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Metddy laboratdrnej diagnostiky
C. pneumoniae

Priame Nepriame
kultivacia MIF
detekcia antigénu ELISA (IgA, 1gG, IgM)
detekcia NK Western blot

KFR



Metddy priameho dokazu C. pneumoniae

Kultivacia

« mikroskopicky dokaz ziveho agens po jeho pomnozeni v
tkanivovej kulture, zZltkovy vak a naslednej detekcii antigénu,
resp. inklUzii pomocou farbenia (napr. Giemsa, monoklonalne
protilatky)

= vysoko Specifick4, malo citliva

« vysoké naroky na technické vybavenie, subjektivne hodnotenie

« v sCasnosti najméa pre vyskumné a epidemiologické tcely

Detekcia antigénu
« priama imunofluorescencia




Metddy priameho dokazu C. pneumoniae

Detekcia NK

Polymerazova retazova reakcia (PCR)
(25 % citlivejSie ako kultivacia)

« metodika pouzivana v HPL (GeneProof, éR)

« detekcia multikopiovej sekvencie genu pre 16S rRNK
C. pneumoniae
+ senzitivita metddy 10* képii gendmovej DNK
C. pneumoniae - napr. vo vzorke vyteru alebo az
10t v 1 ml Kkrvi

« technoldgia ,,hot start* a interny Standard -
minimalizacia neSpecifickych reakcii, resp. odhalenie
iInhibicie PCR
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Vizualizacia vysledkov PCR C. pneumoniae

PK inhibicia pozit. vzorka

< 591bp
* 304bp




Odber a uchovavanie vzoriek pre priamy
dokaz C. pneumoniae

VysSetrovany material
vytery z nosohltanu, z nosnej sliznice
iIndukované sputum, bronchoalveolarna lavaz
nezrazanliva periferna krv do EDTA

¢ cievna stena, monocyty, makrofagy pri artérioskleroze
« ster z rohovky, oCnej spojovky

« pohrudniCny vypotok

¢ kI'bovy punktat, synovialna membrana

Odber do sterilnej skimavky bez transportného meédia
« transport pri +4 °C do 12 hod (dIhSie skladovanie zamrazit’ pri -20°C)
« 2 ml telesnych tekutin, ster alebo vyter na tampdne “na sucho*



Nepriama sérologicka diagnostika

Chlamydie indukuju tvorbu typovo, poddruhovo,
druhovo a rodovo Specifickych protilatok

pri primarnej infekcii st indukované najskor protilatky proti
dominantnym antigénom, t.j. KV a rodovo Specifickym a az v
neskorsom Stadiu infekcie dochadza k tvorbe druhovo Specifickych
protilatok

Dostupné testy sa delia do dvoch zakladnych skupin:

metody dokazujlce protilatky proti rodovo spolo€nym
chlamydiovym antigénom: LPS, proteiny tepelného Soku
(chHsp)

metody urCené pre dokaz protilatok proti antigénom
konkrétneho druhu chlamydie: proteiny vonkajsej
chlamydiovej membrany (MOMP)



Dokaz rodovo specifickych protilatok

ELISA — IgM, IdA. 109G

rekombinantny chlamydiovy LPS (rELISA) - znizenie
nespecificity v désledku skrizenej reaktivity s protilatkami
proti LPS ostatnych gramnegativnych baktérii

* senzitivita pre recentnu infekciu je 93-96%

vel'mi citlivy test, pozitivny vo v€asnej faze infekcie

« signifikantna sérokonverzia od 5. dia, 77% pozitivnych
vysledkov v sérach odobratych po 7 dnoch ochorenia, teda v
dobe, ked' len 50% sér byva pozitivnych v MIF

pozitivny i pri reinfekcii



Dokaz rodovo specifickych protilatok

Komplement-viazuca reakcia

nizSia citlivost’ — pozitivita len u 25 % hospitalizovanych os6b

pri primoinfekcii KF protilatky rychlo stapaji, co umoznuje
vCasny sérologicky dokaz nakazy

u starsich os6b a pri reinfekcii Casta negativita KFR



Dokaz druhovo Specifickych protilatok

Nepriama mikroimunofluorescencia (MIF)
»Zlaty Standard“ serologickej diagnostiky
« hlavna nevyhoda je oneskorena detekcia imunoglobulinov a oproti

v W

ELISA - semikvantitativhe stanovenie
= synteticke peptidy, MOMP antigény, zmieSané polypeptidove antigeny

Western blot - IgM, IdA, 190G
sucCasna detekcia rodovo i druhovo Specifickych protilatok

vypovedna hodnota vyrazne zavisi od kvality pouzitej
diagnostickej supravy
= napr. MIKROGEN, Nemecko




