Zgodnos¢é wynikow hadan

w kierunku Ghlamydia trachomatis
metoda immunofluorescencji
hezposredniej, ELISA i PGR

Z uwzglednieniem ich czutosci

I swoistosci, u pacjentow z NGU

The consistency of tests results for Chlamydia
trachomatis carried out hy direct inmunofluorescence
test, ELISA and PCR including their sensitivity and
specificity in patients with NGU

STRESZCZENIE

Wstep. Analize zgodnosci wynikow badan w kierunku Chlamydia trachomatis (Ct) wykona-
no trzema metodami: technika immunofluorescencji bezposredniej (IF), nested-PCR oraz
metoda immunoenzymatyczna.

Materiat i metody. Grupe badang stanowili pacjenci hospitalizowani na Oddziale Nefrologii
Pediatrycznej oraz z przychodni MicroFAM (n = 61) w wieku 3-76 lat. Przedmiotem badan
byty wymazy z cewki moczowej, surowica krwi oraz mocz. Antygen Ct wykrywano technika
IF. Do wykrywania genu crp uzyto techniki nested-PCR. Obecno$é swoistych przeciwciat
anty-cHSP60 zbadano metoda ELISA.

Wyniki. Analiza wynikow badan w kierunku Ct otrzymanych trzema wymienionymi metodami
wykazata zgodno$é w 62,3%. Swoiste przeciwciata anty-cHSP60 w surowicy krwi metoda
ELISA wykrywano rownie czesto jak obecno$é antygenu Ct metoda IF (16,4%). Nieco rzadziej
wykrywano obecno$¢ genu crp w moczu technika nested-PCR (14,8%).

Whioski. Biorac pod uwage czutos$¢ i swoistos¢é trzech zastosowanych testow oraz aspekt
ekonomiczny, wskazane jest wykonywanie badan w kierunku Ct testem IF zuwagi na prostote
wykonania i nizszy koszt badania.
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ABSTRACT

Background. The analysis of consistency of research results for Ct conducted by three diag-
nostic methods: directimmunofluorescence, nested PCR and immunoenzymatic technique.
Material and methods. Studied group — patients hospitalized at the Department and Clinic
of Paediatric Nephrology and patients from outpatient clinic MicroFAM (n = 61) aged
3-76. Material for research were urethral swabs, serum and urine. Cf antigen was detected
using direct immunofluorescence method, C. trachomatis crp gene was found by nested
PCR technique. Specific anty-cHSP60 antibodies were detected using ELISA method.
Results. The analysis of the results of research for Ct conducted by three diagnostic meth-
ods showed the compatibility in 62,3%. Specific anty-cHSP60 antibodies were detected in
serum by ELISA method as often as Ct antigen by IF (16,4%). Less often Ci crp gene was
found in urine by nested-PCR technique (14,8%).

Conclusions. Considering the sensitivity and specificity of three tests and economic aspect,
it’s advisable to perform the studies for Ct by IF method due to simplicity of performance
and lower cost of the study.
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WSTEP

Do nowoczesnych metod diagnostyki Ct za-
licza si¢ techniki amplifikacji kwaséw nukle-
inowych, w tym polimerazowa reakcj¢ taf-
cuchowg (PCR, polymerase chain reaction)
i ligazowa reakcje tafnicuchowa (LCR, ligase
chain reaction) [1-3]. Techniki te, jakkolwiek
wysoce czule i swoiste, wymagaja drogiego
zestawu aparatury i odczynnikéw do badan,
dlatego tez moga by¢ stosowane tylko w nie-
licznych laboratoriach. Celem pracy byta
ocena zgodno$ci wynikéw badaf w kierunku
Ct przy zastosowaniu wyzej wymienionych
metod, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich

czutoSci i swoistoSci.

