Chlamydia pneumoniae-IgG-sELISA medac

Deutsch

C¢

0123

430-TMB-VPD/010416



HERSTELLER

medac

Gesellschaft fir klinische
Spezialprdparate mbH
TheaterstraBe 6

D-22880 Wedel

www .medac—-diagnostika.de

E-Mail: diagnostics@medac.de
Tel.: +4+49/4103/8006-0
Fax: ++49/4103/8006-359
BESTELLADRESSE

E-Mail: auftrag@medac.de
Tel.: ++49/4103/8006-111
Fax: ++49/4103/8006-113

430-TMB-VPD/010416



Chlamydia pneumoniae-IgG-sELISA medac

Enzymimmunoassay zur Bestimmung von IgG-Antikdrpern
gegen Chlamydia pneumoniae in Serum und Plasma

Katalog—-Nr.: 430-TMB

ZUR IN VITRO DIAGNOSTIK

EINFUHRUNG

Chlamydien gehdren zu den gramnegativen Bakterien. Sie leben intra-
zelluldar 1in den Epithelien von Schleimhduten, Endothelien, glatten
Muskelzellen der GefdRe sowie nach neueren Erkenntnissen auch in
bestimmten Gewebsstrukturen des Zentralnervensystems. Chlamydien sind
auf energiereiche Phosphate der Wirtszelle angewiesen und werden daher
auch als Energieparasiten bezeichnet.

Die Gattung Chlamydia umfaBt die folgenden wvier Arten: C. trachomatis,
C. pneumoniae, C. psittaci und C. pecorum. C. trachomatis und
C. pneumoniae sind ausschlieBlich humanpathogen. C. psittaci ruft beim
Menschen und einer Vielzahl von Tieren Infektionen hervor. C. pecorum
wurde bisher nur bei Tieren nachgewiesen.

C. pneumoniae 1ist weltweit wverbreitet. Zusatzlich zu grippalen
Infekten Dbeinhaltet das Krankheitsspektrum Sinusitis, Pharyngitis,
Bronchitis, chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen, atypische
Pneumonien und reaktive Arthritis. Eine ursdchliche Beteiligung an
infektionsbedingtem Asthma, Sarkoidose, ILungenkrebs, Atherosklerose,
akutem Myokardinfarkt, Schlaganfall, Multipler Sklerose und Spatformen
der Alzheimer Krankheit wird aktuell diskutiert.

Nach Grayston und Saikku (1989), den Erstbeschreibern dieser
Chlamydienart, macht fast Jjeder Mensch 1in seinem Leben wiederholt
C. pneumoniae-Infektionen durch. Der {berwiegend schwach und/oder

diffus symptomatische Verlauf von C. pneumoniae-Infektionen erschwert
deren Entdeckung, so dass sich chronische Krankheitsverlaufe mit
schwerwiegenden Folgeerkrankungen entwickeln kdnnen.

Die Diagnostik von C. pneumoniae-Infektionen basiert auf direktem
Erreger—/Antigen—/Nukleinsdurenachweis und der Serologie. Die Anzucht
des Erregers aus Abstrichmaterial, die iber mehrere Passagen verlauft,
ist =zeitaufwendig, Speziallaboren vorbehalten und nur in wenigen
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Fdllen erfolgreich. Direkte Immunfluoreszenz und Antigen-ELISA werden
aufgrund geringer Sensitivitdt und Spezifitdt nur selten eingesetzt.

Als sogenannter ,Goldstandard ™ in der artspezifischen Serologie gilt
bislang die Mikroimmunfluoreszenz (MIF). Bei der MIF handelt es sich
um einen aufwendigen, subjektiv auszuwertenden Test, der viel
Erfahrung erfordert. Die MIF ist nicht standardisiert. Verschiedene
Antigenprdparationen und unterschiedliche Cut-off-Kriterien flir
abgelaufene, kilirzlich erfolgte oder akute Infektionen fihren zu
signifikanten Unterschieden in den Ergebnissen von Labor zu Labor.

