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CHLAMYCHECK IgG & IgA C€

IMUNOBLOT pro detekci IgG a IgA protilatek proti Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae a
Chlamydia psittaci v lidském krevnim séru.

Kat.¢€.: 5487
Pro pouZiti in vitro.

1. Obecné aspekty

CHLAMYCHECK je kvalitativni in vitro test pro detekci IgG a IgA protilatek proti proteinovym antigentim
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae a Chlamydia psittaci.

Pouzitim rdznych rekombinantnich antigent Chlamydie podava analyza na prvni pohled informaci o
protilatkach, specifickych pro jednotlivé druhy Chlamydii.

Diky oddélenému rozloZeni antigend umoznuje CHLAMYCHECK bezpec¢nou identifikaci specifickych
protilatek proti pfednim antigenim Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae a Chlamydia
psittaci.

V CHLAMYCHECKuU jsou pouzity tyto rekombinantni antigeny v nasledujicim poradi:
Chlamydia trachomatis: MOMP (40kDa), OMP2 (56kDa), HSP60 (58kDa), MIP (25kDa),
Chlamydia pneumoniae: MOMP (43kDa), OMP2 (56kDa), OMP4 (100kDa), OMP5(94kDa),
Chlamydia psittaci: MOMP (43kDa).

2. Chlamydiova infekce
Chlamydia trachomatis je patogenni bakterie, kterd je prvni pfic¢inou sexualné pfenosného onemocnéni,
které muze vést k vaznym komplikacim, jako je sekundarni sterilita a extra-déloZni t&éhotenstvi.

U Zen je vétSina infekci (60 az 80%) asymptomatickych, ale klinicka studie ukazuje pfitomnost hnisavé
cervicitis, endometritis, salphingitis. Pozorovani ukazuji ¢asto koinfekce, zptsobené jinymi agens, které
jsou odpovédné za STD, zpusobené hlavné gonokokem. Odhaduje se, Ze mezi 44 a 79% Zen
postizenych gonokokem jsou také infikovany Ch.trachomatis. V nékolika studiich, pfipadovych studiich
a studiich skupin byla infekce Chlamydii spojena s komplikacemi, jako je napfiklad syndrom zanétu
panve (PIS), neplodnost a mimodélozni téhotenstvi. Sérologické studie ukazuji, Ze 64% nebo vice
tubularnich neplodnosti a 42% mimodéloznich téhotenstvi jsou zplsobeny Chlamydiovou infekci.
Sexualné aktivni Zeny mezi 15 a 19 lety jsou silnéji vystaveny infekci Chlamydia, jsou nasledovany
skupinou od 20 do 25 let. Mezi dalSi faktory spojené s rizikem akutni infekce figuruje pohlavni styk
s dvéma nebo vice partnery za rok nebo skuteénost, zda ma Zena nového partnera v predchozim roce,
zda patfi do defavorizované socialné-ekonomické tfidy, zda pouziva jinou antikoncepci nez
prezervativy, dale intermenstruacni vaginalni fluor, a hnisavé vytoky béhem provadéni testu. Mira
infekce téhotnych Zen se pohybuje mezi 5 a 25%. V nasledné studii trpélo 11 az 44% déti narozenych
infikované matce a infikované touto bakterii na zanét spojivek a 11 - 20% na zapal plic béhem prvniho
roku Zivota.

U muzud je Ch.trachomatis pavodcem raznych potizi, v€etné urethritis, epididymitis a zanétu spojivek.
Néktefi autofi popisovali pfipady onemocnéni prostaty a kolitidy, zpisobené homosexualnim pfenosem
infekce. Ne vSichni odbornici vSak souhlasi s tim, Ze infekce Ch.trachomatis mdze zpusobit prostitidu.
Az 50% deklarovanych pfipadd nespliuje negonokokovou uretritidu a 31% akutnich epididymitis jsou
zplsobeny infekci Ch.trachomatis. Odhaduje se, Zze 1% az 21% vSech muzud jsou asymptomatickymi
prenaSeci Ch.trachomatis a mohou pfedstavovat rezervoar infekce. S vysokym rizikem nakazy
Chlamydiovou infekci jsou spojeny riizné proménné, jako je mlady vék, multiplicita sexuélnich partnert
nebo antecedentl kapavky v pfedchozim roce.

