
                                                              ΕΡΓΑΣΘΡΙΑΚΘ ΑΚΘΘ: ΧΛΑΜΤΔΙΑ ΚΑΙ ΜΤΚΟΠΛΑΜΑΣΑ 

1 
 

Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Κδρυμα (Τ.Ε.Ι) Ακινασ 

Σχολι Επαγγελμάτων Υγείασ και Ρρόνοιασ 

Τμιμα Ιατρικϊν Εργαςτθρίων 

Τομζασ Μικροβιολογίασ 

 
                         Εργαςτιριο Κλινικισ Μικροβιολογίασ  
Τπεφκυνοι μακιματοσ:  Αγγελικι τάκθ, B.sc., Ph.D.,  Kρανιωτάκθ Ελζνθ, M.sc., Ph.D. 

 
Θμερομθνία  12/11/2012 

Σίτλοσ εργαςτθριακισ άςκθςθσ ΧΛΑΜΤΔΙΑ ΚΑΙ ΜΤΚΟΠΛΑΜΑΣΑ 

 

Σκοπόσ 

Θ ταυτοποίθςθ των Ureaplasma urealyticum και Mycoplasma hominis που απομονϊκθκαν από 
κλινικά δείγματα, μζςω ταυτοποιθτικϊν κιτ του εμπορίου και θ αναηιτθςθ μικροςκοπικά των 
αποικιϊν των παραπάνω μικροοργανιςμϊν ςτο κρεπτικό υλικό Α7. Επίςθσ θ αναηιτθςθ 
Chlamydiatrachomatis ςε κλινικά δείγματα (οφρα και τραχθλικό επίχριςμα) με κιτ 
ανοςοχρωματογραφίασ του εμπορίου. 

1. ΧΛΑΜΥΔΙΑ 

Σο γζνοσ Chlamydia περιλαμβάνει τα Chlamydia trachomatis οροτφπουσ Α, Β, Β1 &C, αίτιο του 
τραχϊματοσ, τα C. trachomatis οροτφπουσ D ζωσ Κ αίτιο λοιμϊξεων του ουροποιογεννθτικοφ 
ςυςτιματοσ και τα C. trachomatis οροτφπουσ L1, L2, L3 αίτιο του αφροδιςίου λεμφοκοκκιϊματοσ. 

Σα χλαμφδια είναι υποχρεωτικά ενδοκυττάρια βακτιρια τα οποία περιζχουν DNA, RNA, ζχουν 
κυτταρικό τοίχωμα  και ριβονουκλεοςϊματα. Διαφοροποιοφνται από τα άλλα βακτθρίδια με βάςθ 
τον κφκλο αναπαραγωγισ τουσ ςτον οποίο εμπλζκεται το κφτταρο- ξενιςτισ. 

Διφαςικόσ κφκλοσ ανάπτυξθσ, δφο μορφζσ του βακτθρίου:  θ λοιμογόνοσ, εξωκυττάρια μορφι, τα 

ςτοιχειϊδθ ςωμάτια (ΕB) και θ ενδοκυττάρια μορφι, τα δικτυωτά ςωμάτια (RB).Σα ςτοιχειϊδθ 

ςωμάτια, προςκολλϊνται ςτο κφτταρο,  ενδοκυτταρϊνονται και μζςα ςε ζγκλειςτα, τα ενδοςϊματα, 
μετατρζπονται ςε δικτυωτά ςωμάτια, αναπαράγονται με διχοτόμθςθ χρθςιμοποιϊντασ τισ 
ενεργειακζσ πθγζσ (ATP) του κυττάρου ξενιςτι και ςτθ ςυνζχεια οργανϊνονται και πάλι ςε 
ςτοιχειϊδθ ςωμάτια, απελευκερϊνονται από το κφτταρο και μολφνουν άλλα κφτταρα. Ο κφκλοσ 
αυτόσ διαρκεί 48-72 ϊρεσ. 
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Λιψθ- μεταφορά δειγμάτων 
Οφρα πρϊτθσ πρωινισ οφρθςθσ 