Der Chlamydia pneumoniae—-sELISA medac arbeitet mit einem
hochaufgereinigten und spezifischen Antigen. Der Nachweis wvon IgM-,
IgA- und IgG-Antikdorpern gegen C. pneumoniae erlaubt eine Abklarung
des Infektionsstatus und des Therapieverlaufs.

Der Chlamydia pneumoniae—-sELISA medac entspricht den Bediirfnissen nach

Standardisierung, Objektivitdt, Reproduzierbarkeit und Automatisierung
in Routinelaboren.
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TESTPRINZIP

*

Mit C. pneumoniae-spezifischem

Antigen beschichtete Mikro-
titerplatte.
Die C. pneumoniae-spezifischen

Antik&rper aus der Patienten-
probe binden an das Antigen.

Das Peroxidase—-gekoppelte Anti-
Human-IgG bindet an die IgG-
Antiko&rper (P = Peroxidase).

Inkubation mit TMB-Substrat
(*). Stoppen der Reaktion mit
Schwefelsdure. Die Auswertung
erfolgt photometrisch.

Testvorteile
& Hohe Sensitivitat und Spezifitat.
& Die Dbrechbaren Mikrotiterstreifen

Testauslastung.

gewdhrleisten eine optimale
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PACKUNGSINHALT
KAT.-NR.: 430-TMB

1. | MTP

Mikrotiterplatte: 12 Teststreifen a 8 Vertiefungen, (bedruckt mit
CPG, mit Halterahmen und Trockenmittelpappe im Aluminiumbeutel
vakuumverschweilt), brechbar, Rundboden, beschichtet mit
C. pneumoniae-spezifischem Antigen und FKS, gebrauchsfertig.

2. CONTROL | -

Negative Kontrolle: 1 Flaschchen a 1,5 ml, humanes Serum, ge-
brauchsfertig, blau gefdrbt, enthilt NBCS, Phenol, ProClin™ 300 und
Gentamycinsulfat.

3. CONTROL | +

Positive Kontrolle: 1 Fl&schchen a 1,5 ml, humanes Serum, ge-—
brauchsfertig, blau gefirbt, enthidlt BSA, Phenol, ProClin™ 300 und
Gentamycinsulfat.

4. WB

Waschpuffer: 1 Flasche a 100 ml, PBS/Tween (10x), pH 7,2 - 7,4,
enthdlt ProClin™ 300.

5. BAC-DIL

Probenverdiinnungspuffer: 1 Flasche a 110 ml, PBS/Tween/NBCS, pH 7,0
7,2, gebrauchsfertig, blau gefidrbt, enthdlt ProClin™ 300.

6. | CON

Konjugat: 3 Fl&@schchen a 4,5 ml, Ziege-Anti-Human-IgG-Antik&rper,
HRP-konjugiert, gebrauchsfertig, grin gefdrbt, enthdlt BSA, Phenol,
ProClin™ 300 und Gentamycinsulfat.

7. | TMB
TMB-Substrat: 1 Fldschchen a 10 ml, gebrauchsfertig.

8. | STOP
Stoppldsung: 2 Fldschchen a 11 ml, 0,5 M Schwefelsdure (H;SO4),
gebrauchsfertiqg.

Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.
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1.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Material/Reagenz Zustand Lagerung Haltbarkeit
Testkit ungedffnet 2...8 °C bis Verfalldatum
Mikrotiterplatte gedffnet 2...8 °C im Beutel|1l2 Wochen

mit Trockenmittel-

pappe
Kontrollen gedffnet 2...8 °C 12 Wochen
Waschpuffer verdiinnt 2...8 °C 12 Wochen
Probenverdinnungs- |gedffnet 2...8 °C 12 Wochen
puffer
Konjugat gedffnet 2...8 °C 12 Wochen
TMB-Substrat gedffnet 2...8 °C 12 Wochen
Stoppldsung gedbffnet 2 8 °C bis Verfalldatum

Die Reagenzien sind nach Ablauf des angegebenen Verfalldatums nicht

mehr zu verwenden.

2. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN

2.1. Destilliertes oder deionisiertes Wasser.

2.2. Mikroliterpipetten fiir entsprechende Volumina.

2.3. Saubere Glas- oder KunststoffgefdBe zum Verdinnen von Waschpuffer
und Proben.

2.4. Geeignete Vorrichtung zum Waschen der Mikrotiterplatte (z. B.
Multistepper oder ELISA-Waschgerdat).

2.5. Inkubator fir 37 °cC.

2.6. Mikrotiterplatten-Photometer mit Filtern fir 450 nm und 620 nm -
650 nm.

3. ANSETZEN DER REAGENZIEN

Alle

Kitkomponenten miissen vor Testansatz auf Raumtemperatur (RT)

gebracht werden.

Ermitteln Sie die Anzahl der bendtigten Mikrotitervertiefungen.

3.1.

Mikrotiterplatte

Der Aluminiumbeutel muB nach Jjeder Entnahme von Mikrotiterver-—
tiefungen zusammen mit der Trockenmittelpappe wieder fest ver-—
schlossen werden. Lagerung und Haltbarkeit der nicht verwendeten
Mikrotitervertiefungen siehe unter Punkt 1.
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3.2. Waschpuffer

1 Teil Waschpuffer (10x) wird mit 9 Teilen destillier—
tem/deionisiertem Wasser angesetzt (z. B. 50 ml Waschpuffer (10x)
mit 450 ml Wasser). Fiir acht Vertiefungen werden 10 ml

Waschpuffer bendtigt.

Evtl. im Waschpuffer (10x) vorhandene Kristalle sind vor dem An-
setzen durch Erwarmen (max. 37 °C) und/oder Rihren bei RT in Lo-
sung zu bringen.

Die testspezifischen Reagenzien (Mikrotiterplatte, Kontrollen,
Konjugat) sind nicht mit denen anderer Chargen zu mischen. Im
Gegensatz dazu sind Probenverdinnungspuffer, Waschpuffer, TMB-Substrat
und Stopplosung fir alle Chlamydia- wund Mycoplasma-ELISA medac
grundsatzlich austauschbar.

Reagenzien anderer Hersteller sind generell nicht einzusetzen.

Nur bei exakter Einhaltung der Arbeitsvorschrift werden wvalide und
reproduzierbare Ergebnisse erhalten.

4. UNTERSUCHUNGSMATERIAL

4.1. Der Test ist geeignet zur Untersuchung von Serum und EDTA-Plasma.
Die Patientenproben koénnen flir 7 Tage bei 2 - 8 °C aufbewahrt
werden. Eine ldngere Lagerung sollte bei < -20 °C erfolgen.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben ist zu vermeiden.

4.2. Eine Vorbehandlung der Proben, wie z. B. Inaktivierung, ist nicht
erforderlich, sie sollten Jjedoch nicht mikrobiell kontaminiert
und frei von Humanerythrocyten sein.

4.3. Die Proben werden 1:50 mit Probenverdiinnungspuffer verdiinnt.

5.A. ARBEITSVORSCHRIFT

5.1. Die Verpackung der Mikrotiterplatte am ZIP-VerschluB offnen und
die erforderliche Anzahl Mikrotitervertiefungen entnehmen
(s. 3.1.).

Die Mikrotitervertiefungen sind gebrauchsfertig und miissen nicht
vorgewaschen werden.

5.2. Fir die Ermittlung des Leerwertes in die Vertiefung Al 50 pl Pro-
benverdinnungspuffer pipettieren (s. 6.A.). AnschlieBend in Dop-
pelbestimmung Jjeweils 50 pl negative Kontrolle, dann in Einfach-
bestimmung die positive Kontrolle (50 pl), sowie fortlaufend auch
in Einfachbestimmung die verdinnten Patientenproben (50 pl) pi-
pettieren.
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Ggf. kann die Platte bis zur weiteren Bearbeitung in einer
feuchten Kammer fiir maximal 30 min bei RT gelagert werden.