Chlamydia pneumoniae je také patogenni druh, zodpovédny za infekce dychacich cest. MlZe byt
zachycena détmi i dospélymi a mnoho infekci se zda byt benigni a asymptomatické. Odhaduje se, ze
CP je odpovédna za 5% pfipad( akutni bronchitidy a 9% astmatickych zachvatt u dospélych. Klinika je
velmi blizko k infekcim mycoplasmy pneumoniae. To také vedlo k podezfeni na koronarni onemocnéni
(J. z American College of cardiology 06/1996), akutni pankreatitidu, perikarditidu, myokarditidu,
encefalitidu, meningitidu, sarkoidézu, dermatitidu contusiformis.
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Chlamydia psittaci: se nachazi v celém svété zvifat (psi, skot, ovce). Clovék je jen pFileZitostny host. Za
psitakdzu se oznacuje onemocnéni papousku, andulek a kanar(, stejné jako onemocnéni lidi. Lidska
psitakdza vede k bronchopneumonii.

3. Diagnoza

Diagndza infekci Chlamydia se v sou€asné dobé provadi pfimymi a nepfimymi metodami. Pfimé
metody (molekularné biologické, pfima imunofluorescence nebo imunoenzymatické techniky), ¢asto
vyZaduji bolestivé odbéry pomoci vytéru

Sérologicka diagnostika chlamydiovych infekci je zajimavym doplikem k pfimé diagnostice, protoze
umoznuje odhalit akutni genitalni infekci a infekci dychacich cest. Referenéni metodou pro sérologické
diagn6zy je mikroimunofluorescence (MIF), technika, ktera detekuje protilatky zachycené na celém
povrchu bakterie chlamydia. Tato technika je pracnd, se subjektivnim vykladem a pfedstavuje nevyhodu
zkfizené reaktivity mezi riznymi druhy chlamydie, ale také mezi chlamydiemi a jinymi bakteriemi. Tento
nedostatek specificnosti je dan pfitomnosti lipopolysacharidu (LPS) na povrchu bakterie.

Souprava CHLAMYCHECK, diky pouziti rekombinantnich proteint specifickych pro 3 druhy, umoznuje
poskytnout konkrétni diagnozu. Pouziti vice antigend zaru€uje vétSi citlivost a poméha ziskat
sérologické profily.

Tab.1: rekombinantni antigeny pouzivané v souprav. &€ CHLAMYCHECK:

antigen Popis

"Hlavni protein vné&jSi membrany", nejddleZitéjSi imunodominantni antigen

vnéjSi membrany; Rozdily v aminokyselinové sekvenci nasledujicich antigend
MOMP S . N .

. ti lidskych patogennich pavodci:
Ch.trachomatis . S p
. C. pneumoniae a C. trachomatis: 35,5% rozdil
Ch.pneumoniae . o 0 .
Ch.psittaci C. pneumoniae a C. psittaci: 27,9% roqul
' C. trachomatis a C. psittaci: 33,9% rozdil

Tyto rozdily umoznuiji rozliSeni tfi druhd.
OMP2 « protein 2 vnéjSi membrany»; protein vnéjSi membrany s vysokou koncentraci
Ch.trachomatis cysteinu; univerzalni indikator chlamydiové infekce.
Ch.pneumoniae
HSP60 «Protein tepelného Soku 60", potencialni ukazatel chronické zanétlivé infekce
Ch.trachomatis pro Chlamydia trachomatis (faktor tubularni neplodnosti, reaktivni artritida).
MIP f . . e P ,
Ch.trachomatis -nasobitel makrofagové efektivity*; antigen specificky pro druh Ch.trachomatis
OMP4 ,Protein vnéjSi membrany 4*; specificky pro druh, lokalizovany na povrchu
Ch.pneumoniae Ch.pneumoniae
OMP5 ~protein vnéjsi membrany 5“; specificky pro druh, protein vnéjSi membrany,
Ch.pneumoniae lokalizovany na povrchu Ch.pneumoniae

4. Princip testu

Na nitrocelul6zovou membranu jsou navazany rekombinantni, vysoce purifikované proteiny. Tato
matrice je poté rozdélena na jednotlivé prouzky.

K usnadnéni detekce protilatek specifickych pro Chlamydie, jsou prouzky inkubovény se zfedénym
vzorkem séra, pficemz protilatky se vazi na antigeny na prouzku. Nenavazané protilatky jsou pak
vymyty a prouzky se inkubuji ve druhém kroku s anti-lidskymi 1gG nebo IgA spolu s kfenovou
peroxidazou. Specificky vazané protilatky jsou detekovany pomoci barevné reakce katalyzované
peroxidy. Pokud dojde k reakci antigen-protilatka, zobrazi tmavy pas v pfislusném misté na prouzku.

