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Comparison of different diagnostic kits and antigens for the
detection of chlamydial antibodies in sera of patients with
respiratory diseases

Kovacova E, Siposova E, Komzikova A, Kazar J

Porovnanie roznych diagnostickych stprav a antigénov pre doékaz
chlamydiovych protilatok v sérach pacientov s respiracnymi
ochoreniami

Abstract
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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.

Chlamydiové nakazy patria svojim rozsirenim k najcastejsie
sa vyskytujicim ochoreniam [udi, so spektrom priznakov vyzadu-
jucich si pozornost nielen infektologov, ale aj gynekologov, der-
matoveneroldgov, urolégov, oftalmoldgov, reumatoldgov a pediat-
rov (Kazar a spol., 1992).

Abstrakt

Kovacova E., gipoéové E., Komzikova A., Kazar J.:

Porovnanie réznych diagnostickych stiprav a antigénov pre do-
kaz chlamydiovych protilatok v sérach pacientov s respiraénymi
ochoreniami

Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, ¢&. 7, s. 398-401

Pri vySetreni sér pacientov s respiraénymi ochoreniami sme
nepozorovali podstatny rozdiel v dokaze chlamydiovych proti-
latok metddou ELISA s pouzitim dvoch komerénych stprav
(Chlamydia STAT a rELISA) dokazujucich IgG-protilatky
a dvoch korpuskularnych antigénov pripravenych z Chlamydia
psittaci a Chlamydia pneumoniae vo Virologickom ustave
SAV v Bratislave dokazujtcich celkové protilatky. Analyza
imunoglobulinovych tried vSak odkryla o nieo vdcsiu citlivost
diagnostickej supravy rELISA, najmd v pripade IgG-protila-
tok. Vysledky ELISA metddy vo velkej vicsine pripadov po-
tvrdilo vySetrenie sér mikroimunofluorescenénym testom
umoznujucim rozliSenie protilatok proti jednotlivym druhom
chlamydii, priCom korpuskularne antigény z Virologického ts-
tavu boli o nieco citlivejSie ako komer¢na stuprava Micro-IF
test kit. (Tab. 4, lit. 23.)

KTacové slova: C. pneumoniae, sérodiagnostika, antigény, dia-
gnostické supravy.

Cielom tejto Studie bola snaha zistit vyskyt chlamydiovych
protilatok u pacientov s respiraénymi ochoreniami a porovnat ich
dokaz metddou ELISA a mikroimunofluorescenénym (MIF) tes-
tom s pouzitim niektorych komerénych suprav a chlamydiovych
antigénov pripravenych vo Virologickom ustave (VU) SAV.
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Tab. 1. Comparison of different chlamydial kits and antigens to de-
tect chlamydial antibodies by ELISA.

Tab. 1. Porovnanie réznych chlamydiovych siprav a antigénov pre
dokaz chlamydiovych protilatok metédou ELISA.

Tab. 2. Detection of chlamydial antibodies of different immunoglobu-
lin classes by ELISA.

Tab. 2. Dékaz chlamydiovych protilatok réznych imunoglobulinovych
tried metédou ELISA.

Riedenie ~ Pocet (%) pozitivnych sér s pouzitymi stipravami
a séra antigénmi z poctu vySetrovanych sér (n)
Chlamydia rELISA C. psittaci  C. pneum.
STAT (EPO)
n=198 n=81 n=198 n=173
1:500 0 6 (74) 16 (8,1) 17 (9.8)
1:1000 0 9 (11,1) 18 (9,1) 13 (7.5)
1:2000 0 4 (49 12 (6,1) 10 (5.8)
Spolu 49 (24,7) 19 (234 46(23,2) 40 (23,1)

Stpravy Chlamydia STAT a rELISA dokazovali IgG-protilatky,
korpuskuldrne antigény C. psittaci a C. pneumoniae z VU celkové
protilatky; v pripade sipravy Chlamydia STAT sa pouzilo iba riedenie
séra 1:50 podla odportcania vyrobcu.

Material a metodika

V rokoch 1996 a 1997 sme zozbierali v Narodnom ustave
tuberkuldzy a respira¢nych choroéb v Podunajskych Biskupiciach
198 sér od pacientov s ré6znymi respiraénymi ochoreniami (48
s bronchitidou a 42 s pneumodniou). Z nich bolo 48 muzov, 84
zien a 66 deti vo veku 1—15 rokowv.