Σπζρμα 

Τραχθλικό ζκκριμα ι επίχριςμα: λιψθ εκκρίματοσ και κυττάρων από τον ενδοτράχθλο με 

κυτταρολογικι βοφρτςα ι ςτυλεό (όχι βαμβακοφόρο: dacron, rayon, αλγινικοφ αςβεςτίου με 

πλαςτικζσ ι μθ αλουμινζνιεσ ςυρμάτινεσ λαβζσ) με περιτροφικζσ κινιςεισ 3-5 sec, αφοφ πρϊτα 

κακαριςτεί θ είςοδοσ του τραχιλου από τθ βλζννθ με άλλο ςτυλεό. Κατά τθν ζξοδο αποφεφγεται θ 

επαφι του ςτυλεοφ με τα τοιχϊματα του κόλπου. 

Ουρθκρικό ζκκριμα: κακαριςμόσ τθσ περιοχισ με αποςτειρωμζνο φυςιολογικό ορό και λιψθ του 

εκκρίματοσ με ςτυλεό (όχι βαμβακοφόρο: dacron, rayon, αλγινικοφ αςβεςτίου με πλαςτικζσ ι μθ 

αλουμινζνιεσ ςυρμάτινεσ λαβζσ). 

Ουρθκρικό επίχριςμα: ειςαγωγι λεπτοφ ςτυλεοφ ςτθν ουρικρα ςε βάκοσ 2-4 εκ. και λιψθ του 

δείγματοσ με περιςτροφικζσ κινιςεισ, δφο ϊρεσ μετά τθν οφρθςθ.  

Υγρά παρακζντθςθσ (επιδιδυμίδασ, ςαλπιγγϊν κ.α) 

Ορκικό επίχριςμα  

 Ξζςματα από ζλκθ 

C. trachomatis life cycle 



                                                              ΕΡΓΑΣΘΡΙΑΚΘ ΑΚΘΘ: ΧΛΑΜΤΔΙΑ ΚΑΙ ΜΤΚΟΠΛΑΜΑΣΑ 

3 
 

ΡΟΣΟΧΗ!! Η λιψθ επικθλιακϊν κυττάρων (δθλαδι επιχρίςματοσ), παράλλθλα με τθ 
λιψθ εκκρίματοσ αυξάνει τθν πικανότθτα απομόνωςθσ του μικροοργανιςμοφ. 

Μετά τθ λιψθ τα δείγματα τοποκετοφνται ςε 1-2ml ειδικό υλικό μεταφοράσ 
CTM(ChlamydiaTransportMedium). 

Σα δείγματα για κυτταροκαλλιζργεια μεταφζρονται ςε υλικό μεταφοράσ και ςε πάγο. Θ μεταφορά 
τουσ δεν πρζπει  να υπερβαίνει τισ 4 ϊρεσ από τθ ςτιγμι τθσ λιψθσ. Αν τα δείγματα δεν 
εμβολιαςτοφν μζςα ςε 48  ϊρεσ ςτθν κυτταροκαλλιζργεια καταψφχονται ςτουσ -70° C. 

 

 

Μζκοδοι αναηιτθςθσ χλαμυδίων ςε κλινικά δείγματα 

Οι εργαςτθριακζσ μζκοδοι για τθ διάγνωςθ των λοιμϊξεων του ουροποιογεννθτικοφ ςυςτιματοσ 
περιλαμβάνουν τθν αναηιτθςθ των υποχρεωτικά ενδοκυτταρίων χλαμυδίων ςτα επικθλιακά κφτταρα 
του ξενιςτι με τισ εξισ μεκόδουσ: 

1. Άμεςθ μικροςκοπικι μετά από χρϊςθ Giemsa. Σο παραςκεφαςμα μονιμοποιείται με 
μεκανόλθ (5 min), χρωματίηεται για 1h με αραιωμζνθ(1:40 ι 1:50) Giemsa και ξεπλζνεται με 
αικανόλθ 95%. Χρθςιμοποιείται ςπάνια γιατί ζχει χαμθλι ευαιςκθςία. 

