-, РНК-зондов. Олигноуклеотидные зонды – короткие искусственно синтезируемые молекулы ДНК или РНК, нуклеотидная последовательность которых  комплементарна специфическому участку генома микроорганизма. В случае наличия ДНК возбудителя в исследуемом образце зонд связывался с комплементарным участком, а результат такого связывания обнаруживался благодаря наличию в составе зонда радиоактивной или позже нерадиоактивной метки.

Серия первых работ по выявлению C.trachomatis с помощью ДНК-зондов позволили добиться чувствительности - 91%, однако  жесткие требования к условиям  работы с радиоактивными материалами, трудоемкость процедуры и низкая пропускная способность тестов на фоне относительно низкой чувствительности не позволили данным методикам найти широкое применение в рутинной лабораторной практике для диагностики ХИ.  Использование в составе зондов нерадиоактивных лигандов существенно расширило возможности совершенствования   технологий ДНК-зондов, и, в конечном счете, привело  к созданию коммерческих тест-систем и к значительно более широкому их использованию для диагностики ИППП.  За рубежом  наиболее распространенными коммерческими тест-системами на основе технологии гибридизационных зондов являются  «Digene Hybrid Capture» (Digene, San Diego, USA) и «Gen-Probe PACE 2» (Gen-Probe, San Diego, USA). В России данные зарубежные тест-системы ввиду высокой себестоимости анализа не получили широкого распространения, а отечественные коммерческие тест-системы на основе ДНК/РНК-зондов не созданы.

Методы амплификации нуклеиновых кислот (МАНК)

По-настоящему переломным этапом в развитии диагностики ХИ, как впрочем и других инфекционных заболеваний, стало появление молекулярно-биологических методов, основанных на амплификации нуклеиновых кислот (МАНК).  МАНК объединяют группу методов, использующих в качестве мишени короткий участок ДНК или РНК, уникальный для того или иного вида возбудителя, который с помощью специфических олигонуклеотидных праймеров (затравок)  энзиматически  многократно копируется (амплифицируется), причем накопление такого продукта происходит в геометрической прогрессии, по экспоненциальному механизму.  В результате, даже при наличии минимального исходного количества  возбудителя - теоретически одной копии его генома - в результате реакции амплификации, занимающей обычно 1-2 часа, происходит накопление продукта реакции, превышающее исходное количество фрагментов генома в миллионы и миллиарды раз.  

Тем самым, МАНК обладают наибольшей на сегодняшний день аналитической чувствительностью, что позволяет добиться обнаружения даже минимальных количеств микроорганизмов в исследуемом материале, и как следствие, выявить максимальное число инфицированных лиц, включая тех, у которых инфекция протекает с низкой плотностью обсемененности возбудителем.  Специфичность реакции главным образом определяется олигонуклеотидными праймерами, представляющими собой,  как и олигонуклеотидные зонды – короткие искусственно синтезируемые молекулы ДНК. На основе имеющийся  информации о структуре генома возбудителя,  праймеры разрабатываются таким образом, чтобы  обеспечить их  взаимодействие со строго специфическим участком генома данного вида. Таким образом достигается высокая диагностическая специфичность МАНК.  

Развитию направления амплификационных технологий положило изобретение в 1983 г. метода  полимеразной цепной реакции (ПЦР) имеющего поистине революционное значение для молекулярной биологии, биотехнологии и в последствии для клинической лабораторной диагностики. Зарубежные коммерческие МАНК в настоящее время включают тесты на основе ПЦР компании Roche Diagnostic Corporation (Basel, Switzerland)   «Cobas Amplicor CT/NG test» для выявления Chlamydia trachomatis и Neisseria gonorrhoeae  в материале из урогенитального тракта. На основе технологии SDA (Strand Displacement Amplification) выпускаются коммерческие тест-системы BDProbeTec ET для диагностики Chlamydia trachomatis   и Neisseria gonorrhoea - (Becton Dickinson Company, New Jersey, USA). Компания Gen-Probe (Digene, San Diego, USA) для выявления РНК C.trachomatis и N.gonorrhoeae выпускает тест-системы на основе реакции траскрипционной амплификации ТМА (Transcription Mediated Amplification). Многочисленные и многолетние  исследования показали бесспорное преимущество МАНК пред не-амплификационными методами. 

Диагностическая чувствительность данных тестов находится в пределах 85-98%, а чувствительность тестов последнего поколения вплотную приближается к 100%. Кроме того, к дополнительным преимуществам этих методов следует отнести отсутствие столь высоких, как в случае бактериологических исследований, требований к условиям хранения и транспортировки  клинического материала и необходимости в сохранении жизнеспособности возбудителей; и как в случае цитологических и микроскопических методов отсутствие жестких требований к качеству исследуемого материала. 

Благодаря высокой чувствительности и специфичности стало возможным исследовать материал, получаемый неинвазивным путем – мочу, отделяемое влагалища, благодаря чему во многих развитых странах налажен скрининг населения, входящего в группу риска  на наличие хламидийной инфекции. В проспективном исследовании, проведенным Scholes было показано, что подобный скриниг позволил добиться снижения случаев ВЗОМТ на 56% . Наконец существует  возможность определять несколько различных возбудителей в одном клиническом образце - все описанные коммерческие тесты позволяют проводить одновременное исследование на два возбудителя - C.trachomatis и N.gonorrhoeae, часто присутствующих в ассоциированной форме.

ПЦР в очень упрощенном виде воспроизводит процесс удвоения генетического материала – ДНК при клеточном делении. В  ПЦР также используются ключевые компоненты необходимые для удвоения ДНК: термостабильная ДНК-полимераза, синтетические олигонуклеотидные праймеры - по одному для каждой цепи и 4 типа нуклеотидов, из которых синтезируется полинуклеотидная цепь.  Реакция амплификации  состоит из трех циклически повторяющихся этапов, которые включают: разделение двух цепей ДНК на одиночные, гибридизацию праймеров со специфическими участками своих цепей с инициацией синтеза новых цепей, который заканчивается появлением новых двухцепочечных молекул ДНК. Вновь образовавшиеся двухцепочечные молекулы ДНК включаются в следующие циклы амплификации. В результате повторяющихся 30-45 циклов амплификации концентрация специфических фрагментов ДНК - ампликонов, накапливаясь в геометрической прогрессии, увеличивается  в  106-109 раз.   Каждый этап цикла протекает при разной температуре, поэтому для проведения ПЦР разработаны и используются программируемые термостаты или амплификаторы.  Таким образом, ПЦР – это воспроизведение в условиях in vitro не всего генетического материала микроорганизма, а только небольшого фрагмента ДНК – строго, специфического для данного вида возбудителя.