Na hornim konci testovaciho prouzku jsou vedle sebe Ctyfi kontrolni bandy:

1. Reakéni kontroly pod &islem testovaciho prouzku: musi se objevit pfi kazdém testu

2. dva kontrolni bandy konjugéatu (IgG/IgA): slouzi jako kontroly pro tfidu protilatek detekovanou v
daném testu. Je-li testovaci prouzek pouzit pro detekci IgG protilatek, kontrolni band konjugatu pro
IgG je jasné ohrani¢eny. Toto analogicky plati i v pfipadé pouziti IgA konjugatu.

3. cut-off kontrola: pro kontrolu barviciho procesu a k vyhodnoceni testovaciho prouzku; intenzita
tohoto bandu poskytuje zaklad pro hodnoceni reaktivity protilatek proti chlamydiim v séru jako
pozitivni, hraniéni nebo negativni.
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5. Obsah soupravy

Kazda souprava obsahuje reagencie v mnozstvi dostacujicim pro 40 vySetfeni (20 1gG + 20 IgA nebo
40 1gG).
Kazdéa souprava obsahuije:

skumavka 2 Ks Zkumayka S 2,0 _C|slo_vanym| testova_lf:lml prouzky potaZzenymi
rekombinantnimi antigeny chlamydii
Promyvac promyvaci pufr A (10x koncentrovan y), obsahuje fosfatovy pufr,
W 100 ml NaCl, KCl, detergent, konzervaéni latky: MIT (0,1%) a oxypyrion
pufr A 10x (0.2%)
MIéény prasek 2x25¢9 Pénivy mlécny praSek
Substrat TBM 2 % 40 ml §gszsittria)tovy roztok tetramethylbenzidin(TMB, pfipraveno k pfimému
IgG konjuga t 2 % 500 ul anti-lidsky 1gG konjugét (zelené vicko, 100x koncentrovany ). Krali¢i,
100x konc. obsahuje NaNj; (<0,1%), chloracetamid (<0,1%)
IgA konjugét 500 ul anti-lidsky IgA konjugéat (bezbarvé vicko, 100x koncentrovany ).
100x konc. Krali¢i, obsahuje NaN; (<0,1%), MIT (<0,1%), chloracetamid (<0,1%)
Inkuba €ni VI _— . .
misky 2 Inkubaéni misky, kazda po 10 jamkéach
P_Iastova 1 Plastova pinzeta
pinzeta
Nav?.d, k 1 Navod k pouziti
pouziti
Formula F pro 2 2 formulare pro vyhodnoceni
vyhodnoceni

6. DalSi pot Febné reagencie a vybaveni, které nejsou sou __€asti soupravy
Deionizovana voda, vakuovy extrakéni systém s desinfekci, mikropipety, tfepacka, odmérny vélec se
stupnici, vaha.

7. Informace o testu a reagenciich

7.1 Bezpe €nostni opat feni

» Pracujte v jednorazovych ochrannych rukavicich.

» Konjugéat obsahuje azid sodny, MIT (methylisothiazolon) a chloracetamid. Vyhnéte se kontaktu
s kdzi a sliznicemi.

» VSechny reagencie a materiél, ktery pfijde do kontaktu s potencialné infekénimi vzorky, musi byt
vydesinfikovan nebo autoklavovan 1 hodinu pfi 121

» Inkubacéni misky nepouzivejte opakované.

» S prouzky pracujte opatrné pomoci plastové pinzety.

7.2 Informace o zachazeni se soupravou

» Skladujte reagencie pfed a po pouZiti pfi 2C - 8C, chranite pfed mrazem. Temperujte vSechny
komponenty pfed zahajenim analyzy po dobu nejméné 30 minut pfi 18C - 25C (pokojova teplota).
Jak analyza, tak inkubaéni procesy jsou provadény pfi pokojové teploté.

> ldentické reagencie (dle vytiSténého symbolu) ve vSech recomBlot a imunoblot testech mohou byt
pouzity bez ohledu na parametr nebo Sarzi. Berte v potaz datum exspirace jednotlivych komponent.

» Koncentrované konjugaty pfed pouzitim dobfe promichejte. Pacientska séra pred pouZzitim také

dobfe promichejte.

