INFEKCNI SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - CHLAMYDIA

Chlamydia

Imunoenzymatické soupravy
k diaghostice chlamydiovych
infekci

ELISA, IMUNOBLOT a MICROBLOT-ARRAY soupravy jsou urceny ke stanoveni
specifickych protilatek tFidy IgA, 1gG a IgM v lidském séru nebo plazmé
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Uvod

V humanni mediciné maiji hlavni vyznam Chlamydia
trachomatis a Chlamydia pneumoniae, které jsou lid-
skymi patogeny. Chlamydia psittaci je primarné zvireci
patogen s moznosti prenosu na ¢lovéka.

Chlamydia trachomatis je nejCastéjsim sexualné pre-
nasenym bakterialnim patogenem a pdvodcem pohlav-
nich chorob na svété. Nejvice ohroZzenou skupinou jsou
mladi lidé, nejvice ve vékové skupiné 15-30 let. Uroge-
nitalni chlamydiové infekce casto probihaji ve formé
tzv. postgonokokového zanétu. Cervikalni chlamydi-
ova infekce je v souCasné dobé povaZovana za jeden
z rizikovych faktord pro vznik karcinomu délozniho hr-
dla. Chlamydia trachomatis je nejcastéjsi pfic¢inou ne-
plodnosti u zen i u muzQ.

Chlamydia pneumoniae je ze vSech druhl chlamydii
v lidské populaci nejrozsirenéjsi. Béhem poslednich
let je zvySen pocet akutnich i chronickych onemoc-
néni. K primoinfekci vétSinou dochazi mezi 5. az 18.
rokem Zivota. Nej¢astéjSimi klinickymi projevy infekce
jsou: rhinitis, sinusitis, otitis media, pharingitis, bron-
chitis, atypicka pneumonie s neproduktivnim kaslem
a nevyraznym poslechovym nalezem.

Chlamydia psittaci mize zpUsobit lidskd onemocné-
ni probihajici pod obrazem atypické pneumonie (ptaci
kmeny) anebo placentitidy (sav&i kmeny).

Primarni infekce

Protilatkova odpovéd'

Tvorba specifickych protilatek je u chlamydiovych infek-
ciopozdéna. Ktvorbé IgM protildtek dochazi 2.-3. tyden
od zacatku onemocnéni, nastup IgA a IgG protilatek je
pomalejsi (6.-8. tyden).

Schématicka dynamika tvorby protilatek

IgM: Vyskyt IgM protiladtek bez pfitomnosti IgA a/nebo
IgG protilatek svédci pro primoinfekcei, pfi reinfekcich se
jiz zpravidla IgM protilatky netvofi.

IgA: Nastupuji pozdéji nez IgM protilatky, charakteris-
ticky je jejich vzestup p¥i reinfekcich. Lze je povazovat
jako ukazatel aktivni infekce (rozhoduijici je vSak klinicky
obraz onemocnéni).

IgG: Izolovany vyskyt IgG protiladtek bez klinickych pro-
jevl onemocnéni je charakteristicky pro stav po prodé-
lani infekce. Jednoznacnym prikazem aktivni infekce je
zachyceni sérokonverze nebo ctyrnasobného vzestupu
protilatek v parovych sérech (1. sérum na zacatku one-
mocnéni, 2. sérum za 2-3 tydny). Protilatky proti chla-
mydiim mohou dlouhodobé perzistovat (mésice, roky)
a nemusi znamenat aktivni infekci.

Chronické infekce

Koncentrace

Opakovana infekce
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Hodnoceni

Negativni vysledek.

Pocinajici infekce. V pfipadé potieby konfirmace nebo opakovani
testu s Casovym odstupem.

Persistentni IgG protilatky po dfive prodélané infekci.

Drive prodélana infekce.
Zacinajici reinfekce.

Probihajici infekce (IgM nemusi byt tvoreny).

Opakujici se infekce.

Chronicka infekce (potvrzeni chronicity opakovanym vySetfenim po
1a 3 mésicich, nutné klinické priznaky).