Для того, чтобы объективно понимать возможности и «подводные камни» необходимо напомнить, что  ПЦР-исследование на наличие возбудителя в клиническом материале включает три технологические связанные друг с другом последовательные процедуры, которые в силу специфики технологии  должны выполняться в отдельных боксированных лабораторных зонах. 

Первый процедура – обработка клинического материала, целью которой является экстракция и очистка нуклеиновых кислот от других клеточных или внеклеточных компонентов. Присутствующие в клиническом материале разнообразные вещества – белки, полисахариды, соли, и др. могут подавлять (ингибировать) реакцию амплификации, тем самым, приводя к появлению ложно-отрицательных результатов. 

Следует подчеркнуть, что накопленный на сегодняшний день опыт позволил разработать и внедрить в виде коммерческих наборов эффективные и достаточно простые методы пробоподготовки и свести данную проблему к минимуму. Более того,   за рубежом ряд  компаний выпускают автоматические экстракторы нуклеиновых кислот, позволяющие свести к минимуму фактор лабораторного персонала на этом этапе. Среди зарегистрированных в нашей стране стоит отметить прибор - Nuclisense EasyMag производства компании bioMerieux (Франция), позволяющий в автоматическом режиме проводить экстракцию ДНК и РНК из самого широкого спектра клинического материала – крови, ликвора, отделяемого урогенитального тракта, мокроты и мочи. Однако высокая стоимость самого прибора и реагентов сдерживает его широкое использование в лабораторной практике. 

Вторая процедура ПЦР-исследования - собственно постановка и проведение реакции амплификации, в результате которой, как описывалось выше, при наличии очищенного препарата ДНК возбудителя образуется продукт амплификации – огромное множество идентичных коротких фрагментов – ампликонов, являющихся  многочисленными копиями определенного специфического участка генома микроорганизма. 

После этого проводится третья процедура, которая  заключается в  идентификации продуктов амплификации и окончательном анализе результатов ПЦР-исследования. Наиболее распространенным способом детекции продуктов ПЦР в нашей стране до последнего времени оставался электрофорез в агарозном геле – метод простой, не требующий дорогостоящего оборудования, но создающий высокий риск контаминации продуктами амплификации. Процедура  детекции  состоит в извлечении продукта амплификации из пробирок и внесение в агарозный гель для электрофоретического анализа.  

Как уже описано выше, в процессе ПЦР образуется огромное количество продуктов амплификации – коротких двухцепочечных фрагментов ДНК или ампликонов. Ампликоны являются одновременно и продуктом амплификации и матрицей для  последующих раундов амплификации. В случае попадания ампликонов после проведения электрофореза в новую партию исследуемого клинического материала или в реактивы,  возможна их новая амплификация и появление положительных результатов в отсутствие ДНК определяемого возбудителя, т.е. - ложно-положительных результатов. 

Собственно говоря, риск контаминации продуктами амплификации – основной «подводный камень» препятствовавший широкому внедрению ПЦР в рутинную лабораторную практику и вызывающий скепсис относительно достоверности результатов ПЦР-исследования.  В этих условиях основным способом снижения риска контаминации ампликонами служит  строгое соблюдение существующих правил организации ПЦР-лаборатории, предполагающее разделение лаборатории на зоны для проведения разных процедур ПЦР-анализа (обработки клинического материала, постановки ПЦР и проведения электрофореза) и строгое соблюдение  правил поведения лабораторного персонала в соответствующих зонах.

Существование гель-электрофореза затрудняло полноценную интеграцию метода ПЦР в инфраструктуру диагностической лаборатории. Однако ситуации принципиально изменилась с появлением модификации метода ПЦР, позволяющей совместить амплификацию с одновременной детекцией накопления ее продуктов непосредственно в процессе реакции, при этом,  не прибегая к их извлечению из пробирок. Такая модификация ПЦР за рубежом получила название - Real-Time PCR или «ПЦР в реальном времени».

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) – новые возможности диагностики хламидийной инфекции

Первые работы посвященные ПЦР-РВ появились в начале 90-годов прошлого века. В работе возможность регистрации накопления сигнала флуоресценции  флуоресцентных красителей,  которые связываются с накапливаемыми в процессе реакции ампликонами, и используются при гель-электрофорезе. Однако по-настоящему использование всех возможностей метода ПЦР-РВ стало возможным с появлением технологии флуоресцентно-меченных зондов (ФМ-зондов), которые  добавляются  в ПЦР-смесь  и при появлении специфического продукта амплификации гибридизуются с ним, вызывая  увеличение уровня  флуоресцентного сигнала. Для этих целей разработаны специальные приборы, совмещающие в себе амплификатор и флюориметрический детектор. 

Как уже стало очевидным, ПЦР-РВ не предполагает пост-амплификационный анализ продуктов реакции и извлечение контаминационно-опасного содержимого пробирок. Следовательно, значительно снижается риск контаминации и отпадает необходимость в отдельной лабораторной зоне. Еще больше увеличивается объективность интерпретации результатов ПЦР-исследования, поскольку обработка ведется с помощью программного обеспечения прибора. Значительно, практически в два раза,  сокращается общее время исследования позволяя получить результат уже через 1.5 – 2 часа после поступления клинического материала в лабораторию.  За рубежом компанией Abbott Molecular Inc. разработана и выпускается автоматическая платформа для выявления C.trachomatis и N.gonorrhoeae на основе технологии ПЦР-РВ.  

Достоинство и преимущество метода ПЦР-РВ состоит не только в упрощении организации ПЦР-лаборатории и увеличении достоверности результатов ПЦР-анализа. Данный метод впервые позволяет проводить количественную оценку содержания ДНК микроорганизма в клинической пробе. Еще на заре первых  работ посвященных методу ПЦР-РВ был сделан крайне важный вывод  о прямой зависимости исходного количества амплифицируемой ДНК и началом регистрации флуоресцентного сигнала [14]. На основании чего были разработаны протоколы определения  концентрации ДНК возбудителей, имеющие важное клиническое и диагностическое значение.  