Western blot (MIKROGEN, Nemecko)

Antigen Druh

C. trachomatis
C. pneumoniae
C. psittacr

MOMP Major outer membrane
protein

C. trachomatis

OMP 2 outer membrane protein 2 ;
C. pneumoniae

HSP 60 Heat shock protein 60 Celdooyats

MIP Macrophage infectivity TG

potentiator

OMP 4 outer membrane protein 4 CeRicaanas

OMP 5 outer membrane protein 5 TR L




Nepriame sérologické metody v HPL

MIF (Focus Diagnostics, USA)
« semikvantitativny dokaz protilatok triedy IgA, 1gG

ELISA (Novagnost, Nemecko)

« semikvantitativny dékaz protilatok triedy IgA, 1gG
« MOMP antigén



it 111 NEHNT Y

Zertifikat

Ringversuch Mai 2005
Glltigheisdaver 12 Monate

INSTAND e.V.

inEiut fr Smndendsigrung ung
Dedumantation im randiziresshnn
Labaraiorum & V.

Uthégr - Bir. 20 / PF 250211
40237 40033 Disseldor
Tod, 111166313 - 4

Fis 1) 158215 - 30

O unlan genanide Telsahenmes hal die Aledarunpsn bal folgeiden Untersighingen amint

LUES : Lsies = TH1RA {rquunl. Lams « TPIA igunni

Fmgs - ELISA, fpolyvndest | qual) Loasisi - WAL MEikerodl. T {opuall i

Lines = W TR R L Milirof]. Tiesa {guanl | Lk = Mgz {eisanm thewerr Tumy

CHLAMYDIA TRACHOM. ; kel truchoen. - MIFT-120 igual.) Clbmmles b - MIFT ARG iyt

Chbiarydis traclusm, < WIFT-IgA lipml ) U hilaryidin broctwan, « VIFT-Egh (qpmal

i Hilarydin trachom. - Thagn Geamibewermmng

CHLAMYDLA PHELIM. : Chllsmyilis peasm. - MIFT-lg iqual i Oyl pesewm. - MIFTAg( (yuumt.)

Chilarersdis pncium. - MIFT-lgA (qual

Chilaierydla g, - MIFT-lg A jqum.) 5847

U hlanapdia prwaiin. - TRaga Coanslewe g HPL spol. sro.
Mikrobiologicke labor
MUDr. Jura) Heneen
Istripskn 20
B4107T BRATISLAYA
SLOWAKISCHE REP.

INSTAND
Al el EdeE AT E

a Egremucte
Dicasnsdest

Hy g s

Deaseldor, der 3.8, 20405

- e

Prot. Or. mad Remacer
[ Vian der Bunoesirpisasr=we gmannisr Bngusizacheiailar |

[ R T — R T T,




pad ot ==

>

,

AU

[T |

Zertlfikat Eiﬂ;;:r:ﬁgﬁe

Bakteriengenom Nachweis Marz 2005 40223 | 40007 Cisseidon

Tl (0219) 158213 0
FAX 211} 18520338

Ausstellungsdatum 4.5.2005

Hiermit wird besiatigl, dall der ganannla Teilnehmer an dem von INSTAND e V. veranstaltsten Ringuersuch
mil folgenden Unlersuchungen erfoigraie h teilgenammen hat

Bakteriengenom-Nachwels - Chiam, trachomatis
Bakterenganom-Nachweis - Bormella burgdorfen

5987

HPL spol. s.r.0.
Mikroblologicke labor
MUDr. Jura] Hanzen
Istrijska 20

SK B4107 Bratizlava

VA AS
Prof. Or, med. Bainaver
§ won der BendeabremensTier arnannied Miagvemnmschalaiie: )

I8 261 Loeel Wy=b0] pocldiE



MIF (FOCUS Diagnostics, USA)

Purifikovane elementarne telieska (zbavene LPS)
zriedené v 3 % Zltkovom vaku

MOMP C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittac/
Zakladné riedenie: IgA, 1gG — 1:16; IgM - 1:10

MIF Proven Reliability Standard Serology
Method Validated Waorldwide




MIF (FOCuUS Diagnostics, USA)

pozitivny nalez - jasnozelena
fluorescencia rovhomerne
po celej ploche antigénu

Chiamydia pneumoniae MIF result

Positive serology :
11 Ty 1 , 3 e . :
starry sky" appearance Positive Negative




Dynamika tvorby protilatok

igM

tvorba len pri priméarnej infekcii (vacSinou u det)
zaCiatok: 2 — 4 tyzdne po objaveni sa priznakov ochorenia
pretrvavanie: 2 — 6 mesiacov