Probihajici infekce.
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ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZzeny na sendvic¢ovém typu ELISA
metody
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Pracovni postup

Krok Kroky testu

i Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
100 pl

- blank = prazdna jamka

" 2

3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prazdna jamka

6. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Déavkovani substratu (TMB-Complete)
8. 100yl

- véetné blanku
9. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C
Davkovani Zastavovaciho

10.  roztoku 100 pl

- v¢etné blanku
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1. Fotometrické méreni pii 450 nm

Antigeny

EIA Chlamydia IgA, IgG, IgM
Inaktivovany a vysoce purifikovany LPS antigen
z kmenU Chlamydia sp.

EIA Chlamydia pneumoniae IgA, IgG, IgM
Inaktivovany a purifikovany antigen kmene Chlamydia
pneumoniae

EIA Chlamydia pneumoniae REC IgA, IgG
Kombinace vybranych ¢asti specifickych antigent
MOMP, OMP2, OMP4, OMP5 a p54

EIA Chlamydia trachomatis IgA, IgG, IgM
Inaktivovany a purifikovany antigen kmene Chlamydia
trachomatis s vysokym obsahem MOMP

Pouziti souprav
- Vyhledavaci test k prikazu chlamydiové infekce
u Cloveéka

- Kvantitativni (semikvantitativni) vysledky Ize pouzit
ke kontrole Uspésnosti terapie

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odlisené reagencie
- Zameénitelnost komponent
- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola
- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-1P)
- Kalibratory

- Kvantitativni hodnoceni vysledkd (U/ml)

Vyhody souprav
- Vysoka diagnosticka Uc¢innost, dobra reprodukova-
telnost a vysoka dynamika testl

- Identicky pracovni postup, celkova doba vySetieni
1,5 hodiny

- MozZnost nezavislé verifikace (CKS) a komplexni
zakaznicky servis



Charakteristiky souprav

ELISA Diagnosticka citlivost = Diagnosticka specifita
EIA Chlamydia IgA 98,8 % 96,6 %
EIA Chlamydia IgG 98,9 % 98,9 %
EIA Chlamydia IgM 95,9 % 95,2 %
EIA Chlamydia pneumoniae IgA 98,8 % 99,0 %
EIA Chlamydia pneumoniae IgG 98,9 % 94,4 %
EIA Chlamydia pneumoniae IgM 94,7 % 99,9 %
EIA Chlamydia pneumoniae REC IgA 99,0 % 99,2 %
EIA Chlamydia pneumoniae REC IgG 96,6 % 98,8 %
EIA Chlamydia trachomatis IgA 97,2 % 97,7 %
EIA Chlamydia trachomatis IgG 979 % 97,6 %

EIA Chlamydia trachomatis IgM 96,3 % 99,2 %
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IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny jsou pfreneseny na nitrocelu-
|6zovou membranu pomoci mikrodisperznich metod.

P Po pfidani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni
protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu
Blokator

Membrana
BLOT-LINE BLOT-LINE BLOT-LINE
Chlamydia Chlamydia Chlamydia
pneumoniae trachomatis
Control line Control line Control line
IgA IgA IgA
1gG 1gG 1gG
Start Start Start
MOMP Cp MOMP Cp
MOMP1 MOMP1
OMP2Cp OMP2Cp
P54 P54
OMP5 OMP5
OMP4 OMP4
MOMP
OMP2 MOMP Ct
HSP60 OMP2 Ct
HSP60
MOMP Cps
OMP2 Cps

Pouziti souprav

- Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigendm Ch. pneumoniae,
Ch. trachomatis a Ch. psittaci

- Konfirmace spornych vysledk@

- Konfirmacni test ELISA vySetteni

Antigeny

Chlamydia pneumoniae

MOMP Cp - dominantni povrchovy druhové specificky
membranovy protein - funkce strukturalniho proteinu;
metabolicka funkce

MOMP1 - izoforma antigenu MOMP, vznikla posttran-
slacni modifikaci

OMP2 Cp - povrchovy druhové specificky membrano-
vy protein - zakladni sloZzka povrchového membrano-
vého komplexu chlamydif

OMP4 - vnéjsi membranovy protein

OMPS5 - vnéjsi membranovy protein

P54 - imunodominantni povrchovy antigen, vysoce
specificky pro Ch.pneumoniae - citlivy marker pro
diagnostiku akutni infekce