 

 

 

 

 

 

 

2. Κυτταροκαλλιζργεια: κφρια μζκοδοσ διάγνωςθσ μζχρι τισ αρχζσ τθσ δεκαετίασ του 1980. 
ιμερα αποτελεί τθ μόνθ αποδεκτι μζκοδο από τθν ιατροδικαςτικι για τθν πιςτοποίθςθ 
ςεξουαλικισ κακοποίθςθσ ανθλίκου. Σα χλαμφδια καλλιεργοφνται ςτον εμβρυϊκό ςάκκο 

CTM  

Χρϊςθ Giemsa: C. trachomatis 
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εμβρφων όρνικασ και ςε κυτταρικζσ ςειρζσ McCoy, BGMK, Hela κ.α. Θ ευαιςκθςία τθσ 
μεκόδου εξαρτάται από τθν ποιότθτα των κλινικϊν δειγμάτων και τθ διατιρθςθ των C. 
trachomatis ςε ηϊςα μορφι κατά τθ διάρκεια τθσ μεταφοράσ των δειγμάτων ςτο 
εργαςτιριο. Δαπανθρι και επίπονθ μζκοδοσ. 
 

 
 

3. Ανοςοενηυμικι μζκοδοσ που χρθςιμοποιεί πολυκλωνικό αντίςωμα ζναντι του LPS 
λιποπολυςακχαριδικοφ αντιγόνου. Είναι θ πρϊτθ μζκοδοσ ςτθ διαγνωςτικι μεκοδολογία 
τθσ λοίμωξθσ, θ οποία ζκανε εφικτό ςε ςφντομο χρόνο τον ζλεγχο μεγάλων πλθκυςμιακϊν 
ομάδων, όπωσ εγκφων, ςεξουαλικϊν ςυντρόφων νοςοφντων, νεαρϊν εφιβων. 
 

4. Ο άμεςοσ ανοςοφκοριςμόσ, όπου χρθςιμοποιοφνται μονοκλωνικά ι πολυκλωνικά 
αντιςϊματα, ζναντι τθσ ειδικισ ΟΜΡ1 πρωτεΐνθσ ςυνδεδεμζνα με φλουορεςκεΐνθ (FITC). Θ 
μζκοδοσ αυτι μπορεί να εφαρμοςκεί ςε μεγάλεσ πλθκυςμιακζσ ομάδεσ με ευαιςκθςία 80% 
και θ ειδικότθτα 98-99%. 
 

 
 
 

  

Chlamydia in Mc Coy cells 

Chlamydia in Hela cells 
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5. Μοριακζσ μζκοδοι που ςτθρίηονται ςτθν ενίςχυςθ και πολλαπλαςιαςμό του νουκλεϊνικοφ 
οξζοσ των χλαμυδίων κεωροφνται οι πλζον ευαίςκθτεσ και επιτρζπουν τον ζλεγχο μεγάλων 
πλθκυςμιακϊν ομάδων όπωσ και αςυμπτωματικϊν ατόμων. Διακρίνονται ςε μεκόδουσ που 
ςτοχεφουν ςτθν αναηιτθςθ rRNA των χλαμυδίων και μεκόδων που ςτοχεφουν ςτθν 
ενίςχυςθ του DNA – Nucleic Acid Amplification Test (NAAT’s). Θ ευαιςκθςία των μεκόδων 
αυτϊν κυμαίνεται από 90.3 ζωσ 97% και θ ειδικότθτα από 98 ζωσ 99.1%. 

Τραχθλίτιδα  

C. trachomatis:  70% των γυναικϊν αςυμπτωματικζσ 
 

 Ρυοςφαίρια!Μεγάλοσ αρικμόσ χωρίσ τθν φπαρξθ μικροοργανιςμοφ 

 Πψθ τραχιλου: οιδθματϊδθσ 

 Συμπτϊματα: βλεννοπυϊδεσ τραχθλικό ζκκριμα, δυςουρία, κοιλιακό άλγοσ αιμορραγία 
κατά τθν επαφι 

 υνφπαρξθ λοίμωξθσ από άλλο ςεξουαλικϊσ μεταδιδόμενο μικρόβιο, ςυνικωσ 
γονόκοκκο ι μυκόπλαςμα, ςτο 40% των γυναικϊν 