Na porovnanie dékazu chlamydiovych protilatok sme pouzili
dve komercne dostupné ELISA stupravy — Chlamydia STAT
(Wampole Laboratories, New Jersey, USA) a rELISA (MEDAC,
SRN) a imunofluorescen¢nu supravu Micro-IF test kit (Labsys-
tems, Finsko). Prvé suprava sa pouziva na stanovenie IgG $peci-
fickych protilatok v jednej vzorke séra alebo vzostupu titrov pro-
tilatok v parovych vzorkach sér. Druhou stipravou sa stanovuji
protilatky IgG, IgM a IgA triedy pouzitim chemicky definované-
ho antigénu, a sice fragmentu lipopolysacharidu (LPS), ktory je
charakteristicky pre cely rod Chlamydia a nenasiel sa v inom LPS
(Brade a spol., 1990). Micro-IF test kit pouziva ako antigény ele-
mentarne telieska jednotlivych, pre ¢loveka patogénnych, druhov
chlamydii (C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae) a umoz-
nuje rozlisenie nimi spésobovanych infekcii.

Pri pouziti imunoenzymatickych komerénych suprav sme po-
stupovali pri kalkuldcii pozitivity a negativity sér podla odporui-
¢ani vyrobcov. Za hrani¢né pozitivne riedenia sér v IF teste sme
povazovali 1:64 pre IgG, 1:32 pre IgA a 1:16 pre IgM.

Antigény na VU sme pripravovali z kmefia IOL-207 C. pneu-
moniae (zo zbierky Institute of Ophthalmology v Londyne), kmena
sérotypu E C. trachomatis a kmenov C. psittaci, a sice 6BC (z ame-
rickej zbierky mikroorganizmov) a EPO izolovaného z enzootic-
kého potratu oviec na Slovensku (Sadecky a spol., 1978). Kor-
puskularne antigény sme pripravili diferencialnou centrifugaciou
a éterovou extrakciou (Ormsbee, 1962) z chlamydii pomnoZenych
v Zltkovych vakoch kuracich zérodkov. Suspenziu ziskanych anti-
génov sme adjustovali meranim absorbancie na koncentraciu 1 mg/
1 ml tlmeného fyziologického roztoku.

S antigénmi, ktoré sme pripravili, sme pri dokaze chlamydio-
vych protilatok metédou ELISA pozitivitu kalkulovali z hodnoét,
ktoré sme ziskali meranim pri A450 10 negativnych sér plus troj-

Trieda Ig  Pocet (%) pozitivnych sér s pouzitymi antigénmi
chlamydii (korpuskuldrne antigény z VU)
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 49
IgM 3 (L,3) 1 (0,5) 3 (1) 1 (1,2)
IgG+IgA 11 (55) 18 (9,1) 8 (4,0) 4 49
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 (99
IgG spolu 36 (18,2) 37 (18,7) 29 (16,8) 19 (23.4)

nasobna Standardna odchylka (x+3SD), ¢o zodpovedalo riedeniu
1:500 vysetrovanych sér (Kovacova a spol., 1987). V MIF teste
sme za hrani¢nt hodnotu pozitivity vSetkych imunoglobulinovych
(Ig) tried povazovali riedenie sér 1:32.

Vysledky

V tabulke 1 st porovnané vysledky sérovysetrenia chlamy-
diovych protilatok metddou ELISA s pouzitim dvoch komerénych
stiprav a dvoch korpuskularnych antigénov pripravenych na VU
z C. pneumoniae a C. psittaci. V citlivosti siiprav a antigénov sme
nepozorovali Ziadne podstatné rozdiely ani v celkovom hodnote-
ni pozitivity sér (od 23,1 % do 24,7 %), ani pri ich jednotlivych
riedeniach. Komer¢né stpravy Chlamydia Stat a rELISA vsak
mohli byt o nieco citlivejsie, pretoze dokazovali iba IgG-protilat-
ky, kym chlamydiové antigény z VU celkové protilatky.

Tento predpoklad sa potvrdil pri analyze dokazu IgA, IgG a IgM
tried chlamydiovych protilatok réznych Ig tried metdodou ELISA
(tab. 2), kde so stpravou MEDAC sme nasli celkovi pozitivitu
0 6,4 % az 8,4 % vyssiu ako pri pouziti antigénov z VU, &o spdso-
bila predovsetkym pritomnost IgG-protilatok (rozdiel 4,7 % az
6,6 %). Na druhej strane pritomnost IgA-protilatok, ¢i uz samot-
nych alebo spolu s IgG, bola podobna a ich celkova pritomnost bola
0d 9,1 % do 11,1 %. IgM-protilatky sa vyskytovali len zriedkavo od
0,5 % do 1,7 % podla pouzitého chlamydiového antigénu. Rozdiely
v citlivosti antigénov z jednotlivych druhov chlamydii (C. psittaci
vs. C. pneumoniae) alebo z dvoch kmeniov chlamydii toho isté¢ho
druhu (kmene EPO a 6BC C. psittaci) boli zanedbatelné (2,0 %).