Die Mikrotitervertiefungen 60 min (+x 5 min) bei 37 °C (£ 1 °C)
inkubieren (feuchte Kammer oder mit Folie abgeklebt).

Nach Inkubation die Mikrotitervertiefungen dreimal mit Jeweils
200 pl Waschpuffer waschen. Darauf achten, daB alle Vertiefungen
beim Waschen gefillt werden. Nach Beendigung des Waschvorganges
Mikrotitervertiefungen auf Filterpapier ausklopfen.

Nicht austrocknen lassen! Umgehend weiterverwenden!
Konjugat (grin gefarbt) in alle Vertiefungen pipettieren.

Beim manuellen Abarbeiten des Tests werden 50 pl Konjugat pro
Vertiefung pipettiert.

Bitte beachten:

Beim Arbeiten mit automatisierten Geratesystemen ist auf Grund
der hoheren Verdunstung in den Inkubationskammern die Zugabe von
60 pnl Konjugat pro Vertiefung zu programmieren.

Die grundsatzliche Eignung des Testes fir die automatisierte
Abarbeitung konnte im Rahmen der Validierung gezeigt werden.
Dennoch empfehlen wir, die Kompatibilitat mit dem 2zum Einsatz
kommenden Geratesystem zu verifizieren.

Erneut 60 min (£ 5 min) bei 37 °C (1 °C) inkubieren (feuchte
Kammer oder mit Folie abgeklebt).

Nach Inkubation die Mikrotitervertiefungen erneut waschen
(s. 5.4.).

50 pl TMB-Substrat 1in Jjede Vertiefung pipettieren und 30 min
(+ 2 min) bei 37 °C (2 1 °C) im Dunkeln inkubieren (feuchte Kam-
mer oder mit Folie abgeklebt). Positive Proben erscheinen blau
gefarbt.

Durch Zugabe von 100 pl Stoppldsung in Jjede Vertiefung wird die
Reaktion gestoppt. Es erfolgt ein Farbumschlag von blau nach
gelb.

Mikrotitervertiefungen vor photometrischer Messung wvon unten abwischen
und darauf achten, dass keine Luftblasen in den Vertiefungen vorhanden

Die Messung ist innerhalb von 15 min nach dem Stoppen durchzufihren!
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5.B. TABELLE ZUR ARBEITSVORSCHRIFT

Leerwert Negative Positive Probe
(A1) Kontrolle Kontrolle
Probenverdinnungspuffer 50 pl - - -
Negative Kontrolle - 50 pl - -
Positive Kontrolle - - 50 pl -
Probe - - - 50 pl

60 min bei 37 °C inkubieren, 3 x mit 200 pl Waschpuffer waschen

Konjugat [50/60 pl*) [50/60 ul*) [50/60 pl*) [50/60 plx)

60 min bei 37 °C inkubieren, 3 x mit 200 pl Waschpuffer waschen

TMB-Substrat | s50p1 | s50p1 | s50mul | 50 pl

30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubieren

Stopplésung 100 pl | 100 pl | 100 w1l | 100 pl

Photometrische Auswertung bei 450 nm (Ref. 620 - 650 nm)

*) manuelle/automatisierte Abarbeitung (s. 5.5.)

6.A. TESTBEURTEILUNG (VALIDITAT)

* Die photometrische Auswertung erfolgt bei einer Wellenldnge von
450 nm (Referenzwellenldnge 620 — 650 nm).

* Die OD des Leerwertes (Vertiefung Al) wird wvon allen OD-Werten
subtrahiert.

* Der OD-Wert des Leerwertes muB < 0,100 betragen.

* Der OD-Mittelwert der negativen Kontrolle mull < 0,100 betragen.

*® Der OD-Wert der positiven Kontrolle mull > 0,800 betragen.