Zkumavky obsahujici testovaci prouzky oteviete az tésné pfed pouZitim, aby se zabranilo

kondenzaci vody. Prouzky, které se nepouzivaji, musi byt ponechany ve zkumavce a ulozeny pfi

2T - 8T (zkumavku pevn & uzavrete, testovaci prouzky nesmi pfed analyzou zvihnout!).

Prouzky jsou o¢islované a oznacené zkratkou pfisluSného testu.

Zéaruka kvality mdze byt poskytnuta pouze do uplynuti doby pouzitelnosti na obalech.

Chrarite prosim vSechny komponenty soupravy pfed pfimym sluneénim svétlem.

Zkouska musi byt provedena dobfe vySkolenym a opravnénym kvalifikovanym personalem.

Y

YV VYV
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» V pfipadé podstatné zmény vyrobku nebo v pfipadé nedodrzeni podminek uvedenych v navodu k
pouziti, se mize aplikace testu liSit od plvodniho zaméru vyrobce.
» Automatizace je mozna, v pfipadé zajmu se prosim obratte na svého dodavatele pro podrobnosti.

7.3 Priprava roztok U

7.3.1 Priprava promyvaciho pufru Ak p Fimému pouZiti

Tento pufr se pouziva jak pro fedéni séra, tak pro fedéni konjugatu a promyvani. Pfed zfedénim je
nutné stanovit objem promyvaciho pufru potfebného pro odpovidajici pocCet testll. Mléény prasSek
nejprve rozpustte v koncentrovaném promyvacim pufru. Tuto smés poté doplnte deionizovanou vodou
na kone¢ny objem (fedéni: 1 + 9). Viz tabulka 2 pro pozadovana mnozstvi. Objemy pro pocet
testovacich  prouzk(i, které nejsou uvedeny vtabulce, urCete na z&kladé vypoctu.
Promyvaci pufr pfipraveny pro pfimé pouziti Ize skladovat pfi teploté 2°C - 8C po dobu &tyf tydna.

Tab.2: Promyvaci pufr A pro pouziti na prouzky:

Pocet pouZzitych Mléény Koncentrat Deionizovana Promyvaci pufr A
prouzk praSek | promyvaciho voda pfFipraveny k p fimému

pufru A pouziti
1 0,19 2 mi 18 ml 20 ml
2 0,2g 4 ml 36 ml 40 ml
3 0,3g 6 mi 54 ml 60 ml
5 0,59 10 ml 90 ml 100 ml
10 lg 20 ml 180 ml 200 ml
20 29 40 ml 360 ml 400 ml
25 259 50 mi 450 ml 500 ml
40 4g 80 ml 720 ml 800 ml

7.3.2 Priprava roztok G konjugétu

Roztok konjugatu musi byt pfipraven bezprostfedné pred pouzitim. Konjugat pfipraveny k pfimému
pouziti nelze déale skladovat. Jeden dil koncentrovaného IgA nebo IgG konjugatu je fedén 100 dily
promyvaciho roztoku pfipraveného k pfimému pouziti (1+100). Pouzité objemy jsou uvedeny v tabulce
3.

Tab.3: Objemy pro Fedéni anti-lidského IgG nebo IgA konjugétu

Poéet pouzitych prouzk a* Koncentrat IgG/IgA Promyvaci pufr Ap fFipraveny
konjugatu k pfimému pouziti
1 20 ul 2ml
2 40 ul 4 ml
3 60 ul 6 ml
5 100 ul 10 ml
10 200 ul 20 ml
20 400 ul 40 ml
25 500 ul 50 ml

* Objemy pocitejte bez mrtvych objemd. V zavislosti na zpracovani (manualni nebo automatizované)
pfipravte roztok konjugatu pro dalSi 1-3 prouzky.

7.3.3 Roztok substréatu

Substrat je pfipraven k pfimému pouziti! Pfed zapocetim analyzy temperujte roztok na pokojovou
teplotu (18-25C). Pipetujte vzdy Ccistou Spickou, aby nedoSlo ke kontaminaci roztoku substratu a
naslednému snizeni citlivosti testu.

7.4 Skladovani a stabilita

Reagencie skladujte po pouziti pfi teploté 2-8<C.