В литературе имеются работы, которые показали, что существует  корреляция между выраженностью клинических проявлений при ХИ и концентрацией C.trachomatis в отделяемом урогениального тракта. [16]. Анализируя причины неудачи терапии некоторых пациентов с ХИ, делается предположение о возможной связи между исходной высокой плотностью колонизации хламидиями и формированием гетеротипической устойчивости хламидий к антибактериальным препаратам. Возможно, что определение исходной концентрации ДНК C.trachomatis позволит в дальнейшем прогнозировать ответ на антибактериальную терапию и выбирать наиболее оптимальную схему лечения. Кроме того, выявление низкой концентрации ДНК C.trachomatis в отделяемом урогенитального тракта позволит более объективно оценивать и объяснять несовпадающие результаты амплификационных и не-амплификационных методов диагностики ХИ.

В нашей стране уже разработаны тест-системы на основе ПЦР-РВ и  налажено их серийное производство. Тест-системы производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора с торговой маркой «Амплисенс» для выявления C.trachomatis и возбудителей других ИППП прошли Государственную регистрацию и получили Регистрационные удостоверения Росздравнадзора. 

NASBA-Real-Time (реакция транскрипционной амплификации НАСБА в реальном времени)

В качестве  альтернативы ПЦР, в основе которой лежит принцип удвоения генетического материала при делении клеточных систем, в 1990г. была предложена методика, моделирующая в условиях in vitro репликацию ретровирусов, где в качестве мишени для амплификации служит одноцепочечная молекула РНК. Методика, названная «Self-Sustained Sequence Replication» или 3SR, базируется на конкурентном действии  трех ферментов, участвующих в ретровирусной репликации - обратной транскриптазы, рибонуклеазы Н (РНКазаН) и ДНК-зависимой РНК-полимеразы. Реакция протекает с участием специфических праймеров при постоянной температуре. В результате реакции амплификации за 60-90 минут образуется до 109 -1012 копий РНК.

В 1991г. в  оптимизированном и более совершенном виде технология на основе  3SR была использована для диагностики ВИЧ  под названием NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification). В настоящее время NASBA является запатентованным названием технологии,  на базе которой выпускаются коммерческие наборы  реагентов с  торговой маркой  «NucliSens» (bioMerieux, Франция). Близким аналогом реакции НАСБА является упомянутая выше реакция транскрипционной амплификации ТМА, запатентованная компанией GenProbe (США).

Следует выделить некоторые особенности технологий НАСБА и ТМА которые могут иметь преимущество  перед ПЦР при диагностике инфекционных агентов. Как уже было сказано, мишенью для 3SR-амплификации в отличие от ПЦР служит молекула РНК, а  использование при диагностике бактериальных инфекций рибосомной РНК может давать  некоторые преимущества. Во-первых, количество копий  рибосомной РНК, входящей в состав рибосом, может достигать от нескольких сотен до нескольких десятков тысяч на клетку, обеспечивая  даже при минимальной концентрации бактериальных клеток в пробе достаточно высокую концентрацию  мишеней для амплификации. В настоящее время считается что последнее поколение тест-систем ТМА  - «TMA –APTIMA Combo-2 Assay» обладают самой высокой среди других МАНК аналитической чувствительностью для C.trachomatis, позволяя улавливать единичные бактерии. В связи с этим диагностическая чувствительность таких тестов приближается к 100%.

Во-вторых, РНК гораздо менее стабильный  по сравнению с ДНК материал и результаты диагностики на основе НАСБА могут более адекватно отражать  эффективность проводимой  антибактериальной терапии. Поскольку ДНК C.trachomatis благодаря своей стабильности  может достаточно долго выделяться из урогенитального тракта после успешно проведенной терапии, то контроль излеченности рекомендовано проводить  через 3-4 недели после окончания лечения. В то же время  РНК достаточно быстро деградирует при гибели и разрушении клетки, поэтому на основании РНК-диагностики можно более точно судить о наличии или отсутствии жизнеспособных возбудителей и текущей инфекции. Первые результаты по возможности использования реакции НАСБА как инструмента контроля эффективности лечения были описаны в работе [17]. Было показано, что РНК C.trachomatis не определялась ни у одного больного через неделю после окончания терапии, в то время как ДНК обнаруживалась у некоторых больных на протяжении еще 2-, 3-х недель. Проведенные в нашей стране исследования также показали, при эффективном лечении элиминация РНК C.trachomais осуществляется значительно быстрее, чем ДНК. В результате реакция НАСБА позволяет не только добиться высокой чувствительности при обнаружении C.trachomatis, но при этом обнаруживать жизнеспособные микроорганизмы.

Разработка коммерческих тест-систем на основе реакции  НАСБА стала возможной после появления технологии ФМ-зондов. В отличие от метода ПЦР для анализа  продуктов  реакции НАСБА использование метода гель-электрофоореза малоинформативно, поэтому в нашей стране данная методика долгое время оставалась неизвестной. Благодаря технологии ФМ-зондов стало возможным регистрировать накопление продуктов амплификации в режиме реального времени, по аналогии с ПЦР-РВ[…]. В результате с использование базовых реагентов для реакции НАСБА («Nuclisens Basic Kit») и специфических для  C.trachomatis праймеров и ФМ-зондов была разработана тест-система «Амплисенс Chlamydia trachomatis-РИБОТЕСТ», успешно пройдя Государственные испытания получила  Регистрационное свидетельство Росздравнадзора.

Появление в России альтернативных методов диагностики ХИ, такого как НАСБА с высокой чувствительностью и специфичностью, но использующего другую мишень для амплификации и другой принцип позволит более объективно оценивать несовпадающие результаты  разных методов диагностики. В частности в работе [17] при сравнении метода ПЦР с культуральным методом было  получено 8 результатов положительных методом ПЦР и отрицательных культуральным методом. Использование в качестве независимого дополнительного метода  - НАСБА позволило подтвердить положительные результаты ПЦР.

