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protilatek proti C. pneumoniae, C. trachomatis a C.
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Pouziti
Chlamydia IgA SeroFIA™ je semikvantitativni
imunofluorescenéni  test pro  diferenciaéni  stanoveni

specifickych IgA protilatek proti C.pneumoniae, C.trachomatis a
C.psittaci v jediném vzorku lidského séra.

Pro In Vitro diagnostické ucely.

Uvod |

Chlamydia, rod vysoce specializovanych gram-negativnich
bakterii, tvofi &tyfi druhy: Ch. trachomatis, Ch.pneumoniae
(TWAR), Ch. psittaci a Ch. pecorum.

Ch. trachomatis je znama v 15 sérotypech, které obsahuji
v rizném stupni imunogenni epitopy.

Ch. trachomatis je nejCastgjSim puavodcem sexualné
pfenosnych onemocnéni. Je puvodcem negonokokové
uretritidy (NGU) a epididymitis u muzl, cervitidy, uretritidy a
zanétl dutiny panevni u zZen, Reiterova syndromu u HLA-B27
haplotypovych jedincli a neonatalni konjunktivitidy a pneumonie
u novorozencu (2-6).

Ch. pneumoniae je dulezity respira¢ni patogen, byva nalezena
asi u 10 % starSich dospélych s ,community acquired*
pneumonii. Ch. pneumoniae je asociovana s infekcemi hornich
a dolnich cest dychacich, pneumonii, astmatem, bronchitidou,
faryngitidou, vyskytem srpkovitych erytrocytl, koronarnim
srde¢nim onemocnénim a Guillain-Barre syndromem (7-9).

Ch. psittaci jsou primarnimi patogeny rlznych druhd Zivogichu.
Mékkysi, ptaci, savci, mohou byt divodem nékterych pfFipada
pneumonii.
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V mnoha diagnostickych laboratofich se v diagnostice
chlamydiovych infekci rutinné pouziva sérologickych test(.
Sérologické testy slouzi jako neinvazivni postupy k identifikaci
distalnich a chronickych chlamydiovych infekci (10,11), kde
pfimé detekéni metody jsou zfidka uspé&sné. Navic, pfitomnost
urcitého typu protilatek mlze také indikovat stav onemocnéni.
Primarni chlamydiova infekce je charakteristicka predominantni
IgM odpovédi za 2-4 tydny a naslednou IgG a IgA odpovédi za
6-8 tydnud. Po akutni infekci Ch. pneumoniae mizi IgM protilatky
obvykle za 2-6 mésicl (12), titry 1gG protilatek stoupnou a
obvykle pomalu klesaji, zatimco IgA protilatky maji tendenci
rychle vymizet (13).

Sekundarni chlamydiové infekce jsou charakterizovany absenci
IgM odpovédi a okamzitou IgG a IgA odpovédi (9). Prokazalo
se, Zze IgA protildtky jsou vhodnym imunologickym znakem
primarni chronické a rekurentni infekce. Tyto protilatky obvykle
klesaji rychle k zékladnim hladindm v dusledku [é¢eni a
eradikace chlamydiové infekce (1-6, 10, 11).

Persistence zvySenych titr(i IgA protilatek se obvykle povazuje
za znamku chronické infekce (13). Studie provedena se
souborem starSich pacientll s respiratornimi infekcemi
prokazala, ze pétina infekci Ch. pneumoniae vymizela bez
prikazu specifickych IgA (14). IgG protilatky persistuji dlouho a
klesaji velmi zvolna. Z toho divodu pfitomnost IgG protilatek
indikuje hlavné chlamydiovou infekci v neurcitém Ccase.
Nicméné ¢tyfnasobny vzestup IgG specifickych protilatek nebo
jejich vysoka hladina mohou indikovat nastupujici chronickou
nebo systémovou infekci.