Promyvaci pufr pfipraveny k pfimému pouziti mize byt skladovan pfi 2-8<C po dobu 4 tydn 0.
Roztok konjugéatu musi byt pfipraven vzdy Cerstvy.
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8. Vzorky

Jako vzorek muze byt pouZzito sérum nebo plazma. Musi byt oddéleny od koagulatu co nejdfive po
odbéru vzorkl, aby se zabranilo hemolyze. Za Zadnych okolnosti nesmi byt vzorky opakované
zmrazovany a rozmrazovany. Tepelné inaktivované vzorky mohou poskytnout zvySenou hladinu pozadi.
Je tfeba se vyhnout mikrobidlni kontaminaci vzorku. Nerozpustné latky se odstrani ze vzorku pred
inkubaci pomoci centrifugace.

Pouziti lipemickych, hemolytickych nebo zakalenych vzorkG mlze poskytnout tmavé pozadi. Tyto
vzorky mohou mit také za nasledek Spatné vysledky, a proto by nemély byt pouzivany.

Dulezité!

Jestlize se analyza neprovadi okamzit &, mohou byt vzorky uchovavany po dobu az 2 tydn G pfi
teploté 2C - 8TC. Delsi skladovani vzork @, je mozné p¥i teplot & -20C nebo chladn &jsi.
Opakované zmrazovani a rozmrazovani vzork 0 neni doporu €eno, protoZze to m Uze mit vliiv na
kvalitu vysledk .

9. Postup testu

9.1 Obecné
Reprodukovatelnost vysledku zavisi do znaéné miry i na promyvani prouzkd. Frekvence myti popsané
v odst. 9.3. a 9.5. je nutné vzdy dodrzet.

9.2 Inkubace vzork G
1. Jeden zlabek inkubacni misky je uren pro jedno testované sérum. Do kazdého Zlabku pipetujte 2
ml promyvaciho pufru pfipraveného k pfimému pouziti. Nasledné kazdy testovaci prouzek
(oznagenou stranou vzharu) pomoci plastové pinzety opatrné ponofte do prisluSného Zlabku
napin&ného promyvacim pufrem. Cislo prouzku musi byt otoéeno smérem vzh(ru.
Dulezité! Prouzky musi byt v promyvacim pufru zcela pono  rfeny.
Zkumavku a ¢islo pouzitého prouzku si zaznamenejte do vyhodnocovaci tabulky.
2. PFidani vzorka
IgG/IgA pracovni postup: 20 ul nefedéného vzorku (lidské sérum nebo plasma) pipetujte do
odpovidajicich zZlabku (vznikne tak fedéni 1 + 100).
Zaznamenejte c&isla vzorkd a tfidu imunoglobulinti, pro kterou test provadite (IgG, IgA) do
vyhodnocovaci tabulky.
Zakryjte inkubacni misku plastovym krytem a za jemného tfepani pfi pokojové teploté 1 hodinu
inkubuijte.
Dulezité! Dejte pozor, aby se inkubované roztoky nedostaly do jinych Zlabk a&; zabrarte
zejména vyst Fiknuti tekutiny p A otevirani a zavirani vi €ka (riziko k Fizové kontaminace).

9.3 Promyti
1. Po inkubaci opatrné sejméte plastovy kryt z inkubaénich misek.
2. Narfedéné séra z jednotlivych Zlabkl opatrné odsajte.
Dulezité! Kazdy roztok odsavejte ¢€istou nebo v deionizované vod €& ddkladn é vyplachnutou
Spi ¢kou, aby nedoSlo ke k Fizové kontaminaci vzork d. PA pouziti automatické promyva ¢éky dbejte
pokyn & vyrobce.
3. Poté pipetujte do kazdého zlabku 2 ml promyvaciho pufru pfipraveného k pfimému pouziti a pro
dukladné promyti 5 minut jemné tfepejte. Po uplynuti této doby promyvaci pufr odsajte.
4. Opakuijte tfikrat bod 3.

9.4 Inkubace s peroxidasovym konjugatem

Po promyti prouzku pipetujte do kazdého zlabku 2 ml pfipraveného roztoku konjugatu (viz tabulka 3) a
za jemného tfepéni pfi pokojové teploté inkubujte 45 minut. Inkubacni miska musi byt opét zakryta
plastovym vickem.