Vseobecne pri dokaze chlamydiovych protilatok metddou
ELISA az na ojedinelé vynimky platilo, Ze séra pozitivne pri vy-
Setreni s jednou supravou alebo antigénom boli pozitivne aj pri
vySetreni inou stipravou, resp. antigénom. Celkovo sme nasli 52
pozitivinych sér (26,3 %, z ktorych podstatne viac bolo u dospe-
lych, t.j. 46 zo 132 (34,8 %) ako u deti, t.j. 6 zo 66 (9,1 %). Z dos-
pelych boli ¢astejsie pozitivne zeny — 31 z 84 (36,9 %) ako muzi
— 152048 (31,2 %).

V dalSom vySetrovani sme sa zamerali na dokaz protilatok proti
jednotlivym druhom chlamydii. Pre toto sledovanie sme vybrali
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Tab. 3. Comparison of Micro-IF test kit and corpuscular antigens from
VU to detect chlamydial antibodies by the MIF test.

Tab. 3. Poroynanie sipravy Micro-IF test kit a korpuskuldrnych an-
tigénov z VU pre dokaz chlamydiovych protilatok MIF testom.

Riedenie Pocet (%) pozitivnych sér zo 60 vySetrenych s antigénmi séra

Supravy Micro-IF test kit korpuskul. antigénmi z VU

C.trach. C.pneum. C.psit.
1:32 5 (8,3) 6(10,00 0
1:64 12(20,0) 10 (16,6) 0
1:128 8(13,3) 7(11,6)0 0

C.trach. C.pneum. C.psit.
4 (6,6) 6 (10,00 0

15 (30,0) 12 (20,0) 1 (1,7)
8 (13,3) 8 (13,3) 0

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

50 pozitivnych a 10 negativnych sér pri vySetreni metédou ELI-
SA so supravou Chlamydia STAT a s antigénom C. pneumoniae
z VU. Z 50 pozitivnych sér sme v MIF teste s komerénou stipra-
vou Micro-IF test kit nasli spolu 48 pozitivnych a s korpuskular-
nymi antigénmi z VU spolu 53 pozitivnych, &o sved&i bud o vic-
Sej citlivosti, bud o nizsej $pecificite nami pripravenych antigé-
nov. Pri hodnoteni vSetkych 60 sér vySetrovanych v MIF teste, t.j.
50 pozitivnych a 10 negativnych v metdde ELISA, sme o nieco
véacsiu citlivost nasich antigénov zistili aj pri dokaze protilatok
proti C. trachomatis (3,3 %) a C. pneumoniae (3,4 %) a v jed-
nom pripade sme nasli protilatky aj proti C. psittaci (tab. 3). Po-
dobna bola situacia v dokaze protilatok IgG tried proti jednotli-
vym druhom chlamydii s o nieco védcSou citlivostou antigénov
z VU pre dokaz 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 1gM (3,3 % pre C. trachomatis aj C. pneumoniae)
protilatok (tab. 4).

Diskusia

Sérodiagnostika chlamydiovych nékaz je zaloZena na doka-
ze chlamydiovych protilatok v reakcii vizby komplementu
(RVK), metédou 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 metdde ELISA sa dokazuju rodovo-$pecific-
ké protilatky namierené proti lipopolysacharidovému antigénu
spoloénému vsetkym druhom chlamydii, v RVK je vSak mozna
skrizena séroreaktivita aj s inymi mikroorganizmami (Saikku,
1982; Maurin a spol., 1997). Vyhodou MIF testu je, ze dokazu-
je druhovo-$pecifické a typovo-$pecifické protilatky, ¢im umoz-
nuje vzajomné odlisenie jednotlivych druhov chlamydii, pripad-
ne sérotypov C. trachomatis (Wang a Grayston, 1975), hoci nie-
ktori autori pozorovali skrizent reaktivitu medzi C. pneumoniae
a inymi druhmi chlamydii (Ozanne a Lefebvre, 1992; Moss
a spol., 1993). V poslednom ¢ase su podla udajov niektorych
firiem vhodné pre dokaz druhovo-$pecifickych protilatok aj nie-
ktoré supravy ELISA.

Z uvedeného vyplyva, Ze dokaz chlamydiovych protilatok
metodou ELISA s pouzitim bezne dostupnych stuprav (pripad-
ne v RVK) sice diagnostikuje predchadzajicu alebo st¢asnu
chlamydiovu infekciu, ale neurcuje ochorenie spdsobené kon-
krétnym druhom chlamydii. Pre ich diferenciaciu treba pouzit
MIF test, pripadne taku diagnosticku supravu typu ELISA, ktora

Tab. 4. Detection of different Ig classes of chlamydial antibodies by
the MIF test using the Micro-IF test kit and corpuscular antigens
from VU.