Международный центр по контролю заболевемости (CDC) рекомендует ежегодный скрининг всех сексуально активных женщин в возрасте <25 лет, а также скрининг пожилых женщин с повышенным риском заражения (например, у тех, у кого есть новый сексуальный партнер, более одного сексуального партнера, сексуального партнера с параллельными партнерами или cексуального партнера с инфекцией, передающейся половым путем. [7]
Хотя в некоторых сообществах распространенность КТ может быть выше у некоторых женщин в возрасте 25 лет, в целом наибольшее бремя инфицирования приходится на женщин в возрасте менее 25 лет.

Программы скрининга на хламидии снижают уровень воспалительных заболеваний малого таза (ВЗОМТ) у женщин.

Доказательств недостаточно, чтобы рекомендовать рутинный скрининг для C. trachomatis у сексуально активных молодых мужчин из-за ряда факторов - осуществимости, эффективности и экономической составляющей.

Среди женщин основное внимание при проведении скрининга на хламидиоз должно быть уделено выявлению хламидий, предотвращению осложнений, а также тестированию и лечению их партнеров, тогда как целенаправленный скрининг на хламидии у мужчин следует рассматривать только при наличии ресурсов.

Может быть указан более частый скрининг для некоторых женщин (например, подростков) или некоторых мужчин (например, гомосексуалистов - MSM (men who have sex with other men)

Урогенитальная инфекция C. trachomatis может быть диагностирована у женщин путем тестирования первой порции мочи или сбора образцов тампонов из эндоцервикса или влагалища. 
Диагноз уретральной инфекции C. trachomatis у мужчин может быть сделан путем тестирования уретрального тампона или первой порции мочи. МАНК являются наиболее чувствительными тестами для этих образцов и поэтому рекомендуются для выявления инфекции C. trachomatis. Образцы вагинального мазка, могут собираться в медицинском учреждении или самостоятельно. Собранные самостоятельно вагинальные пробирки эквивалентны по чувствительности и специфичности тем, которые собираются клиницистом с использованием МАНК, и женщины считают эту стратегию скрининга весьма приемлемой. Оптимальные типы урогенитальных образцов для скрининга хламидий с использованием МАНК включают в себя первую порцию мочи (мужчины) и вагинальные тампоны (женщины).

Ректальная и ротоглоточная инфекция C. trachomatis у лиц, участвующих в рецептивном анальном или оральном общении, могут быть диагностированы путем тестирования на анатомическом участке воздействия. 
Однако было продемонстрировано, что МАНК обладают повышенной чувствительностью и специфичностью по сравнению с культурой для обнаружения C. trachomatis на ректальных и  ротоглоточных смывах у мужчин.

Большинство людей с C. trachomatis, обнаруженных на ротоглоточных смывах, не имеют симптомов поражения ротоглотки. Однако, когда тестирование на гонорею проводится на ротоглоточном участке, результаты теста на хламидии могут быть также зарегистрированы, потому что некоторые МАНК обнаруживают обе бактерии из одного образца. Данные свидетельствуют о том, что эффективность МАНК на материале, собранном пациентом самостоятельно, сравнима с ректальными тампонами, собранными клиницистом, и эта стратегия сбора образцов для ректального скрининга C. trachomatis является весьма приемлемой. [8] 
Собранные самостоятельно ректальные тампоны являются разумной альтернативой собранным клиницистом ректальным тампонам для скрининга C. trachomatis, МАНК особенно когда клиницисты недоступны. [9]
Есть данные свидетельствующие о том, что образцы цитологии на жидкой основе, собранные для мазков Папаниколау, могут быть приемлемыми образцами для тестирования МАНК , хотя чувствительность теста с использованием этих образцов может быть ниже, чем при использовании образцов шейки матки или вагинального мазка. [10]
ЛЕЧЕНИЕ УРОГЕНИТАЛЬНОГО ХЛАМИДИОЗА 
Целью лечения урогенитального хламидиоза являются элиминация C. trachomatis, разрешение клинических симптомов заболевания, предотвращение развития осложнений и инфицирования половых партнеров и новорожденных.
Наиболее эффективными препаратами для лечения больных урогенитальным хламидиозом являются макролиды, тетрациклины и фторхинолоны.
В 2006 году опубликовано новое Руководство CDC (Center for Diseases Control and Prevention, США) по ведению больных ИППП, в котором представлены рекомендованные и альтернативные схемы назначения этиотропных препаратов (табл.1).

Таблица 1 
Схемы лечения хламидийной инфекции 

	Рекомендованные

	Альтернативные

	• Азитромицин 1,0 г внутрь однократно 

или 

• Доксициклин по 100 мг дважды в сутки внутрь 

в течение 7 дней
	• Эритромицин основание по 500 мг 4 раза в сутки внутрь в течение 7 дней 