Savyon Chlamydia IgA SeroFIA™ je mikro-IF test zalozeny
na principu MIF. Podobné jako MIF pouziva SeroFIA™ jako
antigen purifikovana elementarni téliska Ch. pneumoniae (TW-
183), C. trachomatis (L2) a C. psittaci (SZ-1). Kazdé SeroFIA™
reakéni skliCko obsahuje tfi fady po sedmi jamkach, kazda fada
obsahuje bud”™ Ch. pneumonie, Ch. trachomatis nebo Ch.
psittaci antigeny. Toto oddéleni antigend zabrariuje mozné
chybé pfi diferenciaci druh(, a interpretace vysledkd je snadna
a bezchybna.

Princip testu

e Purifikovana elementarni téliska
C.pneumonie (C.pn), C.trachomatis (C.tr) a
C.psittaci (C.ps) pouzitda jako antigeny, jsou
fixovana na jamky skli¢ek, kazdy druh v jiné fadé
jamek sklicka.

o Nafedénda pacientska séra se inkubuji 30 min. pfi
37°C v jamkéach s odpovidajicimi antigeny.

e Promytim se odstrani nenavazané slozky séra.

e Aplikuje se fluoresceinem konjugovany anti-lidsky
IgA. Inkubace 30min. pfi 37°C.

e Nenavéazany konjugat se odstrani promytim.

e Nasleduje suSeni skel a montovani, pfidaji se ftfi
kapky montovaciho média.

e Sklicka se prohlizeji pouzitim fluorescencniho
mikroskopu. Pozitivni reakce je jasna jablkové
zelena fluorescence EBs na tmavém pozadi.

e Pro kvalitativni stanoveni je dostate¢né jediné
fedéni séra. Pro semikvantitativni stanoveni je
nutno pouzit titraci do kone¢ného fedéni.

(EBs)
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| Souprava obsahuje | | Upozornéni a zasady bezpeénosti |

1. Reakéni sklicka (3x7 jamek): Sklicka jsou kautovana Pouze pro In Vitro diagnostické pouziti.
antigeny C. pneumoniae, C. trachomatis, a C. psittaci,
kazdy v jiné fadé. Kazdé sklicko je zabaleno v hlinikovém 1. Tato souprava obsahuje lidskd séra, kter4d byla
obalu se silikagelem. testovana technikami podle FDA, CE. Séra jsou
15x1 negativni na HBsAg a protilatky proti HCV a HIV,
nicméné, jelikoz zadna znama metoda nemuize zarudit
s Uplnou jistotou, Ze vyrobky derivované z lidské krve
neprenaseji infekci, se vSemi komponenty z lidské
krve, obsazenymi v této soupravé se musi zachazet
jako s potencionalné infekénim sérem nebo krvi,
zpUsobem identickym (nebo podobnym) s doporu¢enim