MATERIAL | METODY

Badaniom w kierunku zakazenia Ct poddano
61 pacjentow, w tym 36 mezczyzn i 19 kobiet
w wieku 18-76 lat, a takze 6 dzieci w wieku
3-17 lat. Materialem do badan byly wymazy
z cewki moczowej, mocz oraz surowica krwi
pochodzace od pacjentéw Oddziatu Nefrolo-
gii Pediatrycznej oraz Przychodni MicroFam
z objawami stanéw zapalnych cewki moczo-

wej. Wymazy z cewki moczowej pobierano

przy uzyciu sterylnych, jednorazowych, bawet-
nianych wymazdéwek. Mocz pobrano rano, bez
zastosowania higieny osobistej, w ilosci okoto
10 ml do jalowego pojemnika. W badaniach
wlasnych uzyto metode IF (test Pathfinder®
Chlamydia trachomatis Direct Specimen firmy
BioRad) do wykrywania antygenu wymienio-
nych bakterii [4]. Metoda nested-PCR (test
PCR — Chlamydia trachomatis firmy DNA
Gdansk), wykrywano gen crp [5], natomiast
metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSor-
bent Assay) stwierdzano obecno$¢ przeciwciat
anty-cHSP60 (test ELISA firmy Medac) [6].
Wszystkie badania wykonano zgodnie z in-
strukcja producentéw.

WYNIKI

Zgodno$¢ wynikoéw uzyskanych 3 metodami
diagnostycznymi przedstawiono w tabeli 1,
z ktérej wynika, ze u 38/61 (62,3%) badanych
uzyskano wyniki zgodne. U jednego pacjenta
wynik dodatni uzyskano wszystkimi metoda-
mi, co stanowi 1,6%, u pozostatych pacjen-
tow (60,7%) uzyskano wyniki ujemne. Wyniki
niezgodne stwierdzono u 23/61 pacjentéw,
co stanowi 37,7%. U 2/19 kobiet (10,5%)
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Tabela 1
Zgodnos¢é wynikéw uzyskanych trzema metodami diagnostycznymi (DIF, ELISA, PCR)

Pte¢ Liczba badanych Zgodnie dodatni Zgodnie ujemny
(IF+, ELISA+, PCR+) (IF-, ELISA-, PCR-)
Liczba (%) Liczba (%)
Kobiety 19 0 0,0 13 68,4
Mezczyzni 36 1 2,8 19 52,8
Dzieci 6 0 0,0 5 83,3
Ogétem 61 1 1,6 37 60,7

otrzymano wynik dodatni wytacznie metoda Tabela 3
ELISA, a u 3/19 kobiet (15,8%) wynik do- Poréwnanie czutosci i swoistosci

datni uzyskano tylko technikg nested-PCR. metody immunoenzymatycznej
. . (ELISA) z metodg immunofluo-
Z kolei u 7/36 mezezyzn (19,4%) uzyskano S T R

wynik dodatni jedynie metoda IF, u 6/36 me¢z-

czyzn (16,7%) wynik dodatni jedynie metoda o
ELISA, au3/36 mezczyzn (83%) wynikdo- : ”
datni tylko technikg nested-PCR. U jednego (gGanty- _ . -
mezezyzny (2,8%) otrzymano wynik dodatni cHSP60)

dwoma wymienionymi metodami. W grupie  Czutosé: 1/10 = 10,0%
dzieci wynik dodatni uzyskano tylko u jednej =~ SWOIStosc: 43/51 = 84.3%
dziewczynki (16,7%), dwiema metodami— IF
oraz technika nested-PCR (tab. 2). Poréwnu-
jac czutos¢ i swoisto§¢ metody ELISA oraz
techniki nested-PCR z metoda IF, stwierdzo-

no, ze obie metody maja wysoka swoisto§¢

Tabela 4
Poréwnanie czutosci i swoistosci

metody nested-PCR z metodg immu-
(odpowiednio: ELISA — 84,3%, nested-PCR nofluorescencji bezposredniej (DIF)

— 88,2% ) oraz bardzo niskg czuto$¢ (ELISA DIF
—10,0% , nested-PCR — 30,0% ) (tab. 2, 3).