или 

• Эритромицин сукцинат по 800 мг 4 раза в сутки внутрь в течение 7 дней 

или 

• Офлоксацин по 300 мг 2 раза в сутки внутрь в течение 7 дней 

или 

• Левофлоксацин по 500 мг внутрь 1 раз в сутки в течение 7 дней


Результаты недавно проведенного метаанализа 12 клинических исследований, выполненных с учетом принципов доказательной медицины, продемонстрировали одинаково высокую эффективность рекомендованных схем лечения: для азитромицина – 97 %, для доксициклина – 98 % наблюдений [8]. В то же время единственным препаратом, курсовая доза которого для лечения хламидийной инфекции равна однократному приему, является только азитромицин.
Азитромицин - полусинтетический антибактериальный препарат широкого спектра действия, первый представитель подкласса азалидов, несколько отличающихся по структуре от классических макролидов. Структурная перестройка путем включения атома азота в 14-членное лактонное кольцо между 9-м и 10-м атомами углерода обусловливает значительное повышение кислотоустойчивости препарата - в 300 раз по сравнению с таковой эритромицина.
Механизм действия азитромицина обусловлен его связыванием с 50S-субъединицей рибосомы микробной клетки и нарушением синтеза белка.
Подобно другим макролидам азитромицин обладает в основном бактериостатическим свойством, но благодаря способности создавать высокие внутриклеточные концентрации на многие патогены, находящиеся внутри клеток, может действовать бактерицидно [11].
Важной фармакокинетической особенностью азитромицина является создание высокой концентрации в тканях репродуктивных органов, причем это достигается даже при однократном приеме. Так, через 24 часа после однократного приема азитромицина в дозе 1 г уровень препарата в ткани предстательной железы составляет 94 мг/л, через 48 ч - 54 мг/л, и даже через 3 недели он остается выше минимальной подавляющей концентрации (МПК) для C. Trachomatis - одного из наиболее частых возбудителей простатита . Высокие концентрации азитромицина, превышающие МПК для N. gonorrhoeae, C. Trachomatis и U. urealyticum, создаются также в секрете простаты и эякуляте [12]. Концентрация азитромицина в цервикальном канале в 1-й день после приема 1 г в 9,5 раза, а через 7 дней - в 5,5 раза превышала уровень препарата в сыворотке.
Азитромицин характеризуется хорошей переносимостью и низкой частотой побочных эффектов.
Ряд сравнительных рандомизированных исследований подтверждает высокую эффективность азитромицина при однократном пероральном приеме в дозе 1 г (97-100%), значительное снижение частоты побочных эффектов со стороны желудочно-кишечного тракта (7,4 % в сравнении с таковой при использовании эритромицина - 38,8 %), отсутствие неблагоприятного влияния на плод [13, 14]. В многоцентровом исследовании, включавшем 347 пациенток, микробиологическая излеченность при применении азитромицина была достигнута 
в 97 % наблюдений, а клиническая - в 86 %. Таким образом, максимальная терапевтическая и экономическая эффективность в сочетании с хорошей переносимостью, удобством применения и безопасностью позволяют рекомендовать использование азитромицина в лечении урогенитального хламидиоза беременных.
В Руководстве CDC (2006 г.) азитромицин впервые введен 
в число рекомендованных препаратов для лечения беременных (табл. 2).
Таблица 2 
Схемы лечения хламидийной инфекции у беременных

	Рекомендованные

	Альтернативные

	Азитромицин 1 г однократно внутрь 

или 

Амоксициллин по 500 мг 3 раза в сутки внутрь 

в течение 7 дней
	Эритромицин (base) по 500 мг 4 раза в сутки внутрь в течение 7 дней 

или 

Эритромицин (ethylsuccinate) по 800 мг 4 раза в сутки внутрь в течение 7 дней 

или 

Эритромицин (ethylsuccinate) по 400 мг 4 раза в сутки внутрь в течение 14 дней


При выявлении хламидийной инфекции целесообразно проводить лечение в отношении N. gonorrhoeae, так как оба заболевания имеют общие пути инфицирования.
С учетом высокого риска реинфицирования и развития грозных для репродуктивной системы осложнений необходимо повторное обследование лиц из групп риска (подростки, молодые женщины) через несколько месяцев после лечения. Следует также проводить лечение половых партнеров, рекомендовать использование барьерных методов контрацепции до получения результатов контрольного клинико-лабораторного обследования.
Своевременное обращение к специалистам, использование сертифицированных методов лабораторной идентификации C.trachomatis, применение эффективных и адекватных методов лечения заболевания позволят предотвратить развитие нарушений репродуктивной функции и избежать других осложнений хламидийной инфекции.
Мета-анализ 12 рандомизированных клинических испытаний азитромицина против доксициклина для лечения урогенитальной хламидийной инфекции показал, что лечение было одинаково эффективным, с уровнем излечения микробного 97 % и 98%, соответственно. Более поздние ретроспективные исследования вызывают озабоченность по поводу эффективности азитромицина для ректальной инфекции C. Trachomatis, [13] однако эти исследования имеют ограничения, и необходимы проспективные клинические испытания, сравнивающие схемы азитромицина и доксициклина для ректальной инфекции C. trachomatis. 

Хотя клиническая значимость инфекции ротоглотки C. trachomatis неясна и рутинное орофарингеальное обследование не рекомендуется, имеющиеся данные свидетельствуют о том, что орофарингеальный C. trachomatis может передаваться половым путем в генитальные узлы. [14] Поэтому обнаружение C. trachomatis из орофарингеального образца следует лечить азитромицином или доксициклином. Эффективность альтернативных антибактериальных препаратов при лечении орофарингеального хламидиоза остается неизвестной. 

В двойном слепом рандомизированном контрольном исследовании доксициклин с отсроченным высвобождением 200 мг таблетки, вводимой ежедневно в течение 7 дней, был так же эффективен, как общий доксициклин 100 мг два раза в день в течение 7 дней для лечения урогенитальной инфекции C. trachomatis у мужчин и женщин и имел более низкую частоту желудочно-кишечных побочных эффектов. Однако этот режим является более дорогостоящим, чем при многократных ежедневных дозах. [15] Доксициклин с задержкой высвобождения (Doryx) 200 мг ежедневно в течение 7 дней может быть альтернативным режимом доксициклина 100 мг два раза в день в течение 7 дней для лечения урогенитальной инфекции C. trachomatis. Эритромицин может быть менее эффективным, чем азитромицин или доксициклин, главным образом из-за частого возникновения желудочно-кишечных побочных эффектов, которые могут привести к прерыванию лечения. Левофлоксацин и офлоксацин являются эффективными альтернативами лечения, но они более дорогие и не дают преимуществ в режиме дозирования. Другие хинолоны либо не надежно эффективны против хламидийной инфекции, либо не были адекватно оценены. 
С позиций доказательной медицины проведение системной энзимотерапии, иммуномодулирующей терапии и терапии местными антисептическими препаратами не рекомендовано.
Показания к госпитализации - диссеминированная хламидийная инфекция (пневмония, перигепатит, перитонит). 
Тестирование на излечение для выявления терапевтической неудачи (т.е. тестирования через 3-4 недели после завершения терапии) не рекомендуется для лиц, получающих рекомендованные схемы, если только остаются прежние симптомы или подозревается повторное заражение. Более того, использование хламидийных МАНК через 3 недели после завершения терапии не рекомендуется, потому что дальнейшее присутствие нежизнеспособных организмов [16] может привести к ложноположительным результатам.