2. Koncentrovany promyvaci pufr (x20): A PBS-Tween publikovanym v CDC/NIH manualu ,Biobezpecnost
pufr, (pH 7.4-7.6) obsahuje NaCl, NazHPO4, KH2PO4 a mikrobiologickych a lékafskych laboratofich®, 1988.
Tween 20. 2. Chlamydiovy antigenni material, kterym jsou
1 lahvicka, 100ml koutovana sklicka, byl inaktivovan a obsah zivych
3. Roztok na fedéni sér: A PBS pufr. Obsahuje Zelatinu, organismu je nedetekovatelny. Nicméné, jelikoz zadna
hovézi sérovy albumin, MgClz a <0.1% azidu sodného. znama metoda nemuze zaruéit s Uplnou jistotou, Ze
1 lahvicka, 80ml produkty  derivované  z patogennich  organismi
4. Negativni kontrola: Lidské sérum bez obsahu protilatek neprenaseji infekci, se sklicky se musi zachazet jako
1gG, IgA, a IgM k C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci. s potenciadlnim biohazard materidlem, tj. zplsobem
Obsahuje <0.1% azidu sodného. Nefedi se. publikovanym v CDC/NIH manualu ( viz €l. 1).
1 lahvic¢ka, 0.5ml 3. Azid sodny tvofi explozivni azidy olova nebo médi
5. C. trachomatis Positivni Kontrola: Lidské sérum positivni v potrubi laboratornich odpad. Aby se predeslo
na IgA protilatky k C. trachomatis. Obsahuje <0.1% azidu akumulaci téchto sloucenin, laboratorni vylevky se musi
sodného. Neredi se. promyvat velkym objemem vody.
1 lahvicka, 0.2ml 4. Pipetovani Usty je nepfipustné.
6. C. pneumoniae Positivni Kontrola: Lidské sérum positivni 5. Zadna z reagencii této soupravy nesmi pfijit do styku
na IgA protilatky k C. pneumoniae. Obsahuje <0.1% azidu s pokozkou.
sodného. Nefedi se 6. PFi provadéni testu a manipulaci se séry je nutné
1 lahvicka, 0.2ml pouzivat ochranné gumové rukavice. Po sejmuti
7. C. psittaci Positivni Kontrola: Lidské sérum positivni na rukavic je nutné peclivé umyt ruce.
IgA protilatky k C. psittaci. Obsahuje <0.1% azidu sodného. 7. Zafizeni, tekutiny a pfedméty, které pfisly do pfimého
Nefedi se. styku z lidskymi séry, se povazuji za potencialné
1 lahvicka, 0.2ml kontaminované. Musi se sterilizovat nebo inaktivovat po
8. FITC-Conjugat: Fluoresceinem znaceny krali¢i anti-lidsky pouziti a pfed mytim nebo vyfazenim po pouZiti.
IgA (a — Fetézec specificky). Nefedi se. Inaktivace mize byt provedena bud autoklavovanim pfi
1 lahvicka, 3.3ml 121°C nejméné | h nebo vystavenim ucinku roztoku
9. Montovaci tekutina: Obsahuje <0.1% azidu sodného. chlornanu sodného v 5% finalni koncentraci (po dobu
1 kapaci lahvicka, 1.5ml nejméné 30 min.)
10. Kryci sklicka 1 8. FITC - konjugat obsahuje Evansovu modf, ktera je
11. Navod k pouziti 1 kancerogenni. Roztok nesmi pfijit do styku s pokozkou
a oima.
| Potiebny material, ktery neni souc¢asti soupravy. | 9. Montovaci medium obsahuje korozivni latky. Nesmi
pfijit do styku s pokozkou a nesmi dojit k jeho inhalaci.
1. Cista mikrotitraéni desti¢ka nebo zkumavky na fedéni V pfipadé kontaktu s pokozkou a ofima je nutné
Sér. provést okamzity oplach (vyplach) nadbytkem vody.
2. Centrifuga
3. Nastavitelné mikropipety (5 — 50, 50 — 200, 200 — 1000 | Uchovavani a trvanlivost reagencii
mikrolitrd) a pfislusné Spicky
4. Odmérny valecna 1L VSechen dodavany material je nutno skladovat pfi teploté 2 az
5. Vortex tfepacka 8°C. Reagencie, uchovavané pri teploté 2 az 8°C, jsou stabilni
6. Vodni lazen 37°C s vikem nebo vlhka komurka do data exspirace, vyznaceného na obalu soupravy.
umisténa v termostatu 37°C Nepouzivejte slozky soupravy po datu exspirace.
7. Plastova miska pro inkubaci sklicek Expozice slozek soupravy obycejné teploté po dobu nékolika
8. Destilovana nebo redestilovana voda na fedéni hodin nezplsobi zni¢eni reagencii.
koncentrovaného promyvaciho pufru Nevystavujte reagencie silnému svétlu.
9. Plastova stficka na promyvani Reagencie nezmrazujte.
10. Nosic skliCek a barvici kyveta
11. Casoméfic | Odbér vzorkii a priprava vzorkii |
12. Fluorescenéni mikroskop s filtry vhodnymi pro hodnoceni FITC
fluorescence se zvétSenim 40x az 100x Odbér vzorku

Vzorky sér se odebiraji asepticky standardnimi technikami.
Tepelné inaktivovana séra nemohou byt pouzita. Nedoporucuje
se pouziti lipemickych, zakalenych a kontaminovanych sér.
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Drobné &astice a sraZeniny v séru mohou zplGsobovat chybné  Pozitivni _kontroly vykazuji stfedni az intenzivni jablkové
vysledky. Tyto vzorky by mély byt pfed stanovenim vyCefeny  zelenou fluorescenci partikuli elementarnich télisek chlamydii
centrifugaci nebo filtraci. podle pfislusného druhu.

