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Examination of sera of patients with respiratory diseases
did not reveal any substantial difference in detection of
chlamydial antibodies by ELISA using two commercial
kits (Chlamydia STAT and rRLISA) demonstrating IgG
antibodies and two corpuscular antigens prepared from
Chlamydia psittaci and Chlamydia pneumoniae in the In-
stitute of Virology, SAS, in Bratislava detecting whole se-
rum antibodies. However, higher sensitivity of rELISA
diagnostic kit was found when analyzing immunoglobulin
classes, namely in case of IgG antibodies. Results of ELI-
SA were in a great majority of cases, confirmed by exami-
nation of sera by microimmunofluorescence test, corpus-
cular antigens from the Institute of Virology being
somewhat more sensitive than the commercial Micro-IF
test kit. (Tab. 4, Ref. 23.)
Key words: C. pneumoniae, serologic diagnosis, antigens,
dignostic kits.
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Abstrakt

Kováèová E., �ipo�ová E., Kom�íková A., Kazár J.:
Porovnanie rôznych diagnostických súprav a antigénov pre dô-
kaz chlamýdiových protilátok v sérach pacientov s respiraènými
ochoreniami
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 7, s. 398�401

Pri vy�etrení sér pacientov s respiraènými ochoreniami sme
nepozorovali podstatný rozdiel v dôkaze chlamýdiových proti-
látok metódou ELISA s pou�itím dvoch komerèných súprav
(Chlamydia STAT a rELISA) dokazujúcich IgG-protilátky
a dvoch korpuskulárnych antigénov pripravených z Chlamydia
psittaci a Chlamydia pneumoniae vo Virologickom ústave
SAV v Bratislave dokazujúcich celkové protilátky. Analýza
imunoglobulínových tried v�ak odkryla o nieèo väè�iu citlivos�
diagnostickej súpravy rELISA, najmä v prípade IgG-protilá-
tok. Výsledky ELISA metódy vo ve¾kej väè�ine prípadov po-
tvrdilo vy�etrenie sér mikroimunofluorescenèným testom
umo�òujúcim rozlí�enie protilátok proti jednotlivým druhom
chlamýdií, prièom korpuskulárne antigény z Virologického ús-
tavu boli o nieèo citlivej�ie ako komerèná súprava Micro-IF
test kit. (Tab. 4, lit. 23.)
K¾úèové slová: C. pneumoniae, sérodiagnostika, antigény, dia-
gnostické súpravy.

Virologický ústav Slovenskej akadémie vied v Bratislave,
Národný ústav tuberkulózy a respiraèných chorôb v Bratislave a
Ústav preventívnej a klinickej medicíny v Bratislave

Adresa: RNDr. E. Kováèová, CSc., Virologický ústav SAV, Dúbravská
cesta 9, 842 45 Bratislava 4.

Chlamýdiové nákazy patria svojím roz�írením k najèastej�ie
sa vyskytujúcim ochoreniam ¾udí, so spektrom príznakov vy�adu-
júcich si pozornos� nielen infektológov, ale aj gynekológov, der-
matovenerológov, urológov, oftalmológov, reumatológov a pediat-
rov (Kazár a spol., 1992).

Cie¾om tejto �túdie bola snaha zisti� výskyt chlamýdiových
protilátok u pacientov s respiraènými ochoreniami a porovna� ich
dôkaz metódou ELISA a mikroimunofluorescenèným (MIF) tes-
tom s pou�itím niektorých komerèných súprav a chlamýdiových
antigénov pripravených vo Virologickom ústave (VÚ) SAV.
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Materiál a metodika

V rokoch 1996 a 1997 sme zozbierali v Národnom ústave
tuberkulózy a respiraèných chorôb v Podunajských Biskupiciach
198 sér od pacientov s rôznymi respiraènými ochoreniami (48
s bronchitídou a 42 s pneumóniou). Z nich bolo 48 mu�ov, 84
�ien a 66 detí vo veku 1�15 rokov.