Tab. 4. Dékaz réznych imunoglobulinovych tried chlamydiovych pro-
tilatok s pouzitim supravy Micro-IF test kit a korpuskularnych anti-
génov z VU.

Trieda Ig Pocet (%) pozitivnych sér zo 60 vySetrenych s antigénmi

Stpravy Micro-IF test kit korpuskul. antigénmi z VU

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 (83) 6(10,0) 0 2 (33) 6 (10,0) 0
IgM 583 1 (1,7) 0 2 33 1 (L0
IgG+IgA 0 2 .33) 0 10 (16,6) 3 (50) 0
IgGHigM 5 (8,3) 0 0 1 (1,7) 2 (33)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 0 350 3 (50)0

odliSenie infekcii C. trachomatis, C. psittaci a C. neumoniae
umoznuje.

Pokial ide o Ig-triedy chlamydiovych protilatok, vSeobecne
plati, Zze IgG-protilatky vypovedaju o prekonanej chlamydiove;j
nakaze, pritomnost IgA protilatok naznacuje perzistenciu chlamydii
(Mendall a spol., 1995) a iba dokaz IgM-protilatok urcuje akutnu
alebo recentnt chlamydiovu infekciu, ktory je dlezity najmé pri
pneumonidch u dojéiat (Schachter a spol., 1982). Aj ked IgM-pro-
tilatky obycajne vymiznu za 8—10 tyzdiov po chlamydiovej in-
fekeii (Véznik a Pospisil, 1997), ich dlhodobé pretrvavanie sa po-
zorovalo u niektorych pacientov s chronickym obstrukénym ocho-
renim plic (Verkooyen, 1997).

V nasom stbore sme chlamydiové protilatky nasli u viac ako
26 % pacientov s respiracnymi ochoreniami. Analyzou protilatok
namierenych proti jednotlivym druhom chlamydii sme vsak zisti-
li, Ze iba priblizne polovica z nich mala protilatky proti C. pneu-
moniae, kym u vacsiny sme dokazovali protilatky proti C. tracho-
matis a iba v jedinom pripade proti C. psittaci. Pozorovany vy-
skyt protilatok proti C. pneumoniae je nizsi ako vyskyt podla sé-
rologického prehladu z 80. rokov v byvalom Cesko-Slovensku
(Forsey a spol., 1986) a nedavneho séroepidemiologického pre-
hladu z Ceskej republiky (Sodja a spol., 1998), ¢o mozno &ias-
tocne vysvetlit, Ze jednu tretinu v naSom stibore tvorili deti. Niz-
ky vyskyt protilatok proti C. psittaci a frekvencia vyskytu protila-
tok proti C. trachomatis zodpovedali vysledkom predchadzaju-
cich sledovani (Forsey a spol., 1986; Kazar a spol., 1987).

Prevazny vyskyt protilatok IgG a IgA triedy (¢i uz metédou
ELISA alebo v MIF teste) nasvedCuje tomu, ze vo velkej va¢sine
pripadov iSlo o davnejsiu infekciu C. trachomatis alebo C. pneu-
moniae. KedZe sme nemali moznost vysetrit parové vzorky sér
s pripadnou sérokonverziou alebo vzostupom titru protilatok, na
akutnu infekciu tymito chlamydiami mézeme mysliet iba v ojedi-
nelych pripadoch dokazu IgM-protilatok. V inej nasej studii sme
vsak sérologicky dokazali ucast C. pneumoniae pri chripkovej
epidémii u nas (Kovacova a Kazar, v tlaci), takze pri diferencial-
nej diagnostike respirac¢nych nakaz treba na fiu mysliet.
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Zaver

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, Ze len jeden sérotest nesta-
¢i pre diagnostikovanie ochoreni spdsobenych tym-ktorym dru-
hom chlamydii. Citlivost pouzitych diagnostickych suprav a chla-
mydiovych antigénov pripravenych na VU sa zasadne neligila, aj
ked v metdde ELISA bola stprava rELISA predsa len o nieco cit-
livejsia. Vyber diagnostickej supravy, resp. chlamydiového anti-
génu zavisi teda od ucelu, ktory sa od sérodiagnostiky ocakava,
pri¢om treba brat do Gvahy, Ze porovnavanie diagnostickych stp-
rav roznej proveniencie nemusi dat jednozna¢né vysledky (Bebe
a spol., 1996; Chan a spol., 1997; Petit-jean a spol., 1998).”
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