Skladovani Negativni__kontrola  vykazuje zanedbatelnou reaktivitu
Vzorky by se mély skladovat pfi teploté 2-8°C pokud jsou (barveni) s kazdym z druht chlamydii.

testovany béhem 7 dni (doporucuje se pfidavek 0,1% azidu
sodného). Pro delSi uchovani je nutno alikvoty séra uchovavat
pfi teplot¢ -20°C. Vyhnéte se opakovanému mrazeni a

Interpretace a vyznam vysledku |

rozmraZovani séra. Doporucuje se hodnotit jako prvé kontrolni jamky, aby se
- . zajistila spravna interpretace vysledku.

Pfiprava vzorku Fluorescence Kklinickych vzorkl  se hodnoti nasledujicim

Pro prvotni skrining se séra fedi v poméru 1:32 pfidanim 10 pl zpuisobem:

séra do 310ul fediciho roztoku na séra (Serum Diluent) .

Pro stanoveni titrd (,endpoint® titrace) se séra fedi (po€inaje od

fedéni 1:32) fedici dvojkovou Fadou. +  Stfedni az intenzivni, ostra nebo difuzni jablkové zelena
fluorescence elementarnich télisek.

Pracovni postup |

+ Fluorescence elementarnich télisek je zfetelna, ale
Poznamka: Soucasti kazdého béhu by méla byt jedna jamka tlumena. PovaZuje se za ,endpoint” titru séra.
snegativni a jedna jamka s pozitivni kontrolou pro Titr daného séra je definovan jako nejvyssi fedéni, které
Ch.pneumoniae, Ch. trachomatis a Ch.psittaci, vZdy na jesté vykazuje zfetelnou fluorescenci. DalSi fedéni ma
odpovidajicim radku. vykazovat fluorescenci jako negativni sérum.
Positivni kontroly v poméru 1:128 odpovida hladina
kontroly titru end-point. - Bez fluorescence nebo se slabou fluorescenci pozadi
bez zietelné morfologie chlamydii.
1. Pfed zahjjenim testu se sklicka, reagencie a
pacientska séra nechaji vytemperovat pfi laboratorni
teploté.
2. Koncentrovany promyvaci pufr se fedi v poméru 1:20 Fluorescence pfi titru Interpretace
pfidanim 50 ml koncentrovaného promyvaciho pufru do 1:32
950 ml deicinizované’ nebo gestilovavné quy. NaFe_déyy Cpn | Ctr | Cps
pufr se maze uchovavat pfi teploté 2 az 8°C nejvySe
po dobu dvou tydn(.
3. Do pfisludnych jamek kazdé ze tfi fad se pipetuje 10 pl + - -
konfrol neb())/ Feciéného séra. PPt ! Pfitompost specifickych IgA
4. Sklicka se inkubuii ve vihké komurce pfi 37°C po dobu . " _ | kdruham C.pn, C.tr, nebo C.ps.
30 minut. Titr 1:?2 se polfladaa za
5. Skligka se vyjmou z vihké komiirky a kazdé sklicko se ) ) , | pravdépodobny prikaz infekce.
jemné oplachne proudem nafedéného promyvaciho
pufru pomoci stficky. Sklicka se promyji ponofenim do
kyvety osahujici promyvaci pufr Po 10 min se vyjmou,
ponofi do destilované vody, vyjmou a ponechaji na + + B PFitomnost IgA proti
vzduchu vyschnout. chlamydiim. Vysvétlenim je
6. Do kazdé jamky se pipetuje 10 pl FITC konjugatu. - + + infekce vice druhy nebo
7. Inkubuje se pfi teploté 37°C po dobu 30 minut. mezidruhové zkfizené reakce.
8. Oplachnuti a promyti skel se opakuje podle kroku 5. + ) + Pro odliSeni predominantniho
9. Podél stfedu kazdého sklicka se kapnou 3 kapky druhu je nutno provést endpoint
montovaciho roztoku. Jamky se prekryji krycim sklem. titraci.
Pfipadné vzduchové bubliny se odstrani jemnym + + +
tlakem na kryci skli¢ko.
10.Vysledky se hodnoti pomoci fluorescenéniho ——
mikroskopu pfi zvétseni 400x a? 1000x. Nejlepsi Negativni, .
vysledky dava hodnoceni preparatd v den jejich - - - IgA protilatky proti C.pn, C.r,
pripravy. Jestlize to neni mozné, zamontované C.ps_nedetekovatelné.
preparaty se mohou skladovat ve tmé pfi 2 — 8°C po
dobu nejvyse tfi dnu. Upozornéni:
| Validita testu | Ve vzacnych pfipadech mize byt pozorovana na jednom nebo