* Cut-off = OD-Mittelwert der negativen Kontrolle + 0,380

* Grenzbereich = Cut-off * 10 %

Sind die genannten Validitatskriterien nicht erfillt, muB der
Test wiederholt werden.
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6.B. AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

6.B.1. QUALITATIV
Ergebnis Bewertung
OD < Grenzbereich negativ
OD des Cut-off £ 10 % grenzwertig
OD > Grenzbereich positiv
6.B.2. SEMIQUANTITATIV
Cut—off-Tndex : OD der Probe_ B t
ut-o ndex: S5 des Cut—off ewertung
< 0,9 negativ
0,9 - 1,1 grenzwertig
> 1,1 positiv

Werte 1im Grenzbereich sollten kontrolliert werden, indem nach
14 Tagen eine =zusatzliche Patientenprobe entnommen wird, die
zusammen mit der ersten Probe auf eine Titerbewegung untersucht
wird.

Die Testergebnisse sollten stets in Verbindung mit IgA und IgM
und 1im Zusammenhang mit dem klinischen Bild der Patienten und
weiteren diagnostischen Parametern interpretiert werden.

Hohe Hamoglobin-, Bilirubin- und Lipidkonzentrationen
beeinflussen die Testergebnisse nicht.

Kreuzreaktionen mit antinukledren Antikorpern, heterophilen
Antikorpern sowie C. psittaci- und C. trachomatis-AntikOrpern
sind in Einzelfdllen nicht auszuschlieben.
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6.C. SPEZIFISCHE IgM-/IgA-/IgG—-INTERPRETATION

Mogliche Ergebnisse Interpretation
IgM IgA IgG
COI~* CoI CoI
>1,1 <0, 9 <0, 9 Serologischer Hinweis auf ein frihes
+ - - Infektionsstadium oder polyklonale B-
Zell-Stimulierung. Uberpriifung des

IgM, IgA und IgG nach 14 Tagen.

>1,1 >1,1 <0, 9 Serologischer Hinweis auf eine akute

+ + - Infektion. Uberpriifung des IgG nach 14
Tagen.

>1,1 <0, 9 >1,1 Serologischer Hinweis auf eine akute
+ — + Infektion.

>1,1 >1,1 >1,1 Serologischer Hinweis auf eine akute
+ + + Infektion.

<0, 9 >1,1 >1,1 Serologischer Hinweis auf eine beste-
- + + hende Infektion'. Uberpriifung des IgA

und IgG nach 14 Tagen.

<0, 9 <0, 9 >1,1 Serologischer Hinweis auf eine zurilick-
— — + liegende Infektion. Bei klinischem

Verdacht nach 14 Tagen auf IgA- und

IgG-Antikd&rperbewegungen iberprifen.

<0, 9 >1,1 <0, 9 Serologischer Hinweis auf ein friihes

- + - Infektionsstadium oder solitdr persis-
tierendes 1IgA®. Uberpriifung des IgM,
IgA und IgG nach 14 Tagen.

<0, 9 <0,9 <0, 9 Kein serologischer Hinweis auf eine
- - - bestehende oder abgelaufene Infektion’.
Bei klinischem Verdacht nach 14

Tagen auf IgM, IgA und IgG iUberprifen.

* Cut-off-Index

Hinweis:

Grenzwertige Ergebnisse koénnen auf Dbeginnende oder abklingende
Infektionsstadien hinweisen. Eine Uberpriifung nach 14 Tagen wird
empfohlen.
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Eine bestehende Infektion kann bedeuten:
— chronische Infektion mit persistierenden Erregern: Die COI-Werte
fir die AntikoOrper bleiben lber Wochen konstant.

- akute Infektion: Die COI-Werte flir die Antikdrper steigen
deutlich an.

- hohe IgG-Konzentration: Eine akute Infektion ist nicht
auszuschlieBen. GemdB Grayston et al. (1989) sprechen MIF-IgG-
Titer 2 1:512 fiir eine akute Infektion.

In Einzelfdllen k&nnen solitdre IgA-AntikOrper persistieren. Dieses
immunologische Phdnomen tritt bei verschiedenen bakteriellen
Infektionen auf. Eine klinische Relevanz ist nicht beurteilbar.