19G

oneskorena odpoved’ IgG 6 — 8 tyzdnov po infekcii

pomalé stupanie aj klesanie

diagnostickym kritériom u primarnych chlamydiovych infekcii
je 4-nasobny vzostup titra



Dynamika tvorby protilatok
1IgA

nastup v skorom Stadiu infekcie
pretrvavanie 3 tyzdne — 2 mesiace (zavislost’ od veku)

perzistencia viac ako 6 mesiacov je znakom chronickej
infekcie C. pneumoniae

Vacsina infekcii C. pneumoniae u dospelych su
reinfekcie, pre ktore je charakteristické:

« chybanie IgM
* rychla a vysoka odpoved’ IgA a IgG
* tendencia k rychlemu vymiznutiu IgA
« nie je to vSak pravidlom, su pripady, kedy mézu byt' nizke
hladiny IgM a 1gG nemusia stupat’



Interpretacia nalezu C. pneumoniae
Specifickych protilatok

Aktivna infekcia
pritomnost IgM a/alebo 1gA

titer 1gG — parova vzorka — Stvornasobny vzostup hladiny
1gG

Infekcia prekonana v minulosti
pritomnost’ len 1gG

Chronicka infekcia
pretrvavanie IgA dIhSie ako 6 mesiacov



Prevalencia protilatok proti
Chlamydia pneumoniae v HPL

Nediferencovany subor; metoda MIF (FOCUS Diagnostics, USA)

pocet recentna infekcia |infekcia v minulosti bez Spec. protil.
roky pacientov n % n % n %
2000 818 144 18 247 30 427 D2
2001 1979 317 16 676 34 986 50
2002 3616 1508 42 365 10 1743 48
2003 527 2 151 39 970 18 2 406 43
2004 6 883 3 055 44 835 12 2 993 44
2005 1:2.638 4 653 37 2 253 18 5729 45




Prevalencia protilatok proti
Mycoplasma pneumoniae v HPL

Nediferencovany subor, metoda ELISA (Dia Sorin, Taliansko)

pocet recentnd infekcia | infekcia v minulosti bez Spec. protil.
roky pacientov n % n % n %

2000 427 127 30,0 56 1350 244 5 ¢
2001 L glbie 306 28,5 128 1250 638 5916
2002 1 890 435 23,0 309 16,0 1146 61,0
2003 25302 307 13:0 334 4550 1 661 72,0
2004 2 981 280 9,4 337 113 2 364 (958
2005 6’43 829 12,0 536 8,0 5371 80,0




Percentualne porovnanie vyskytu recentnej
iInfekcie M. pneumoniae a C. pneumoniae
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Prevalencia protilatok proti
Chlamydia trachomatis v HPL

Nediferencovany subor; metdda MIF (FOCUS Diagnostics, USA)

pocet pozit. IgA pozit. IgG bez Spec. protil.
roky pacientov n % n % n %

2000 818 11 LS 16 2,0 791 96,7
2001 1979 22 s 79 4,0 1878 94,9
2002 3616 123 3,4 72 2:0 3421 94,6
2003 M5V 187 3,4 88 1,6 5252 95,0
2004 6 883 117 flin; L 76 1,1 6 690 97,2
2005 125 162 86 0,7 330 2,6 12 156 96,7




Porovnanie zachytnosti C. frachomatis
nasledovnymi metdédami v HPL v rokoch 1997-2005

Metoda pocet z toho pozitivne
(roky) vysetreni abs. %
Clearview 665 20 3,0
(1997-1999)
Génové sondy 12 913 420 O
(1998-2005)
PCR 4113 195 4,7
(2005)




zaver

Podla citlivosti a Specifity jednotlivych laboratornych
metdd sU doporucCené nasledovné postupy:

Nepriama séroldgia

PCR

Izolacia

Priama detekcia antigenu

s OLVRD, vk
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Detekcia Ab v indikovanych pripadoch pomaha
ozrejmit’ pritomnost’, charakter a priebeh infekcie

+ dbokaz protilatok proti chlamydiovému LPS spolu s
protilatkami proti chHsp v kombinacii s dokazom druhovo
Specifickych protilatok mdze prispiet’ k odhaleniu
chronickej a perzistujucej infekcie

Vzhl'adom k problematickej epidemioldgii a tym
obmedzenému interpretacnému vyuzitiu
sérologickych metéd prebieha v stiCasnej dobe
Intenzivny medzinarodny vyskum pre validaciu PCR

« vyrazny diagnosticky vyznam pri asymptomatickom, Ci
chronickom priebehu a u systémovych ochoreni
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