 

 
 
 

Ουρθκρίτιδα  

C. trachomatis:  50% των ανδρϊν αςυμπτωματικοί 
 

 Ρυοςφαίρια!Μεγάλοσ αρικμόσ χωρίσ τθν φπαρξθ μικροοργανιςμοφ 

 Συμπτϊματα: ουρθκρικό ζκκριμα, ςυχνοουρία, δυςουρία, πόνοσ ςτουσ όρχεισ, 
ευαιςκθςία ςτο περίνεο (επί προςτατίτιδασ) 

 υνφπαρξθ λοίμωξθσ από άλλο ςεξουαλικϊσ μεταδιδόμενο μικρόβιο, ςυνικωσ 
γονόκοκκο ι μυκόπλαςμα, ςτο 20% των ανδρϊν 
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Αφροδίςιο λεμφοκοκκίωμα –C. trachomatis 

Προκαλείται από το χλαμφδιο του τραχϊματοσ (ορότυποι L1 ,L2, L3). Προςβάλλει πιο ςυχνά τουσ 
άνδρεσ. 7-20 μζρεσ μετά τθν επαφι αναπτφςςεται ανϊδυνθ φυςαλιδϊδθσ ι βλατιδοφυςαλιδϊδθσ 
βλάβθ ςτα εξωτερικά γεννθτικά όργανα, ςτον κόλπο, ςτον τράχθλο ι ςτον πρωκτό. Θ βλάβθ 
ελκοποιείται και επουλϊνεται μετά από λίγεσ μζρεσ και μπορεί να αγνοθκεί ι να περάςει 
απαρατιρθτθ. τθ ςυνζχεια εμφανίηεται επιχϊρια λεμφαδενίτιδα με ςυςτθματικζσ εκδθλϊςεισ 
(ρίγοσ, εξάνκθμα, μθνιγγίτιδα, πολυαρκρίτιδα κ.ά.). Θ λεμφαδενίτιδα εξελίςςεται και 
δθμιουργοφνται αποςτιματα, ςυρίγγια, λεμφοίδθμα. Πρωκτίτιδα και πρωκτοκολίτιδα μπορεί να 
εμφανιςτοφν. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Αναηιτθςθ χλαμυδιακοφ αντιγόνου: 
1. Με άμεςο ανοςοφκοριςμό (DFA) 
2. PCR 
3. Κυτταροκαλλιζργεια 

Ορολογικζσ μζκοδοι:  
1. Ζμμεςοσ ανοςοφκοριςμόσ (IFA) 
2. φνδεςθ ςυμπλθρϊματοσ 

Χρϊςθ Gram: ΔΕΝ ΓΙΝΕΤΑΙ 

τυλεοί με ςυνκετικζσ ίνεσ για λιψθ – π.χ. Dacron, Rayon 
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Μζκοδοι αναηιτθςθσ ςε κλινικά δείγματα 
Θ καλλιζργεια είναι μζκοδοσ επιλογισ μόνο για τα U. urealyticum και M. hominis. 
 
Σο U. urealyticum ανιχνεφεται ςε καλλιζργεια μζςαςε τουλάχιςτον 24-48 ϊρεσ. Οι αποικίεσ του είναι 
πολφ μικρζσ (15-60μm), ςτρογγυλζσ, κοκκϊδεισ, ςκοφρεσ καφζ ι μαφρεσ (κυμίηουν αχινό) και ςε 
υλικό που περιζχει ουρία και ερυκρό τθσ φαινόλθσ περιβάλλονται από κόκκινθ άλω.  
 

 
 
 
Σο Mycoplasma hominis ανιχνεφεται ςε καλλιζργεια μζςαςε τουλάχιςτον 24-72 ϊρεσ και ζχει 
αποικίεσ τθγανιτοφ αυγοφ (200-300μm). 
 