Bei frischen, akuten C. pneumoniae-Infektionen kann der
serologische Antikorperbefund trotz Klinik und positivem
Erregernachweis negativ ausfallen. Bei Wunsch nach serologischer
Bestatigung eines positiven Erregernachweises bzw. einer
Verlaufskontrolle empfehlen wir, nach 14 Tagen auf Serokonversion
zu testen.
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7. LEISTUNGSMERKMALE

Die nachfolgenden Leistungsmerkmale wurden von uns im Rahmen der
diagnostischen Evaluierung ermittelt.

7.A. SPEZIFITAT UND SENSITIVITAT

Zur Ermittlung der Spezifitat wurden Seren von Patienten gemessen, die
klinisch keinen Verdacht auf eine respiratorische Infektion zeigten.
In der MIF waren keine AntikOrper gegen C. pneumoniae nachweisbar.

Zur Ermittlung der Sensitivitat wurden Seren von Patienten mit
klinischem Verdacht auf eine respiratorische Infektion gemessen. 1In

allen Seren waren 1in der MIF Antikdrper gegen C. pneumoniae
nachweisbar.
Probandengruppe Spezifitat
IgA IgG

Patienten ohne respiratorische| 93 % (n=86) 95 % (n=42)

Infektion; keine Antikorper

gegen C. pneumoniae in der

MIF.

Probandengruppe Sensitivitat

IgA IgG

Patienten mit respiratorischer| 95 % (n=74) |99 % (n=117)
Infektion; alle Seren mit
Antikorper gegen C. pneumoniae
in der MIF.
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7.B. PRAZISION

Probe Intraassay-Varianz Probe Interassay-Varianz
(n = 11)
& oD S VK (%) n & oD S VK (%)

NK 0,032 0,009 28 21 NK 0,035 0,004 11

GW 0,772 0,038 5 21 GW 0,824 0,073 9

PK 1,990 0,062 3 21 PK 2,133 0,149 7

Nr. 1 1,951 0,098 5 21 Nr. 3 1,655 0,140 8

Nr. 2 0,731 0,030 4 21 Nr. 4 1,027 0,087 8

NK = negative Kontrolle; GW = schwach positive Kontrolle (im Kit nicht ent-
halten); PK = positive Kontrolle

ALLGEMEINE HANDHABUNGSHINWEISE

* Reagenzienflaschen und deren Verschliisse nicht wvertauschen, um

Kreuzkontamination zu vermeiden.
* Sofort nach Gebrauch die Reagenzflaschen wieder fest verschlie-

Ren, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination zu vermeiden.

* Nach Gebrauch sind die Reagenzien sofort wieder, entsprechend den
vorgeschriebenen Lagerungsbedingungen, zu lagern, um die angege-—
bene Haltbarkeit zu gewdhrleisten.

* Um Verwechslungen mit Reagenzien anderer Testsysteme oder Chargen
zu vermeiden, sollten alle Kitkomponenten einer Testpackung nach

dem Gebrauch zusammen in der Orginalpackung gelagert werden
(siehe auch 3.).

SICHERHEITSHINWEISE

* Die national verbindlichen Arbeitsschutzvorschriften sind zu be-
achten.

* Die Reagenzien humanen Ursprungs wurden auf HBsAg, Anti-HIV 1/2
und Anti-HCV untersucht und fir nicht reaktiv befunden. Dennoch
sollten diese Reagenzien, wie auch jene, die Bestandteile
tierischer Herkunft enthalten (siehe Packungsinhalt), als
potentiell infektids behandelt werden, um das Risiko einer
Ansteckung zu vermeiden.

ENTSORGUNGSHINWEISE

Die in diesem Produkt enthaltenen Chemikalien und Zubereitungen sowie
die bei der Anwendung dieses Produktes anfallenden Reste sind in der
Regel Abfadlle, die einer ordnungsgemdBen Entsorgung zugefiihrt werden
miissen.

Die Entsorgung solcher Abfalle unterliegt den nationalen
abfallrechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustdndige Behorde
oder Abfallbeseitigungsunternehmen informieren {iber die Entsorgung von
Sonderabfallen.

Ausgabedatum: 01.04.2016
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