Высокая распространенность инфекции C. trachomatis наблюдалась у женщин и мужчин, которых лечили от хламидийной инфекции в течение предшествующих нескольких месяцев. [17,18] Большинство инфекций после лечения не являются следствием неудачи лечения, а скорее реинфекции, вызванной отказом сексуальных партнеров от лечения или начала половой жизни с новым инфицированным партнером, что указывает на необходимость улучшения образования и лечения сексуальных партнеров. Повторные инфекции вызывают повышенный риск ВЗОМТ и других осложнений у женщин. [19] 
Мужчины и женщины, которые лечились от хламидиоза, должны пройти повторное обследование примерно через 3 месяца после лечения, независимо от того, считают ли они, что  они с их половыми партнерами лечились. [20] Если повторное тестирование через 3 месяца не представляется возможным, клиницисты должны провести повторную проверку, когда лица, следующие за медицинской помощью, в течение 12 месяцев после первоначального лечения.
Работа с сексуальными партнерами

Секс-партнеров следует направлять для оценки, тестирования и предполагаемого лечения, если они имели половой контакт с партнером в течение 60 дней, предшествующих возникновению симптомов у пациента или диагноза хламидиоза. Хотя интервалы экспозиции, определенные для идентификации сексуальных партнеров из группы риска, основаны на ограниченных данных, следует оценивать и лечить самого последнего сексуального партнера, даже если время последнего полового контакта было> 60 дней до появления симптомов или диагноза.

По сравнению со стандартным обращением пациентов с партнерами этот подход к терапии, который включает доставку самого лекарства или рецепта, связан с уменьшением частоты стойких или рецидивирующих проявлений хламидиоза. 
Провайдеры также должны предоставить пациентам письменные учебные материалы, чтобы дать их партнерам по хламидиозу в целом, включить уведомление о том, что партнер (ы) были выявлены, и информацию о важности лечения. Эти материалы также должны информировать партнеров о потенциальных аллергических и побочных эффектах, связанных с терапией, а также симптомах, указывающих на осложнения (например, боли в яичках у мужчин и тазовые или брюшные боли у женщин). Такая практика обычно не рекомендуется для гомосексуальных пар с хламидиями из-за высокого риска для сосуществования инфекций (особенно недиагностированного ВИЧ) среди их партнеров, а также потому, что данные ограничены в отношении эффективности этого подхода для снижения стойких или рецидивирующих хламидий среди этой группы пациентов.
Партнерство, сопровождающее пациентов, когда они возвращаются на лечение, является еще одной стратегией, которая была использована для обеспечения партнерского лечения во избежание реинфекции половым партнерам следует поручить воздерживаться от полового акта до тех пор, пока они и их половые партнеры не получат адекватное лечение (т.е. в течение 7 дней после однократного приема или после завершения 7-дневного курса) и разрешили любые сексуальные отношения симптомы.

ЛЕЧЕНИЕ УРОГЕНИТАЛЬНОГО ХЛАМИДИОЗА 
У БЕРЕМЕННЫХ
Доксициклин противопоказан во втором и третьем триместрах беременности. Данные о человеке предполагают, что офлоксацин и левофлоксацин представляют низкий риск для плода во время беременности с потенциальной токсичностью во время грудного вскармливания; Однако данные исследований на животных вызывают озабоченность по поводу повреждений хряща новорожденных. Таким образом, альтернативные препараты должны использоваться для лечения хламидиоза во время беременности. Клинический опыт и опубликованные исследования показывают, что азитромицин является безопасным и эффективным. Тестирование на излечение с целью изъятия хламидийного документа (предпочтительно, NAAT) рекомендуется через 3-4 недели после завершения терапии, поскольку серьезные осложнения могут возникать у матерей и новорожденных, если инфекция сохраняется. Кроме того, все беременные женщины, у которых диагностирована хламидийная инфекция, должны пройти повторное тестирование через 3 месяца после лечения. Обнаружение инфекции C. trachomatis при повторном скрининге в третьем семестре не редко встречается у подростков и молодых взрослых женщин, в том числе у тех, у кого нет C. trachomatis, обнаруженных во время начального пренатального скрининга.

Женщинам в возрасте до 25 лет и лицам, подверженным повышенному риску заражения хламидиями (например, у тех, у кого есть новый сексуальный партнер, несколько сексуальных партнеров, сексуального партнера с параллельными партнерами или сексуального партнера с инфекцией, передающейся половым путем) должны быть пересмотрены во время третьего триместра беременности, чтобы предотвратить осложнения после рождения у матери и хламидийную инфекцию у младенца.

Из-за беспокойства по поводу стойкости хламидиоза после воздействия антибиотиками класса пенициллина, которое было продемонстрировано в исследованиях на животных и in vitro, амоксициллин в настоящее время рассматривается как альтернативная терапия C. trachomatis у беременных женщин. [21] 
Частые желудочно-кишечные побочные эффекты, связанные с эритромицином, могут привести к несоблюдению этих альтернативных режимов. Более низкие дозы 14-дневного лечения эритромицином можно рассматривать, если желудочно-кишечная толерантность вызывает беспокойство. Эротомицин эритромицин противопоказан во время беременности из-за гепатотоксичности, связанной с наркотиками. 

Лечение ВИЧ-инфицированных
Лица, у которых есть хламидиоз и ВИЧ-инфекция, должны получать такой же режим лечения, как те, у кого нет ВИЧ-инфекции. 

ХЛАМИДИОЗ У НОВОРОЖДЕННЫХ
Дородовой скрининг и лечение беременных женщин являются наилучшим методом профилактики хламидийной инфекции среди новорожденных. 
Инфекция новорожденных C. trachomatis является следствием перинатального контакта с инфицированной шейкой матки. Хотя эффективность неонатальной глазной профилактики с глазными мазками эритромицина для профилактики хламидийной офтальмии неясна, офтальмологическая профилактика этими агентами предотвращает гонококковую офтальмию и поэтому должна быть назначена. 

Начальная неонатальная инфекция C. trachomatis включает поражения слизистой оболочки глаза, ротоглотки, урогенитального тракта и прямой кишки, хотя инфекция может быть бессимптомной в этих местах.
Инфекция C. trachomatis у новорожденных наиболее часто проявляется конъюнктивитом, который развивается через 5-12 дней после рождения. C. trachomatis также может вызвать подострую, афебрильную пневмонию с началом в возрасте 1-3 месяцев. Хотя C. trachomatis является наиболее частой идентифицируемой инфекционной причиной офтальмии новорожденных, неонатальные хламидийные инфекции (включая офтальмию и пневмонию) встречаются реже с момента организации широкомасштабного пренатального скрининга и лечения беременных женщин. 