+ 3
DYSKUSJA nested-PCR 7 45

W badaniach wlasnych poréwnano czgstos¢ ¢, 0¢e 3/10 = 30,0%

wystepowania antygenu Ct, genu crp oraz  Swoistos¢: 45/51 = 88,2%

Tabela 2
Niezgodno$¢ wynikéw w kierunku Chlamydia trachomatis uzyskanych wszystkimi metodami diagnostycznymi

(DIF, ELISA, PCR)

Pte¢ Liczba badanych Wyniki
IF+ ELISA- IF+ ELISA+ IF+ ELISA- IF- ELISA+ IF- ELISA- IF- ELISA+
(1gG anty- (IgG anty- (IgG anty- (IgG anty- (19G anty- (1gG anty-
cHSP60) cHSP60) cHSP60) cHSP60) cHSP60) cHSP60)
PCR- PCR- PCR+ PCR- PCR+ PCR+
Kobiety 19 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (10,5%) 3 (15,8%) 0 (0,0%)
Mezczyzni 36 7 (19,4% 0 (0,0%) 1(2,8%) 6 (16,7%) 3 (8,3%) 0 (0,0%)
Dzieci 6 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Ogotem 61 7 (11,5%) 0 (0,0%) 2 (3,3%) 8 (13,1%) 6 (9,8%) 0 (0,0%)
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przeciwciat anty-cHSP60 u pacjentéw z NGU.
Od 61 pacjentéw, w tym 36 me¢zczyzn, 19 ko-
biet oraz 6 dzieci, pobrano wymaz z cewki
moczowej, mocz oraz surowice krwi. U 25,0%
mezczyzn oraz 16,7% dzieci wykryto antygen
Ctw wymazach z cewki moczowej metoda IF-
-bezposredniej. U kobiet nie wykryto antyge-
nu Ct w wymazach z cewki moczowej. Swoiste
przeciwciata anty-cHSP60 stwierdzono w suro-
wicy krwi 22,2% mezczyzn oraz 10,5% kobiet.
U dzieci nie stwierdzono obecnosci przeciwciat
anty-cHSP60 w surowicy krwi. Do wykrywa-
nia przeciwciat anty-cHSP60 zastosowano test
ELISA. Technika nested-PCR wykryto gen crp
w moczu u 13,9% mezczyzn, u 15,8% kobiet
oraz u 16,7% dzieci. W badaniach wtasnych
nie stwierdzono zgodnoSci wykrywania prze-
ciwcial anty-cHSP60 w surowicy krwi, z obec-
noscia genu crp w moczu u pacjentéw z NGU.
Zaobserwowano stosunkowo niskg czuto§é

poréwnywanych metod diagnostycznych przy

jednoczesnej dobrej swoistoSci. Przyczyna tak
niskiej czutoéci obu wymienionych metod moze
by¢ brak standaryzacji obu metod diagnostycz-
nych oraz uzywanie przez firmy produkujace
odczynniki do techniki PCR réznych prime-
réw. Natomiast niska czuto$¢ techniki ELISA
moze wynikac z uzycia LPS jako antygenu do
identyfikacji przeciwciat, ktory moze reagowac
krzyzowo z antygenami innych drobnoustro-

jow, dajac niemiarodajne wyniki [7].

WNIOSKI

1. Metoda ELISA, charakteryzujaca si¢ bar-
dzo niska czuloscia, nie moze by¢ stosowana
jako metoda diagnostyczna w kierunku roz-
poznania NGU o etiologii chlamydialne;j.

2. Biorac pod uwage czulo$¢ i swoisto§é
trzech zastosowanych testow oraz aspekt
ekonomiczny, wskazane jest wykonywanie
badan w kierunku Ct testem IF zuwagina

prostote wykonania i nizszy koszt badania.
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