9.5 Promyti
Roztok konjugatu z jamek odsajte a prouzky opét promyijte (viz 9.3).
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9.6 Reakce se substratem

1. Do kazdého zlabku pFidejte 1,5 ml roztoku substratu a za mirného tfepani 5-10 minut inkubujte pfi
pokojové teploté.

2. Reakci muzete ukongit, jakmile je viditelny cut-off kontrolni band.

9.7 Zastaveni reakce

1. Po odsati roztoku prouzky tfikrat kratce promyjte v deionizované vod é.

2. Poté je pinzetou opatrné vyjméte, vlozte mezi 2 vrstvy savého papiru a vysouSejte asi 2 hodiny.
Prouzky pak mizete pfilepit k pfiloZené vyhodnocovaci tabulce. Vysledek zapiSte do protokolu.

3. Prouzky by mély byt skladovany tak, aby byly chranény pred svétlem.

10. Souhrn pracovniho postupu

1. Vytemperujte vSechny reagencie na pokojovou teplotu.
Pipetujte 2 ml promyvaciho pufru pfipraveného k pfimému pouziti do kazdého zlabku inkubacni
2. misky a plastovou pinzetou opatrné vloZzZte testovaci prouzek ozna¢enou stranou vzharu. Prouzky
musi byt zcela ponofeny.
3. Do odpovidajiciho ZIabku pipetujte 20 ul nefedéného vzorku.
4. Inkubaéni misku zakryjte a za jemného tfepani inkubujte 1 hodinu pfi teploté (18-25C).
5. Opatrné sejméte vicko a tekutinu odsajte (pozor na kfizovou kontaminaci vzorki).
6. Trikrat po 5 minutach na tfepacce promyjte.
7 Do kaZzdého zlabku pipetujte 2 ml pfipraveného roztoku konjugatu. Misku zakryjte a za jemného
' tfepani inkubujte 45 minut .
8. Trikrat po 5 minutach na tfepacce promyjte.
9 Do kazdého zlabku pipetujte 1.5 ml roztoku substratu a jemného tfepani 5-10 minut inkubujte
' pfi pokojové teploté.
10. | Prouzky promyjte nejméné trikrat v deionizované vodé.
11 Prouzky nechte 2 hodiny suSit mezi dvéma vrstvami savého papiru. Odectéte vysledek a
" | vyhodnotte.

11.Hodnoceni

11.1 Hodnoceni intenzity prouzku

1. Na prilozeny vyhodnocovaci formuldf zaznamenejte data, Sarzi a c&islo zkumavky spolu
s detekovanou tfidou protilatky.

2. Zapiste identifikacni ¢islo vzorku na protokol.

3. Nyni pfilepte testovaci prouzky na odpovidajici oblasti hodnoceni v listu. Postupujte tak, Zze umistite
prouzky s bandem reakéni kontroly na oznacenou linii a pouZzijete pravitko k jejich fixaci. Pak pouZijte
lepici pasku k upevnéni testovacich prouzk na oznaéenou linku. UpIné pfilepeni testovaciho prouzku
lepidlem nebo prihlednou lepici paskou mize vést ke zménam zbarveni.

4. Nyni vyhodnotte vyvinuté bandy na testovacim prouzku (viz tabulka 4) a vysledek zapiSte do
vyhodnocovaci tabulky a do protokolu.

11.2 Vysledky kontrol

Test Ize hodnotit, jestlize jsou splnény nasledujici podminky:

» Reakce kontrolniho bandu (horni fadek) ma vyrazné zbarveni, tmavy pas

» tfida protilatek (druhy az tfeti band): konjugéat odpovidajici kontrolnimu bandu musi prokazat jasné
zbarveni. Druh4 konjugéatova skupina maze vyvinout slabé nespecifické zbarveni.

»  Cut-off kontroly (Ctvrté pasmo): slabé, ale jasné viditelné zbarveni.

Tab.4: Intenzita band G ve vztahu ke cut-off

Band Intenzita
Bez reakce -
Intenzita slabsi nez cut-off +
Minimalné stejnd intenzita jako cut-off +
Vysoka intenzita (silnéjSi neZ cut-off) ++
Velmi silna intenzita +++
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Dulezité! Bandy v souprav & CHLAMYCHECK IgG/IgA mohou p i testu vykazovat r Gzné intenzity.
Je mozné, ze CHLAMYCHECK IgG ukaze intenzivn éjSi a tmavsi pasy, nez CHLAMYCHECK IgA.
Intenzita proteinovych band 1 zavisi na koncentraci Chlamydia-specifické protild  tky.