Хламидийная этиология должна учитываться для всех детей в возрасте до 30 дней с конъюнктивитом, особенно если у матери есть история инфекции хламидиоза. Эти дети должны получить оценку и надлежащий уход и лечение. 

Диагностика хламидиоза у новорожденных
Чувствительные и специфичные методы, используемые для диагностики хламидийной офтальмии у новорожденных, включают в себя как культуру тканей, так и тесты на некультурность (например, тесты на прямую флуоресценцию ПФ и. МАНК. ПФ является единственным некультуральным тестом для выявления хламидий из конъюнктивальных мазков; МАНК не очищаются для выявления хламидий из конъюнктивальных мазков, а клинические лаборатории должны проверять процедуру в соответствии с действующими  правилами. Образцы для культуральной диагностики и тестов на другие исследования должны быть получены из вывернутого века с помощью пробирки с дакроновым наконечником или тампоном, указанным в испытательном наборе изготовителя; образцы должны содержать конъюнктивальные клетки, а не экссудат в отдельности. Эти материалы, оцениваемые на хламидийный конъюнктивит, также должны быть проверены на N. gonorrhoeae .
Лечение поражения органа зрения у новорожденных
Рекомендуемый режим
эритромицина или этилсукцинат 50 мг / кг / день перорально разделяют на 4 дозы ежедневно в течение 14 дней  

Альтернативный режим 

Азитромициновая суспензия, 20 мг / кг / день перорально, 1 доза ежедневно в течение 3 дней * 

*Связь между оральным эритромицином и азитромицином и инфантильным гипертрофическим пилорическим стенозом (IHPS) была зарегистрирована у детей в возрасте <6 недель. Младенцы, которых лечили любым из этих антимикробных препаратов, должны соблюдаться для признаков и симптомов ИГС. 
Хотя данные об использовании азитромицина для лечения неонатальной хламидийной инфекции ограничены, имеющиеся данные позволяют предположить, что короткий курс терапии может быть эффективным.
Топическая терапия антибиотиками сама по себе недостаточна для лечения офтальмии новорожденных, вызванной хламидией, и не нужна при системном лечении. 

Поскольку эффективность лечения эритромицином для офтальмии новорожденному составляет примерно 80%, может потребоваться второй курс терапии. Данные об эффективности азитромицина для офтальмии новорожденного ограничены. Поэтому рекомендуется проследить за младенцами, чтобы определить, было ли начальное лечение эффективным. Следует рассмотреть возможность сопутствующей хламидийной пневмонии. 

Работа с матерями и их половыми партнерами

Матери младенцев, у которых есть офтальмия, вызванная хламидией, и сексуальные партнеры этих женщин должны быть обследованы и пролечены. 

Детская пневмония, вызванная C. trachomatis

Хламидийная пневмония у младенцев обычно развивается через 1-3 месяца и представляет собой подострую пневмонию. Характерными признаками хламидийной пневмонии у новорожденных являются: 1) повторяющийся стаккато-кашель с тахипноэ и 2) гиперинфляция и двусторонние диффузные инфильтраты на рентгенограмме грудной клетки. Кроме того, часто наблюдается периферическаяэозинофилия (≥400 клеток / мм3). Поскольку клинические проявления отличаются, все дети в возрасте 1-3 месяцев, подозреваемые в пневмонии (особенно у тех, чьи матери имеют хламидийную инфекцию), должны пройти обследование на C. trachomatis и пройти курс лечения, если они инфицированы. 

Диагностика хламидийной пневмонии у новорожденных
Образцы для хламидийного тестирования следует собирать из носоглотки. Тканевая культура является стандартным диагностическим тестом на хламидийную пневмонию. Можно использовать другие тесты на ,например, ПФ и МАНК). ПФ - это единственный тест на определение неспецифического антигена для выявления C. trachomatis из носоглоточных образцов, но ПФ образцов носоглотки имеет более низкую чувствительность и специфичность, чем культура. Клинические лаборатории должны проверять процедуру в соответствии с международными правилами. [22] Трахео- аспираты и образцы биопсии легких, если они собраны, должны быть проверены на C. trachomatis. 
Лечение хламидиозной пневмонии у новорожденных
Поскольку результаты теста на хламидиоз часто не доступны в то время, когда должны приниматься решения о начале лечения, лечение пневмонии C. trachomatis должно основываться на клинических и рентгенологических результатах, возрасте младенца (т.е. 1-3 месяца) и риск хламидиоза у матери (т.е. возраст <25, множественные партнеры и история хламидийной инфекции). Результаты тестов на хламидийную инфекцию помогают в лечении болезни младенца. 
Рекомендуемый режим
Базовые препараты - эритромицина этилсукцинат 50 мг / кг / день перорально разделяют на 4 дозы ежедневно в течение 14 дней. 
Альтернативный режим 

Азитромицин 20 мг / кг / день перорально, 1 доза ежедневно в течение 3 дней.

Поскольку эффективность эритромицина при лечении пневмонии, вызванной C. trachomatis, составляет примерно 80 %, может потребоваться второй курс терапии. Данные об эффективности азитромицина при лечении хламидийной пневмонии ограничены. Наблюдение за младенцами рекомендуется для определения того, разрешилась ли пневмония, хотя у некоторых младенцев с хламидийной пневмонией у пациентов в детском возрасте наблюдаются аномальные легочные функциональные тесты. 

Работа с матерями и их половыми партнерами
Матери младенцев, у которых есть хламидийная пневмония, и сексуальные партнеры этих женщин должны обследоваться и лечиться от хламидиоза. 
Новорожденные, родившиеся от матерей с хламидийной инфекцией
Новорожденные, родившиеся у матерей, у которых не проводилось лечение хламидиоза, подвержены высокому риску заражения; Однако профилактическое лечение антибиотиками не показано, так как эффективность такого лечения неизвестна. Младенцев следует обследовать для обеспечения надлежащего лечения. 
Сексуальное насилие должно рассматриваться как причина хламидийной инфекции у младенцев и детей. 
Перинатально передаваемая инфекция C. trachomatis носоглотки, урогенитального тракта и прямой кишки может сохраняться в течение 2-3 лет. 
Диагностические соображения
МАНК может использоваться для изучения  вагинальных смывов и мочи у девочек. Данных недостаточно, чтобы рекомендовать использование МАНК у мальчиков. Отсутствуют также данные об использовании МАНК для образцов из экстрагенитальных участков (прямой кишки и глотки) у мальчиков и девочек, [22] Другие тесты (например, ПФ) не рекомендуются из-за специфических проблем. Культуральная диагностика, по-прежнему, является предпочтительным методом выявления урогенитальной C. trachomatis у мальчиков и на экстрагенитальных участках у мальчиков и девочек. 
Лечение детей, имевших контакт с больными урогенитальным хламидиозом

Рекомендуемый режим для младенцев и детей, весом <45 кг - эритромицина этилсукцинат 50 мг / кг / день перорально разделяют на 4 дозы ежедневно в течение 14 дней. 