vice chlamydiovych antigenech jasna a densni fluorescence
Aby byl test platny, musi byt spinéna nasleduijici kriteria. velmi malych partikuli n(rvnenéich nevi elementarni téliska). 'I_'a_to
Jestlize kontroly nemaji vy&e uvedené charakteristiky, test se  fluorescence ~ muze predstavovat ~ reaktivitu
povaZuje za neplatny a musi byt zopakovan. k lipopolysacharidum. Je nutno provest testovani IgG a IgM
protilatek nebo testovani druhého vzorku séra, odebraného po
14 az 21 dnech. Vzorek se povazuje za negativni, jestlize IgM a
IgG jsou negativni a IgA vysledky jsou opakované shodné.
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Vyznam end-point titrace

Endpoin  titrace  se provadi, jestlize  vyzadujeme
semikvantitativni vysledky nebo jestlize je prokazana reaktivita
(fluorescenéni zbarveni) s vice nez jednim druhem chlamydif;
potom ten antigen, ktery je reaktivni do nejvyssiho titru séra
(nejméné 4x vysSiho, nez ostatni antigeny), indikuje druh
chlamydie odpovédné za infekci.

| Omezeni testu

1. Konec¢na diagnoza nemlze byt ur€ena na zakladé
vysledku jediného sérologického testu — v Gvahu se
musi brat vSechny klinické a laboratorni udaje.

2. Vzorky odebrané pfili§ brzy v pribéhu primarni infekce
nemuseji obsahovat detekovatelné protilatky. Jestlize
chlamydiova infekce je suspektni, je nutno vySetfit
(paralelné s prvym sérem) druhy vzorek séra,
odebraného o 14 -21 dni pozdéji.

3. Reaktivita séra svice druhy chlamydii mize byt
zplUsobena expozici vice nez jednomu druhu nebo
pfritomnosti kfizZové reagujicich protilatek.

4. Optika mikroskopu a podminky svételného zdroje a
jeho typ mohou ovlivnit intenzitu fluorescence a vysku
titru.

| Charakteristika u&innosti

|

Studie byla provedena v nezavislém l|ékafském zafizeni. Byla
pouzita séra suspektnich pacientl infikovanych C.trachomatis,
C. pneumoniae nebo C. psittaci.

Tab.1l: Srovnani vysledki Chlamyda trachomatis IgA
SeroFIA™ s MIF.

MIF Positivni Negativni Celk.
SeroFIA™
Positivni 11 6 17
Negativni 2 52 54
Celk. 13 58 71
Citlivost: 11/13 x 100 84,6%
Specificita: 52/58 x 100 = 89,7%

Celkova shoda s MIF:

Tab.2: Srovnani
SeroFIA™ s MIF.

63/71 x 100 = 88,7%

vysledkti Chlamyda pneumonie

MIF Positivni Negativni Celk.
SeroFIA™
Positivni 39 0 39
Negativni 0 74 74
Celk. 39 74 113
Citlivost: 39/39 x 100 = 100%
Specificita: 74/74 x 100 = 100%
Celkovéa shoda s MIF:  113/113 x 100 = 100%
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Tab.3: Srovnani vysledki Chlamyda psittaci IgA
SeroFIA™ s MIF.

Celkova shoda s MIF:

25/30 x 100 = 83%

MIF Positivni Negativni Celk.
SeroFIA™
Positivni 1 4 5
Negativni 1 24 25
Celk. 2 28 30
Specificita: 24/38 x 100 = 88%

Pozn.: Citlivost nemohla byt stanovena pro malé mnozstvi
pozitivnich vzork(.
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