11.3 Vysledky testu a interpretace

Bodové zaloZzené hodnoceni antigent Chlamydia v soupravé CHLAMYCHECK bylo provedeno na
zakladeé klinickych hodnoceni a matematické analyzy s cilem zajistit jednoduché a bezpe¢né hodnoceni
testu. Na tomto zakladé je mozné vysledky testu ziskat se¢tenim bodu, néasleduje vyhodnoceni.
Vysledek analyzy se ziska sectenim bodovych hodnot z pAsem hodnocenych +, + + nebo + + +.
Vysledna hodnota je zapsana ve sloupci znaménkem plus. Pozitivni, sporné nebo negativni hodnoceni
vzorku maze byt uréeno pfimo a zapsano do kolonky ,hodnoceni*

Pro tfidu protilatek 1gG a IgA se Fidte nasledujicimi kritérii:

Tab.5: Bodové hodnoceni Ch.trachomatis v souprav € CHLAMYCHECK IgG/IgA

Antigen | Body v IgG | Body v IgA
MOMP 6 6
OMP2 2 3
HSP60 1 3

MIP 3 3

Tab.6: Bodové hodnoceni Ch.pneumoniae v souprav. = & CHLAMYCHECK IgG/IgA

Antigen | Body v IgG | Body v IgA
MOMP 6 6
OMP2 6/4* 4
OMP4 3 4
OMP5 3 4

* 6 bodd, pokud je Ch.trachomatis negativni, v opacném pfipadé 4 body

Tab.7: Bodové hodnoceni Ch.psittaci v souprav € CHLAMYCHECK IgG/IgA

antigen | Body v IgG | Body v IgA
MOMP 6/4* 6
* 6 bodd, pokud MOMP Ch.trachomatis a Ch.pneumoniae jsou negativni, jinak 4 body

Tab.8: Hodnoceni testu CHLAMYCHECK IgG/IgA

Celkovy po €et bod i | Hodnoceni
<3 Negativni
4-5 Hrani¢ni
=6 Pozitivni

11.4 Poznamky k interpretaci vysledk G

V nékterych pfipadech existuji silné reaktivity mezi antigeny Chlamydia pneumoniae pfi pouziti vzorku
séra pozitivniho na Chlamydia trachomatis. To mGze byt vyvolano protiladtkami Chlamydia pneumoniae
z prodélané infekce v minulosti.

PFitomnost bandu o intenzité nizSi nez cut off mGze vést k podezieni na infekci Chlamydia.

Sérologické reakce na infekci Chlamydii jsou ¢asto komplexni, protoZe vyskyt infekci Ch.pneumoniae je
silné a kfiZzové reakce protilatek s ohledem na rGzné druhy Chlamydii dulezité. Imunologicka odpovéd
na infekci chlamydii zahrnuje hlavné silné reaktivity s proteinem MOMP. MOMP proteiny se lisi
v sekvenci aminokyselin. Infekce je mozné teoreticky spolehlivé rozliSit pomoci rdznych druhu
chlamydie, hlavné v pfipadé pfitomnosti infekce pouze jednim druhem. PFesto jsou pozorovany kfizové
reakce protilatek proti MOMP. V pfipadé silného vyskytu infekci Chlamydia pneumoniae je interpretace
sérologie v pfipadé infekce Chlamydia trachomatis ¢asto obtizna. V pfipadé prodélané infekce
Chlamydia pneumoniae jsou protilatky proti MOMP Chlamydia trachomatis a Chlamydia pneumoniae
pfitomny souéasné.
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Reaktivita s ohledem na antigeny Chlamydia pneumoniae je zplsobena pfedevsim zbytkovymi
protilatkami probéhlé infekce v minulosti. Tyto protilatky jsou Casto zjistiteIné pfi vySSi koncentraci v
pfipadé nové infekce Chlamydia trachomatis. Reaktivita s ohledem na antigeny Chlamydia trachomatis
je zfidka pozorovana v pfipadé pozitivni sérologie na Chlamydia pneumoniae a z klinicky potvrzené
infekce Chlamydii trachomatis. Antigeny OMP2 jsou také ukazatele uzite¢né v pfipadé infekce pro
Chlamydie.

Antigeny OMP2 zpusobuji vznik protilatek, které jsou na pocatku kfizové reakce. Je obtizné rozliSit
druhy v pocatecni fazi infekce na zakladé imunologickych reakci OMP2. Pokud jsou pfitomny protilatky
proti OMP2 u Chlamydia trachomatis a Chlamydia pneumoniae a pokud je pfitomen pouze jeden druh
protilatky proti MOMP, vysledek je ve prospéch infekce Chlamydia pneumoniae. V dobé infekce
Chlamydia pneumoniae mohou chybét protilatky proti MOMP, které jsou normalni pro pfipad infekce
Chlamydii trachomatis.