Na porovnanie dôkazu chlamýdiových protilátok sme pou�ili
dve komerène dostupné ELISA súpravy � Chlamydia STAT
(Wampole Laboratories, New Jersey, USA) a rELISA (MEDAC,
SRN) a imunofluorescenènú súpravu Micro-IF test kit (Labsys-
tems, Fínsko). Prvá súprava sa pou�íva na stanovenie IgG �peci-
fických protilátok v jednej vzorke séra alebo vzostupu titrov pro-
tilátok v párových vzorkách sér. Druhou súpravou sa stanovujú
protilátky IgG, IgM a IgA triedy pou�itím chemicky definované-
ho antigénu, a síce fragmentu lipopolysacharidu (LPS), ktorý je
charakteristický pre celý rod Chlamydia a nena�iel sa v inom LPS
(Brade a spol., 1990). Micro-IF test kit pou�íva ako antigény ele-
mentárne telieska jednotlivých, pre èloveka patogénnych, druhov
chlamýdií (C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae) a umo�-
òuje rozlí�enie nimi spôsobovaných infekcií.

Pri pou�ití imunoenzymatických komerèných súprav sme po-
stupovali pri kalkulácii pozitivity a negativity sér pod¾a odporú-
èaní výrobcov. Za hranièné pozitívne riedenia sér v IF teste sme
pova�ovali 1:64 pre IgG, 1:32 pre IgA a 1:16 pre IgM.

Antigény na VÚ sme pripravovali z kmeòa IOL-207 C. pneu-
moniae (zo zbierky Institute of Ophthalmology v Londýne), kmeòa
sérotypu E C. trachomatis a kmeòov C. psittaci, a síce 6BC (z ame-
rickej zbierky mikroorganizmov) a EPO izolovaného z enzootic-
kého potratu oviec na Slovensku (Sádecký a spol., 1978). Kor-
puskulárne antigény sme pripravili diferenciálnou centrifugáciou
a éterovou extrakciou (0rmsbee, 1962) z chlamýdií pomno�ených
v �åtkových vakoch kuracích zárodkov. Suspenziu získaných anti-
génov sme adjustovali meraním absorbancie na koncentráciu 1 mg/
1 ml tlmeného fyziologického roztoku.

S antigénmi, ktoré sme pripravili, sme pri dôkaze chlamýdio-
vých protilátok metódou ELISA pozitivitu kalkulovali z hodnôt,
ktoré sme získali meraním pri A450 10 negatívnych sér plus troj-

násobná �tandardná odchýlka (x+3SD), èo zodpovedalo riedeniu
1:500 vy�etrovaných sér (Kováèová a spol., 1987). V MIF teste
sme za hraniènú hodnotu pozitivity v�etkých imunoglobulínových
(Ig) tried pova�ovali riedenie sér 1:32.

Výsledky

V tabu¾ke 1 sú porovnané výsledky sérovy�etrenia chlamý-
diových protilátok metódou ELISA s pou�itím dvoch komerèných
súprav a dvoch korpuskulárnych antigénov pripravených na VÚ
z C. pneumoniae a C. psittaci. V citlivosti súprav a antigénov sme
nepozorovali �iadne podstatné rozdiely ani v celkovom hodnote-
ní pozitivity sér (od 23,1 % do 24,7 %), ani pri ich jednotlivých
riedeniach. Komerèné súpravy Chlamydia Stat a rELISA v�ak
mohli by� o nieèo citlivej�ie, preto�e dokazovali iba IgG-protilát-
ky, kým chlamýdiové antigény z VÚ celkové protilátky.

Tento predpoklad sa potvrdil pri analýze dôkazu IgA, IgG a IgM
tried chlamýdiových protilátok rôznych Ig tried metódou ELISA
(tab. 2), kde so súpravou MEDAC sme na�li celkovú pozitivitu
o 6,4 % a� 8,4 % vy��iu ako pri pou�ití antigénov z VÚ, èo spôso-
bila predov�etkým prítomnos� IgG-protilátok (rozdiel 4,7 % a�
6,6 %). Na druhej strane prítomnos� IgA-protilátok, èi u� samot-
ných alebo spolu s IgG, bola podobná a ich celková prítomnos� bola
od 9,1 % do 11,1 %. IgM-protilátky sa vyskytovali len zriedkavo od
0,5 % do 1,7 % pod¾a pou�itého chlamýdiového antigénu. Rozdiely
v citlivosti antigénov z jednotlivých druhov chlamýdií (C. psittaci
vs. C. pneumoniae) alebo z dvoch kmeòov chlamýdií toho istého
druhu (kmene EPO a 6BC C. psittaci) boli zanedbate¾né (2,0 %).