 

 
 
Θ μζτρθςθ των αποικιϊν ζχει ςθμαςία όταν το U. urealyticum ι το M. hominis απομονϊνονται ςε 
μζρθ που βρίκουν χλωρίδασ: ζτςι θ παρουςία των μικροοργανιςμϊν ςτο γεννθτικό ςφςτθμα ςε 
ποςότθτεσ κάτω από 10

4 
cfu/mL δεν ζχει ςυνικωσ κλινικι ςθμαςία.  

 

Αποικίεσ ανά οπτικό πεδίο  
(Μζςοσ όροσ  από 10 οπτικά πεδία)  

Τίτλοσ ςτελζχουσ  

1 ζωσ 2  ≥ 10³ CFU/ml  

2 ζωσ 5  ≥ 10⁴ CFU/ml  

5 ζωσ 15  ≥ 10⁵ CFU/ml   

15 και άνω   ≥ 10⁶ CFU/ml  

 
το εμπόριο υπάρχουν καλλιεργθτικά kits για τθν ανίχνευςθ και τθν ευαιςκθςία των μικροβίων ςε 

αντιβιοτικά. Εμφανίηονται να υπερτεροφν τθσ κλαςικισ καλλιζργειασ, ςτο μικρότερο χρόνο επϊαςθσ, 
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δεν μποροφν όμωσ να τθν αντικαταςτιςουν: Δείγματα με αλκαλικό pH- λόγω φπαρξθσ κάποιου 

άλλου μικροοργανιςμοφ όπωσ π.χ. Proteus spp., –  είναι δυνατό να δϊςουν ψευδϊσ κετικά 

αποτελζςματα. 

 

 
 
Θ PCR (Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ), ζχει μεγάλθ ευαιςκθςία, τουλάχιςτον ίςθ με αυτι τθσ 
καλλιζργειασ. H μζκοδοσ κερδίηει ζδαφοσ τα τελευταία χρόνια, κακϊσ πλθν τθσ αξιοπιςτίασ τθσ, 
προςφζρει το πλεονζκτθμα τθσ γριγορθσ διάγνωςθσ (εντόσ 24 ωρϊν) και κατά ςυνζπεια τθσ 
ζγκαιρθσ ζναρξθσ κεραπείασ. Είναι θ πιο κατάλλθλθ μζκοδοσ για τθν ανίχνευςθ των Μ. genitalium 
καi Μ. fermentans που αναπτφςςονται πολφ αργά ςτθν καλλιζργεια. 
 
Ορολογικι ταυτοποίθςθ: Αναηιτθςθ ειδικϊν αντιςωμάτων (IgG και IgM ανοςοςφαιρίνεσ) ςτον ορό 
του αίματοσ. Θ μζκοδοσ δεν χρθςιμοποιείται ςυχνά ςτθν διάγνωςθ λοιμϊξεων του γεννθτικοφ 
ςυςτιματοσ. 

 

2. ΜΥΚΟΡΛΑΣΜΑΤΑ 

Σα μυκοπλάςματα (Mycoplasmataceae) είναι πολφ μικρά βακτιρια (0,3-0,7 μm), τα οποία διακζτουν 
κυτταρικι μεμβράνθ, αλλά δεν διακζτουν κυτταρικό τοίχωμα, γι’ αυτό και δεν χρωματίηονται με τθ 
χρϊςθ Gram. 

Σα Mycoplasma hοminis και Ureaplasma urealyticumείναι τα πρϊτα ςε ςυχνότθτα απομόνωςθσ 
μυκοπλάςματα από το γεννθτικό ςφςτθμα. Παρόλο που αποτελοφν μζροσ τθσ φυςιολογικισ 
χλωρίδασ του κόλπου, ςυχνά προκαλοφν λοιμϊξεισ ςτο ουρογεννθτικό ςφςτθμα, είτε ενδογενείσ είτε 
ςεξουαλικϊσ μεταδιδόμενεσ. Σο Ureaplasma urealyticum ζχει ενοχοποιθκεί ωσ πικανό αίτιο 
αποβολισ του εμβρφου!!!  

Σο Mycoplasma genitalium προκαλεί μθ γονοκοκκικι ουρθκρίτιδα και ζχει ςυςχετιςκεί με 
ενδομθτρίτιδα και τραχθλίτιδα, αλλά και το Mycoplasma fermentans είναι ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ 
πακογόνο. 