Chlamydia trachomatis

MOMP Ct - dominantni povrchovy druhoveé specificky
membranovy protein - funkce strukturalniho proteinu;
metabolicka funkce

OMP2 Ct - povrchovy druhoveé specificky membrano-
vy protein - zakladni slozka povrchového membrano-
vého komplexu chlamydii

HSP60 - protein teplotniho Soku (GroEL); marker
chronického zanétu

Chlamydia psittaci

MOMP Cps - dominantni povrchovy druhové specific-
ky membranovy protein - funkce strukturalniho
proteinu; metabolicka funkce

OMP2 Cps - povrchovy druhové specificky membra-
novy protein - zakladni slozka povrchového membra-
nového komplexu chlamydii



Pravcovni postup

Krok Kroky testu
6 1. Davkovani Univerzéalniho roztoku 2,5 ml
Smaéaceni stripd 10 min. pfi laboratorni
© 2 iepiote
- tfepacka
® 3. Odsati
i 4 Redéni vzorkd
) - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
T 15ml
o 6 Inkubace 30 min. p¥i laboratorni teploté
) - tfepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
(= 7.  roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- tfepacka
8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml
[ 9 Inkubace 30 min. pri laboratorni teploté
) - tfepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
® 10.  oztoku 3krat 1,5 ml po 5 min.
- tfepacka
1. Davkovani substratu (BCIP/NBT) 1,5 ml
Q0 1 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
) - tfepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mlpo 5 min.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripQ

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odliSené stripy

- Zameénitelnost komponent

- Negativni a Pozitivni kontrola

- Kontrolni linie na stripu

- Moznost softwarového vyhodnoceni

Vyhody souprav

- Identicky pracovni postup

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost

vysledkd
- Sofistikovany vyhodnocovaci software
- Vysoka diagnosticka U¢innost
- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Patogen
citlivost specifita
Chlamydia
. 95,5 % 93,6 %
pneumoniae IgA
Chlamydia
) 95,3 % 94,3 %
pneumoniae IgG
Chlamydia
. 85,0 % 94,7 %
pneumoniae IgM
Chlamydia
) 97,4 % 96,4 %
trachomatis IgA
Chlamydia
) 971 % 98,0 %
trachomatis IgG
Chlamydia
i : 99,0 % 99,0 %
psittaci IgA
Chlamydia
99,0 % 99,0 %

psittaci IgG
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Korelace metod

Reaktivita rtiznych diagnostickych souprav na panelu pozitivnich vzorkii

100%

B pozitivni
cut-off
0% 84,21% [ negativni
78,95 %
71,05 %
60%
60,53 %
40%
20%
0%
ELISA ELISA konkurence BLOT BLOT konkurence
TestLine TestLine
Reaktivita riiznych diagnostickych souprav na panelu negativnich vzorki
100% -
97,64 % 96.85 % 1 negativni
cut-off
80% 87,40 % | pozitivni
80,31 %
60%
40%
20%
0% — -
ELISA ELISA konkurence BLOT BLOT konkurence

TestLine Testline



MICROBLOT-ARRAY

Rozlozeni antigeni a kontrolnich

spotu
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Popis antigeni

A1 - MOMP Cp
A2 - MOMP1Cp
A3 -OMP2Cp
A4 -p54

A5 - OMP5Cp
A6 - OMP4Cp
A7 - MOMP Ct
A8 - OMP2Ct
A9 - HSP60
A10 - MOMP Cps
A11 - OMP2 Cps

Popis kontrolnich spoti

@ R - Reference

© TC - Test control

© CA - Conjugate control IgA
@ CG - Conjugate control IgG
@ C1 - Calibration1

@ C2 - Calibration2

@ C3 - Calibration3

@ C4 - Calibration 4

Pracovni postup

Krok

Kroky testu

- 2

Davkovani Univerzalnino roztoku
150 pl

o 2.  Smaceni10 min pfi laboratorni teploté
® 3. Odsati
i a Redéni vzorkd
) - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
" 100 ul
o 6 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
o - Odsati a promyti v Univerzalnim
* roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
@ 8 Davkovani Konjugatu 100 ul
o 9 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
@ 1 Odsati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
6 T Davkovani Substratového roztoku
© (BCIP/NBT)100 yl
o 12. Inkubace 15 min pf¥i laboratorni teploté
@ Odsati a promyti v destilované vodé
" 2krat 200 pl po 5 min
14. VysusSeniavyhodnoceni
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Uzivatelsky komfort