V�eobecne pri dôkaze chlamýdiových protilátok metódou
ELISA a� na ojedinelé výnimky platilo, �e séra pozitívne pri vy-
�etrení s jednou súpravou alebo antigénom boli pozitívne aj pri
vy�etrení inou súpravou, resp. antigénom. Celkovo sme na�li 52
pozitívnych sér (26,3 %, z ktorých podstatne viac bolo u dospe-
lých, t.j. 46 zo 132 (34,8 %) ako u detí, t.j. 6 zo 66 (9,1 %). Z dos-
pelých boli èastej�ie pozitívne �eny � 31 z 84 (36,9 %) ako mu�i
� 15 zo 48 (31,2 %).

V ïal�om vy�etrovaní sme sa zamerali na dôkaz protilátok proti
jednotlivým druhom chlamýdií. Pre toto sledovanie sme vybrali

Tab. 1. Comparison of different chlamydial kits and antigens to de-
tect chlamydial antibodies by ELISA.
Tab. 1. Porovnanie rôznych chlamýdiových súprav a antigénov pre
dôkaz chlamýdiových protilátok metódou ELISA.

Riedenie Poèet (%) pozitívnych sér s pou�itými súpravami
a séra antigénmi z poètu vy�etrovaných sér (n)

Chlamydia rELISA C. psittaci C. pneum.
STAT (EPO)
n=198 n=81 n=198 n=173

1:500 0 6 (7,4) 16 (8,1) 17 (9,8)
1:1000 0  9 (11,1) 18 (9,1) 13 (7,5)
1:2000 0 4 (4,9) 12 (6,1) 10 (5,8)

Spolu 49 (24,7) 19 (23,4) 46 (23,2) 40 (23,1)

Súpravy Chlamydia STAT a rELISA dokazovali IgG-protilátky,
korpuskulárne antigény C. psittaci a C. pneumoniae z VÚ celkové
protilátky; v prípade súpravy Chlamydia STAT sa pou�ilo iba riedenie
séra 1:50 pod¾a odporúèania výrobcu.

Tab. 2. Detection of chlamydial antibodies of different immunoglobu-
lin classes by ELISA.
Tab. 2. Dôkaz chlamýdiových protilátok rôznych imunoglobulínových
tried metódou ELISA.

Trieda Ig Poèet (%) pozitívnych sér s pou�itými antigénmi
 chlamýdií (korpuskulárne antigény z VÚ)
C. psittaci C. psittaci C. pneum. rELISA
(EPO) (6BC)
n=198 n=198) n=173 n=81

IgG 25 (12,6) 19 (9,6) 21 (12,1) 15 (18,5)
IgA 7 (3,5) 4 (2,0) 8 (4,6) 4 (4,9)
IgM 3 (1,5) 1 (0,5) 3 (1,7) 1 (1,2)
IgG+IgA 11 (5,5) 18 (9,1) 8 (4,6) 4 (4,9)

Spolu 46 (23,2) 42 (21,2) 40 (23,1) 24 (29,6)

IgA spolu 18 (9,1) 22 (11,1) 16 (9,2) 8 (9,9)

IgG spolu 36 (18,2) 37 (18,7) 29 (16,8) 19 (23,4)
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50 pozitívnych a 10 negatívnych sér pri vy�etrení metódou ELI-
SA so súpravou Chlamydia STAT a s antigénom C. pneumoniae
z VÚ. Z 50 pozitívnych sér sme v MIF teste s komerènou súpra-
vou Micro-IF test kit na�li spolu 48 pozitívnych a s korpuskulár-
nymi antigénmi z VÚ spolu 53 pozitívnych, èo svedèí buï o väè-
�ej citlivosti, buï o ni��ej �pecificite nami pripravených antigé-
nov. Pri hodnotení v�etkých 60 sér vy�etrovaných v MIF teste, t.j.
50 pozitívnych a 10 negatívnych v metóde ELISA, sme o nieèo
väè�iu citlivos� na�ich antigénov zistili aj pri dôkaze protilátok
proti C. trachomatis (3,3 %) a C. pneumoniae (3,4 %) a v jed-
nom prípade sme na�li protilátky aj proti C. psittaci (tab. 3). Po-
dobná bola situácia v dôkaze protilátok IgG tried proti jednotli-
vým druhom chlamýdií s o nieèo väè�ou citlivos�ou antigénov
z VÚ pre dôkaz IgG (o 5,0 % pre C. trachomatis a o 3,3 % pre C.
pneumoniae), IgA (o 3,3 % pre C. trachomatis a o 1,7 % pre C.
pneumoniae) a IgM (3,3 % pre C. trachomatis aj C. pneumoniae)
protilátok (tab. 4).