Σο Mycoplasma spermatophilum ζχει ανιχνευκεί ςε ςπζρμα ανδρϊν με υπογονιμότθτα, 
επθρεάηοντασ τθν κινθτικότθτα και τθν μορφολογία των ςπερματοηωαρίων. 
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Λιψθ- μεταφορά δειγμάτων 

Οφρα πρϊτθσ πρωινισ οφρθςθσ 

Σπζρμα 

Ουρθκρικό επίχριςμα 

Ρροςτατικό ζκκριμα 

Αμνιακό υγρό 

Κολπικό επίχριςμα: με κολποδιαςτολζα και ειςαγωγι ςτυλεοφ  από τον οπίςκιο κόλο του κόλπου.  

Τραχθλικό επίχριςμα 

Δεν χρθςιμοποιείται ποτζ βαμβακοφόροσ ςτυλεόσ (τοξικόσ): dacron, rayon, αλγινικοφ αςβεςτίου 
με πλαςτικζσ ι μθ αλουμινζνιεσ ςυρμάτινεσ λαβζσ). Πχι αντιςθπτικά και λιπαντικζσ ουςίεσ κόλπου 
(τοξικά για τα μυκοπλάςματα) πριν τθ λιψθ.  
 
Σα δείγματα πρζπει αμζςωσ μετά τθ λιψθ να τοποκετοφνται ςεειδικό υλικό μεταφοράσ. 
ΑΝ θ μεταφορά διαρκζςειπάνω από 1 ϊρα, τότετο δείγμα φυλάςςεται ςτουσ 4° C για 24 ϊρεσ, 
αλλιϊσ ςτουσ -70° C για >24 ϊρεσ (ςτουσ -20° C μειϊνεται θ βιωςιμότθτα).  
 
Σο πιο κατάλλθλο υλικό μεταφοράσ είναι ο ηωμόσ που χρθςιμοποιείται για τθν καλλιζργεια των 
μυκοπλαςμάτων. 
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Θρεπτικά υλικά 

 Ηωμόσ 10Β Arginine ( περιζχει αμινοξζα, νιτρϊδθ και το αντιβιοτικό cefoperazone) 

 SP-4 broth (με βάςθ τθ γλυκόηθ) 

 Α7 ι Α8 άγαρ 

 DNA-PPLOάγαρ 

 
 

 
 

Ενοφκαλμιςμόσ των δειγμάτων  
Σα δείγματα ενοφκαλμίηονται ςε ηωμό και ςε άγαρ Α7. Οι ηωμοί επωάηονται ςτουσ 37° C ςε 
αερόβιεσ ςυνκικεσ και τα τρυβλία επωάηονται ςτουσ 37° C ςε ατμόςφαιρα με 5-10% CO2. 
Σο U. urealyticum υδρολφει τθν ουρία και απελευκερϊνει αμμωνία, ενϊ το M. hominis υδρολφει τθν 
αργινίνθ. Oι ηωμοί ανάπτυξθσ περιζχουν ουρία και αργινίνθ, αλλά και το δείκτθ ερυκρό τθσ 
φαινόλθσ. Θ αντίδραςθ (υδρόλυςθ ουρίασ ι αργινίνθσ) οδθγεί ςε αλλαγι του pH (αλκαλικό) και 
αλλαγι του χρϊματοσ του ηωμοφ (κόκκινο από κίτρινο). Θ υδρόλυςθ τθσ ουρίασ /αργινίνθσ γίνεται 
αρκετά γριγορα μεεπακόλουκο το κάνατο των μικροοργανιςμϊν. Αμζςωσ μετά τθν αλλαγι 
χρϊματοσ απαιτείται ανακαλλιζργεια ςε ςτερεό μζςο. Ο ηωμόσ ελζγχεται κακθμερινά για αλλαγι 
χρϊματοσ. Σο άγαρ ελζγχεται μικροςκοπικά για αποικίεσ (10Χ). 
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10Β Αrginine broth 
A7 AGAR 