Данные ограничены в отношении эффективности и оптимальной дозы азитромицина для лечения хламидийной инфекции у младенцев и детей, которые весят менее 45 кг. 

Рекомендуемый режим для детей, которые весом 45 кг, но кто старше <8 лет. 

Азитромицин 1 г перорально в разовой дозе. 

Рекомендуемые схемы для детей в возрасте ≥8 лет. 

Азитромицин 1 г перорально в разовой дозе. 

Доксициклин 100 мг перорально дважды в день в течение 7 дней. 

Обследование на излечение (повторное тестирование после завершения терапии) для выявления терапевтической недостаточности обеспечивает эффективность лечения. Поэтому обследование следует проводить при повторном посещении примерно через 2 недели после завершения лечения, если симптомы сохраняются или  развиваются. 

УРОГЕНИТАЛЬНЫЙ ХЛАМИДИОЗ 
И РЕПРОДУКТОВНОЕ ЗДОРОВЬЕ
Урогенитальный хламидиоз является самым распространенным заболеванием из группы инфекций, передающихся половым путем. В свою очередь, эта группа является основным фактором риска женского и мужского бесплодия.

Доказанным считается факт, что урогенитальный хламидиоз является одной из основных причин развития вторичного бесплодия у женщин и мужчин, [23] при этом каждая седьмая супружеская пара вынуждена оставаться бездетной. [24] Клинические данные и результаты лабораторных исследований при обследовании бесплодных семейных пар показали, что урогенитальный хламидиоз — одна из наиболее частых причин (около 60% случаев) нарушения репродуктивной функции. [25]
На долю мужского бесплодия приходится около 45 % нарушений репродуктивной функции, с тенденцией к его увеличению. В 50 % случаев у бесплодных мужчин с наличием ИППП выявляется С. Trachomatis. [26] Имеются исследования о связи бессимптомного течения урогенитальный хламидиоз с нарушением репродуктивной функции у мужчин. Так, у больных с маркерами С. trachomatis при отсутствии клинических симптомов и субъективных ощущений нарушения показателей спермограммы встречались в 5 раз чаще, чем в группе здоровых мужчин. [27].

В настоящее время установлено, что С. trachomatis способна вызывать нарушения сперматогенеза. [28] Изучение состава незрелых половых клеток эякулята у больных вы урогенитальный хламидиоз явило нарушение мейотических процессов в клетках-предшественниках сперматозоидов. [29]. Исследования выявили токсичность ЛПС клеточной стенки С. trachomatis для сперматозоидов. Оценивая подвижность, жизнеспособность и акросомальную реакцию сперматозоидов, авторы обнаружили спермицидные свойства ЛПС.

Воспалительный процесс, обусловленный С. trachomatis, вызывает изменение рН эякулята со сдвигом в щелочную сторону, что приводит к нарушению подвижности сперматозоидов вплоть до тотальной некроспермии. [26]
Одна из вероятных причин мужского бесплодия при урогенитальном хламидиозе заключается также в появлении антиспермальных антител, которые вызывают агглютинацию сперматозоидов, их обездвиживание и цитотоксическое уничтожение. Все воспалительные процессы, в том числе вызванные С. trachomatis, могут привести к облитерирующим повреждениям в семенном тракте, астенотератозооспермию у 95 % больных, причем патологические формы сперматозоидов составляли более 80 %. В результате длительно протекающего воспалительного процесса в половых органах заболевание нередко сопровождается половыми расстройствами (у мужчин в 31 % случаев), наиболее часто — преждевременной эякуляцией, ослаблением эрекции и невротическими расстройствами. [30]
Сочетание С. trachomatis с другими ИППП приводит к более частым сексуальным нарушениям у мужчин, чем при моноинфекции.

Для нашей страны с невысокими показателями рождаемости и тенденциями депопуляции населения, вопросы охраны репродуктивного здоровья чрезвычайно актуальны.

Под руководством главного специалиста по репродуктивному здоровью Минздрава России Аполихина О.И. разработана концепция по охране репродуктивного здоровья России [31], предусматривающая межведомственный подход к проблеме, серьезное увеличение финансирования мероприятий по предупреждению и раннему выявлению заболеваний половой сферы.

Интересным является внедрение «Сертификата молодоженов», подразумевающего бесплатное профилактическое обследование и организацию лечения молодоженов в «Центрах репродуктивного здоровья». Эти центры, кроме профилактического обследования пациентов, будут заниматься санпросвет работой и скринингом социально значимых заболеваний, влияющих на репродуктивное здоровье.

В концепции предусматривается скриннинговое обследование населения репродуктивного возраста, что несомненно должно повлиять на увеличение уровня выявляемости ИППП, который, как говорилось выше, в России в разы ниже, чем в странах Европы и США.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Урогенитальный хламидиоз – одна из самых распространенных инфекций, передающихся половым путем.

В настоящее время изучены  основные характеристики возбудителя, разработаны эффективные диагностические методики, схемы лечения.
Однако, латентный характер течения заболевания, отсутствие должного внимания к своему здоровью со стороны населения и недостаточный уровень развития организации здравоохранения в этом направлении, приводит к постоянному росту количества заболевших урогенитальным хламидиозом, развитию осложнений вследствие неадекватного лечения.

Имеются и экономические сложности при проведении диагностики и лечения урогенитального хламидиоза. [32] 

Таким образом, проблема диагностики, лечения, профилактики урогенитального хламидиоза является одной из актуальнейших медико-социальных проблем современного общества.
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