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uvob

Chlamydie jsou malé intracelularni bakterie. Jako lidské patogeny se uplatfiuji
zejména tfi druhy chlamydii: Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci a
Chlamydophilla pneumoniae.

Infekce zapfi¢inéné C. trachomatis primarné postihuji epitel urogenitalniho traktu
a patfi k nejéast&j§im sexualné prenosnym nakazam. C. pneumoniae primarné
postihuje epitel respiraéniho traktu, v monocytech se pak agens dostava také do
endotelu krevnich cév, do synovii nebo do centralniho nervového systému. Po
pfevazné asymptomaticky nebo slabé symptomaticky probihajicich
primoinfekcich a reinfekcich chlamydiemi se manifestuji, teprve po Iétech, tézké
nasledné poruchy. Laboratorni diagnostika chlamydiovych nakaz je zalozena na
pfimém  prukazu chlamydii, resp. chlamydiového genomu v biologickém
materidlu a nepfimém prikazu infekce — detekci specifickych protilatek v séru.
Jednim ze zplsobU rozliSeni chlamydiovych druhové specifickych protilatek je
technika Western Blotu nebo imunoblotu. Technika prikazu protilatek metodou
Western Blot vhodné dopliiuje sérologicka vysetfeni ELISA testy. Prednosti
metody je determinace jednotlivych antigent, proti kterym jsou namifeny
pacientovy protilatky, coz umoziiuje presnéjsi interpretaci sérologického
vysledku. Zasadni vyznam pro diagnostiku chronickych onemocnéni ma detekce
protilatek proti ,heat shock® proteinim (HSP). Anti-chlamydiové HSP-60
protilatky se jevi jako citlivy ukazatel pretrvavajici infekce, nejen v gynekologii,
porodnictvi a reprodukéni medicing, ale i u autoimunnich onemocnéni, jako je
reaktivni artritida a infekce sdruzené s astmatem, stejné jako u nemoci obéhové
soustavy. Protilatky proti antigenu 57 kD C. trachomatis souvisi s reaktivni
artritidou. Pritomnost protilatek proti nékterym antigenim C. pneumoniae ( 54
kD, 35 kD a HSP-60 ) ukazuje na zvy$ené nebezpedi aterosklerozy.

METODIKA

Western Blot protilatek 19gG a IgA Chlamydia trachomatis a Chlamydophilla
pneumoniae byl proveden pomoci setu fy AID (Némecko) dle navodu vyrobce.
Metoda je zaloZzena na detekci protilatek tfidy 1gG a IgA proti jednotlivym
elektroforeticky rozdélenym chlamydiovym antigenim. Antigeny jsou rozdéleny
dle molekulové hmotnosti a umistény v prouZcich na nitrocelulézovych stripech.
Jsou-li ve vzorku pfitomny protilatky, reaguji s antigenem. V dalim kroku se
navazou protilatky proti lidskym IgG nebo IgA znacené alkalickou fosfatazou.
Navazany enzym pak reaguje se substratem za vzniku modfe zbarveného
produktu. Reakce se projevi na stripu ve formé barevného prouzku.
K objektivnimu vyhodnoceni se pouziva scanner, ktery vyhodnoti zbarveni
jednotlivych prouzki a porovna intenzitu zbarveni s dodanou kontrolou.
Umisténi a oznadeni jednotlivych antigennich prouzki na stripech s negativnim
a pozitivnim nalezem ukazuje obr. 1 a 2. Priklady vyhodnoceni a zapisu
odectu Western Blotu pomoci scanneru ilustruje obr. 3.

Pro stanoveni protilatek v ELISA byly pouZity sety fy MEDAC pro prikaz druhové
specifickych protilatek - C. pneumonie 19G, IgA a C. trachomatis IgG, IgA.
VySetfovana séra: Metodou Western Blot a ELISA bylo vySetfeno v rdmci rutinni
laboratorni  diagnostiky 58 vzorki sér pacientl, zejména s onemocnénim
pohybového aparatu (16), dale onemocnéni urogenitélniho (10) a respiraéniho
traktu (9).

VYSLEDKY

Jednim z ciltl prace bylo srovnat dvé techniky prikazu specifickych protilatek
proti chlamydiim — ELISA a Western Blot, z hlediska citlivosti. Srovnani
vysledkt prukazu protilatek ELISA technikou a Western Blotem je uvedeno
tabulkach &.1-4. Cetnost pritkazu protilatek proti jednotlivym antigenim C.
trachomatis a C. pneumoniae v imunoglobulinovych tfidach IgG a IgA
znazorfiuji grafy €. 1a 2.

Ve sledovaném souboru sér pacient byly prokazany protilatky proti HSP-60
C. trachomatis u osmi osob, u tfi osob byly stanoveny protilatky proti HSP-70.
V deviti pfipadech byly zjistény protilatky proti antigenu 57 kD C. trachomatis,
souvisejici s reaktivni artritidou. Pfitomnost protilatek proti nékterym antigenim
C. pneumoniae ( 54 kD, 35 kD, HSP-60 ), ukazujici na zvySené nebezpeci
aterosklerézy, byla zjisténa u osmi osob. U patnacti pacientl byly prokazany
protilatky proti HSP-60 C. pneumoniae.

ZAVER

Srovnani technik prikazu antichlamydiovych protilatek metodou ELISA a
Western Blot ukazalo dobrou shodu z hlediska senzitivity, a to pfesto, ze
kriteria hodnoceni vysledkd téchto metod jsou znaéné rozdilna — kupf.
v testu Western Blot C. pneumoniae kriteriem pozitivity protilatek tridy
19G je priikaz protilatek proti nejméné tfem specifickym antigenim.
Determinace jednotlivych antigend pomoci Western Blotu umoznila
zpresnéni laboratorni diagnostiky chlamydiovych onemocnéni. Celkové
Ize konstatovat, Ze vyuZiti techniky Western Blotu predstavuje vyznamny
prinos pro diagnostiku onemocnéni zpisobenych chlamydiemi, zejména
z hlediska rozpoznani chronickych stavi - onemocnéni pohybového
aparatu, obéhové soustavy, urogenitalniho a respira¢niho traktu.
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Obr. I: C. trachomatis, piiklad Obr. 2: C. pneumoniae, piiklad
negativniho a pozitivniho visledku  negativniho a pozitivniho vysledku

Tab.1: Srovnani metod ELISA a WB
C. trachomatis IgG
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Priklady vyhodnoceni a zépisu odeétu Western Blotu pomoci scanneru
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Graf &. 2: Cetnost prukazu protilatek proti jednotlivym antigenim
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Graf &. 2: Cetnost priikazu protilatek proti jednotlivym antigentim
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