Diskusia

Sérodiagnostika chlamýdiových nákaz je zalo�ená na dôka-
ze chlamýdiových protilátok v reakcii väzby komplementu
(RVK), metódou ELISA a v MIF teste (Wang a Grayston, 1975;
Finn a spol., 1983; Ozanne a Lefebvre, 1992; Wong a spol.,
1994). V RVK a v metóde ELISA sa dokazujú rodovo-�pecific-
ké protilátky namierené proti lipopolysacharidovému antigénu
spoloènému v�etkým druhom chlamýdií, v RVK je v�ak mo�ná
skrí�ená séroreaktivita aj s inými mikroorganizmami (Saikku,
1982; Maurin a spol., 1997). Výhodou MIF testu je, �e dokazu-
je druhovo-�pecifické a typovo-�pecifické protilátky, èím umo�-
òuje vzájomné odlí�enie jednotlivých druhov chlamýdií, prípad-
ne sérotypov C. trachomatis (Wang a Grayston, 1975), hoci nie-
ktorí autori pozorovali skrí�enú reaktivitu medzi C. pneumoniae
a inými druhmi chlamýdií (Ozanne a Lefebvre, 1992; Moss
a spol., 1993). V poslednom èase sú pod¾a údajov niektorých
firiem vhodné pre dôkaz druhovo-�pecifických protilátok aj nie-
ktoré súpravy ELISA.

Z uvedeného vyplýva, �e dôkaz chlamýdiových protilátok
metódou ELISA s pou�itím be�ne dostupných súprav (prípad-
ne v RVK) síce diagnostikuje predchádzajúcu alebo súèasnú
chlamýdiovú infekciu, ale neurèuje ochorenie spôsobené kon-
krétnym druhom chlamýdií. Pre ich diferenciáciu treba pou�i�
MIF test, prípadne takú diagnostickú súpravu typu ELISA, ktorá

odlí�enie infekcií C. trachomatis, C. psittaci a C. neumoniae
umo�òuje.

Pokia¾ ide o Ig-triedy chlamýdiových protilátok, v�eobecne
platí, �e IgG-protilátky vypovedajú o prekonanej chlamýdiovej
nákaze, prítomnos� IgA protilátok naznaèuje perzistenciu chlamýdií
(Mendall a spol., 1995) a iba dôkaz IgM-protilátok urèuje akútnu
alebo recentnú chlamýdiovú infekciu, ktorý je dôle�itý najmä pri
pneumóniách u dojèiat (Schachter a spol., 1982). Aj keï IgM-pro-
tilátky obyèajne vymiznú za 8�10 tý�dòov po chlamýdiovej in-
fekcii (Vì�ník a Pospí�il, 1997), ich dlhodobé pretrvávanie sa po-
zorovalo u niektorých pacientov s chronickým ob�trukèným ocho-
rením p¾úc (Verkooyen, 1997).

V na�om súbore sme chlamýdiové protilátky na�li u viac ako
26 % pacientov s respiraènými ochoreniami. Analýzou protilátok
namierených proti jednotlivým druhom chlamýdií sme v�ak zisti-
li, �e iba pribli�ne polovica z nich mala protilátky proti C. pneu-
moniae, kým u väè�iny sme dokazovali protilátky proti C. tracho-
matis a iba v jedinom prípade proti C. psittaci. Pozorovaný vý-
skyt protilátok proti C. pneumoniae je ni��í ako výskyt pod¾a sé-
rologického preh¾adu z 80. rokov v bývalom Èesko-Slovensku
(Forsey a spol., 1986) a nedávneho séroepidemiologického pre-
h¾adu z Èeskej republiky (Sodja a spol., 1998), èo mo�no èias-
toène vysvetli�, �e jednu tretinu v na�om súbore tvorili deti. Níz-
ky výskyt protilátok proti C. psittaci a frekvencia výskytu protilá-
tok proti C. trachomatis zodpovedali výsledkom predchádzajú-
cich sledovaní (Forsey a spol., 1986; Kazár a spol., 1987).