- Nizka spotieba vzorku
- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby
provedeni

- PIné automatické zpracovani a vyhodnoceni
vysledkl pomoci intenzity spotl (AU), pomoci IP
¢i kvantitativni (U/ml)

- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost

Charakteristiky souprav

Diagnosticka specifita

Patogen Diagnosticka citlivost
Chlamydia pneumoniae IgA 94,4 %

Chlamydia pneumoniae I1gG 94,6 %

Chlamydia trachomatis IgA 941 %

Chlamydia trachomatis IgG 92,7 %

Chlamydia psittaci IgA 100,0 %

Chlamydia psittaci IgG 80,0 %

94,3 %

96,0 %

96,0 %

98,3 %

100,0 %

99,0 %



Objednaci udaje

ELISA

Kéd

ChA096
ChG096
ChMO096
ChpA96
ChpG96
ChpM96
CpAR96
CpGR96
ChtA96
ChtG96
ChtM96
SK-ChA096
SK-ChG096
SK-ChMO096
SK-ChpA96
SK-ChpG96
SK-ChpM96
SK-CpAR96
SK-CpGR96
SK-ChtA96
SK-ChtG96

SK-ChtM96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility®.

Nazev souprav

EIA Chlamydia IgA

EIA Chlamydia IgG

EIA Chlamydia IgM

EIA Chlamydia pneumoniae IgA

EIA Chlamydia pneumoniae IgG

EIA Chlamydia pneumoniae IgM

EIA Chlamydia pneumoniae REC IgA
EIA Chlamydia pneumoniae REC IgG
EIA Chlamydia trachomatis IgA

EIA Chlamydia trachomatis IgG

EIA Chlamydia trachomatis IgM
SmartEIA Chlamydia IgA

SmartEIA Chlamydia IgG

SmartEIA Chlamydia IgM

SmartEIA Chlamydia pneumoniae IgA
SmartEIA Chlamydia pneumoniae 1gG
SmartEIA Chlamydia pneumoniae IgM
SmartEIA Chlamydia pneumoniae REC IgA
SmartEIA Chlamydia pneumoniae REC IgG
SmartEIA Chlamydia trachomatis IgA
SmartEIA Chlamydia trachomatis IgG

SmartEIA Chlamydia trachomatis IgM

Pocet testu
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Objednaci udaje

IMUNOBLOT
Kod Nazev soupravy Pocet testt
CAL020 BLOT-LINE Chlamydia IgA 20
CGL020 BLOT-LINE Chlamydia IgG 20
CpAL20 BLOT-LINE Chlamydia pneumoniae IgA 20
CpGL20 BLOT-LINE Chlamydia pneumoniae IgG 20
CpML20 BLOT-LINE Chlamydia pneumoniae IgM 20
CtAL20 BLOT-LINE Chlamydia trachomatis IgA 20
CtGL20 BLOT-LINE Chlamydia trachomatis 1gG 20
BD-CAL024 BlueBLOT-LINE Chlamydia IgA 24
BD-CGL024 BlueBLOT-LINE Chlamydia I1gG 24
Swim03 Immunoblot Software 1

Soupravy BlueBLOT-LINE jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji BlueDiver.

Microblot-Array

Kod Nazev soupravy Pocet testi

CAMAO096 Microblot-Array Chlamydia IgA 96

CGMA096 Microblot-Array Chlamydia IgG 96
LRQA

gl TestLine®

1SO 9001 - 1SO 13485

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
Kiizikova 68, 612 00 Brno, Ceské republika

+420 549121 205 (209, 238) TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
trade@testlinecd.com je drzitelem certifikatd
www.testlinecd.cz ISO 9001 a1S0 13485
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