V mnoha studiich byl podan dukaz, Ze v pfitomnosti typickych klinickych ukazek infekce Chlamydia jsou
ve VétSiné prFipadd pritomny protilatky proti Hsp60. PFitomnost protilatky proti Hsp60 muze byt
interpretovana jako ukazatel zavaznosti nebo chronicity infekce.

V dobé interpretace chlamydiovych infekci musi byt 1IgG a IgA profily analyzovany paralelné. IgA jsou
vysledky se mohou objevit vzdy na pocatku infekce, kdy se dosud netvofi protilatky proti Chlamydia
trachomatis.

Pfi vydavéani vysledkd musi byt vzdy bran zfetel na klinické souvislosti a anamnézu.

Tmavé testovaci prouzky:

Neékolik pacientskych sér mlZe vytvaret tmavé zbarveni na celém nitro-celul6zovém stripu (napf. séra
pacientl s alergii na mlé&né bilkoviny). Za toto je odpovédné nékolik faktord. Hodnoceni téchto prouzk
je obvykle mozné pouze s omezenimi. Napf. "inverzni" bandy (bilé bandy na tmavém pozadi) jsou
hodnoceny jako negativni. Odpovidajici sérum by mélo byt dotestovano pouzitim jinych sérologickych
metod.

12. Klinické vysledky

Produkce protilatek proti Ch.trachomatis:

populace N specifita Citlivost
Déti negativni pfi MIF 10 100% (10/10) NA
Dospéli negativni pfi MIF 17 100% (17/17) NA
Celkem negativni pfi MIF 27 100% (27/27) NA
Pfima detekce Ct negativni 14 71,4% (10/14 dle pfimé detekce) NA
100% (14/14 dle MIF)
Cisté MIF IgG Ct 12 NA 67% (8/12)
Pfima detekce Ct pozitivni 46 NA 93,5% (43/46)
100% (46/46)**

** &teni vzhledem ke cut-off
NA — neaplikovatelné

Produkce protilatek proti Ch.pneumoniae:

populace N specifita Citlivost
Déti negativni pfi MIF 10 100% (10/10) NA
Dospéli negativni pfi MIF 17 94% (16/17) NA
MIF negativni celkem 27 96% (26/27) NA
Cisté MIF IgG Cpn nebo 2512 46 NA 50% (23/46)
100% (46/46)**
Akutni bronchitida 30 sér 1 detekovana sérokonverze 80% (12/15)
87% (13/15)**

** étenf vzhledem ke cut-off
NA — neaplikovatelné
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Produkce protilatek proti Ch.psittaci:

8 pacientskych sér, u kterych byl oCekavan pozitivni nalez psitakdzy a protilatek proti Ch.psittaci
detekovanych pomoci MIF bylo testovano soupravou CHLAMYCHECK IgG/IgA. 4 podaly pozitivni
reakci na IgA a IgG spojenou s proteinem MOMP u Ch. psittaci. V tomto pfipadé jsou IgA vysoce
specifické. DalSi 4 séra vykazaly pozitivni reakci u antigent Ch. trachomatis a Ch. pneumoniae.

13.Potencialn_é interferujici séra

V prabéhu studie o potencialné rusivych faktorech jako lipemickd, iktericka nebo hemolyticka séra a
pritomnost revmatoidniho faktoru, nebyly zaznamenany Zadné interference. U téchto sér, obsahujicich
anti nuklearni protilatky, byly zaznamenany IgG rostouci pozitivni vysledky v oblasti Chlamydia
trachomatis a Chlamydia pneumoniae.

V pfipadé infekéni mononukledzy probih& polyklonalni stimulace B lymfocytd, coz mlze vést k IgA
nespecifické reakci.

Séra pacientd infikovanych bakteriemi Bordetella pertussis, Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Streptococcus pyogenes, Salmonella spec. nebo virem Parvovirus B19 neprokazala
vySSi pocet akutnich vyskytd u protilatek proti Chlamydiim. U pacientskych sér infikovanych
Treponemou pallidum byl zaznamenan vysoky pocet pozitivnich ve tfidé 1gG proti Chlamydia
trachomatis a Ch. pneumoniae.
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