Preva�ný výskyt protilátok IgG a IgA triedy (èi u� metódou
ELISA alebo v MIF teste) nasvedèuje tomu, �e vo ve¾kej väè�ine
prípadov i�lo o dávnej�iu infekciu C. trachomatis alebo C. pneu-
moniae. Keï�e sme nemali mo�nos� vy�etri� párové vzorky sér
s prípadnou sérokonverziou alebo vzostupom titru protilátok, na
akútnu infekciu týmito chlamýdiami mô�eme myslie� iba v ojedi-
nelých prípadoch dôkazu IgM-protilátok. V inej na�ej �túdii sme
v�ak sérologicky dokázali úèas� C. pneumoniae pri chrípkovej
epidémii u nás (Kováèová a Kazár, v tlaèi), tak�e pri diferenciál-
nej diagnostike respiraèných nákaz treba na òu myslie�.

Tab. 3. Comparison of Micro-IF test kit and corpuscular antigens from
VÚ to detect chlamydial antibodies by the MIF test.
Tab. 3. Porovnanie súpravy Micro-IF test kit a korpuskulárnych an-
tigénov z VÚ pre dôkaz chlamýdiových protilátok MIF testom.

Riedenie Poèet (%) pozitívnych sér zo 60 vy�etrených s antigénmi séra

Súpravy Micro-IF test kit korpuskul. antigénmi z VÚ

C.trach. C.pneum. C.psit. C.trach. C.pneum. C.psit.

1:32 5 (8,3) 6 (10,0) 0 4 (6,6) 6 (10,0) 0
1:64 12 (20,0) 10 (16,6) 0 15 (30,0) 12 (20,0) 1 (1,7)
1:128 8 (13,3) 7(11,6)0 0 8 (13,3) 8 (13,3) 0

Spolu 25 (41,7) 23 (38,3) 0 27 (45,0) 25 (41,7) 1 (1,7)

Tab. 4. Detection of different Ig classes of chlamydial antibodies by
the MIF test using the Micro-IF test kit and corpuscular antigens
from VÚ.
Tab. 4. Dôkaz rôznych imunoglobulínových tried chlamýdiových pro-
tilátok s pou�itím súpravy Micro-IF test kit a korpuskulárnych anti-
génov z VÚ.

Trieda Ig Poèet (%) pozitívnych sér zo 60 vy�etrených s antigénmi

Súpravy Micro-IF test kit korpuskul. antigénmi z VÚ

C.trach. C.pneum. C.psit. C.trach. C.pneum. C.psit.

IgG 14 (23,3) 14 (23,3) 0 12 (20,0) 13 (21,6) 1 (1,7)
IgA 5 (8,3) 6 (10,0) 0 2 (3,3) 6 (10,0) 0
IgM 5 (8,3) 1 (1,7) 0 2 (3,3) 1 (1,7) 0
IgG+IgA 0 2 (3,3) 0 10 (16,6) 3 (5,0) 0
IgG+IgM 5 (8,3) 0 0 1 (1,7) 2 (3,3) 0

Spolu 25 (41,7) 23 (38,3) 0 27 (45,0) 25 (41,7) 1 (1,7)

IgG spolu 20 (33,3) 16 (26,7) 0 23 (38,3) 18 (30,0) 1 (1,7)
IgA spolu 10 (16,7) 8 (13,3) 0 12 (20,0) 9 (15,0) 0
IgM spolu 1 (1,7) 1(1,7)0 0 3 (5,0) 3 (5,0) 0
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Záver

Zo získaných výsledkov je zrejmé, �e len jeden sérotest nesta-
èí pre diagnostikovanie ochorení spôsobených tým-ktorým dru-
hom chlamýdií. Citlivos� pou�itých diagnostických súprav a chla-
mýdiových antigénov pripravených na VÚ sa zásadne nelí�ila, aj
keï v metóde ELISA bola súprava rELISA predsa len o nieèo cit-
livej�ia. Výber diagnostickej súpravy, resp. chlamýdiového anti-
génu závisí teda od úèelu, ktorý sa od sérodiagnostiky oèakáva,
prièom treba bra� do úvahy, �e porovnávanie diagnostických súp-
rav rôznej proveniencie nemusí da� jednoznaèné výsledky (Bebe
a spol., 1996; Chan a spol., 1997; Petit-jean a spol., 1998).*
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