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SeroELISA™ Chlamydia IgA

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
zur Erkennung von spezifischen IgA-Antikdrpern
gegen Chlamydia in Humanserum

Gebrauchsanweisung

Testkit fir 96 Bestimmungen
(Katalog-Nr. 113-01)

Zur Verwendung fur die In vitro-Diagnostik
Nur fur Fachpersonal
Bei 2 bis 8 °C lagern. Nicht einfrieren.
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Verwendungszweck

Das SeroELISA™ Chlamydia IgA-Kit ist fur die Bestimmung
von spezifischen IgA-Antikérpern gegen Chlamydia in
einzelnen Humanserum-Proben durch ein Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) vorgesehen.

Zur Verwendung fir die In vitro-Diagnostik.

Einleitung

Chlamydia ist ein gram-negatives, obligatorisch
intrazellulares Bakterium, das akute und chronische
Erkrankungen bei S&ugetieren und Vdgeln verursacht. Der
Genus Chlamydia besteht aus vier Spezies: C. trachomatis,
C. pneumoniae, C. psittaci und C. pecorum.

C. trachomatis ist in 15 Serovare unterteilt (1). Die Serovare
A, B, Ba und C sind Agenzien fir Trachoma (2), der
Hauptursache fir vermeidbare Erblindungen, die in den
Landern der dritten Welt endemisch ist. Die Serovare Li-Ls
sind Agenzien fir Lymphogranuloma Venereum. Die
Serovare D-K sind weltweit eine haufige Ursache fur sexuell
Ubertragene Genitalinfektionen: Cervicitis,
Endometritis/Salpingitis (3) bei Frauen und Urethritis (4) bei
Frauen und Mannern. Endometritis/Salpingitis kann zu
Eileiterverschliissen fiihren, mit denen ein hdheres Risiko fiir
extrauterine Schwangerschaften und Unfruchtbarkeit einher
geht. Genitale Infektionen kdnnen akute und persistente
Infektionen verursachen, die gelegentlich ohne jegliche
klinische Symptome verlaufen. In der Regel sind diese
Infektionen behandelbar, sofern sie erkannt werden. Ohne
Behandlung kann sich die Infektion jedoch zu einer
chronischen Entziindung entwickeln, die zu Unfruchtbarkeit,
ektopischen Schwangerschaften, induziertem Abort oder
Frihgeburten fuhren kann. Zusatzlich kdnnen Kinder von
infizierten Muttern bei der Geburt infiziert werden und in der
Folge an Konjunktivitis oder Pneumonie erkranken (5).

C. pneumoniae ist ein verbreitetes respiratorisches
Humanpathogen und liegt bis zu 10 % der Falle ambulant
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erworbener Pneumonie zugrunde. Der Erreger wurde akuten
respiratorischen  Erkrankungen,  Pneumonie,  Asthma,
Bronchitis, Pharyngitis, dem akuten Brustsyndrom der
Sichelzellenerkrankung, koronaren Herzkrankheiten und dem
Guillain-Barre-Syndrom zugeordnet (6).

C. psittaci infiziert von Mollusken lber Végel bis hin zu
Saugetieren eine breite Anzahl von Wirtsspezies und
verursacht ebenfalls schwere Pneumonie.

Serodiagnostische Tests, die auf spezifischen
immunologischen Markern beruhen, dienen als nicht-
invasives Diagnosewerkzeug fir die Erkennung von distalen
und tiefen Infektionen (7).

Chlamydia-spezifische IgA-Antikérper haben sich als
verlasslicher immunologischer Marker fur primére, chronische
und rekursive Infektionen erwiesen (8). Anti-Chlamydia-IgA-
Antikérper sind von diagnostischem Wert bei Patientinnen mit
Nicht-Gonokokken-Urethritis (NGU) (9), Frauen mit akuter
Salpingitis und Frauen mit mechanisch bedingter
Unfruchtbarkeit (10), bei ektopischen Schwangerschaften,
Prostatitis, Epididymitis, Konjunktivitis, Reiter'schem Syndrom
(10) und Pneumonitis.

Der SeroELISA™ Chlamydien-Test verwendet das breit
reagierende L2-Serovar-Antigen von C. trachomatis. Er eignet
sich zur Erkennung von Antikérpern gegen C. trachomatis,
C. psittaci und C. pneumoniae (TWAR).

Testprinzip

= Das zu testende Humanserum wird in Kontakt mit der
Antigenmaterial-Beschichtung der Mikrotiter-Wells
gebracht. Wenn im Patientenserum spezifische
Antikérper vorhanden sind, binden diese sich an das
Antigenmaterial. Ein Komplex wird gebildet, und alle
Serumkomponenten werden in der Waschphase
ausgewaschen.

= Den Wells wird HRP (Meerrettich-Peroxidase)-
konjugiertes Anti-Human-IgA (a-kettenspezifisch)
hinzugefugt. Wenn im vorhergehenden Schritt ein
Antigen-Antikdrper-Komplex gebildet wurde, bindet sich
der peroxidase-konjugierte  Antikdrper an  den
Antikdrperteil des Komplexes. Wenn im vorhergehenden
Schritt kein Antigen-Antikérper-Komplex gebildet wurde,
wird das Konjugat in der Waschphase ausgewaschen.

=  TMB-Substrat wird hinzugefugt. Eine positive Reaktion
wird durch eine blaue bis tiefblaue Farbung angezeigt,
die sich in den Testwells infolge der enzymatischen
Reaktion des Peroxidase-Anteils mit Peroxid und dem
Chromogen-Reaktant entwickelt. Nachdem die
enzymatische Reaktion durch eine sdurehaltige Losung
gestoppt wurde, wird die Absorption der Testwells bei
450 nm mit einem Spektrophotometer bestimmt.

= Die Absorption bei 450 nm gibt den IgA-Anti-Chlamydia-
Titer fur die Patientenserumproben an.
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Testverfahren

1. Chlamydia-Antigen  +
An die Festphase
gebunden (Ag)

Serumpositiv fur I1gA Anti-
Chlamydia (Abz)

Vv
AgAbi-Komplex

2. AgAbi-Komplex + HRP-konjugiertes

Anti-Human-IgA (Ab2)

AgAb:1Abz-Komplex

3. AgAb1Ab- +  TMB-Substrat
Komplex
Vv
Blaue Lésung
v € Chromogen-
Stopplésung

Gelbe Losung
(Absorptionsbestimmung bei 450 nm)

Warnhinweise und VorsichtsmafRnahmen

= Warnung: DAS CHLAMYDIALE ANTIKORPER-
MATERIAL WURDE DEAKTIVIERT UND ENTHALT
KEINE NACHWEISBAREN LEBENDEN ORGANISMEN.
DIE STREIFEN SOLLTEN JEDOCH WIE JEGLICHES
ANDERE POTENTIELL BIOGEFAHRLICHES
LABORMATERIAL BEHANDELT UND ENTSORGT
WERDEN.
Vorsichtsmalnahmen: Dieses Kit enthalt Humanseren,
die mit einem von der FDA zugelassenen Verfahren
negativ auf HBV-Antigene sowie HCV-, HIV 1- und HIV
2-Antikérper getestet wurden. Es sind zurzeit keine
Verfahren bekannt, mit denen sich Infektionen durch
Humanblutderivate vollstandig ausschlieRen lassen. Alle
in diesem Kit enthaltenen Humanblutkomponenten
missen daher als potenziell infektioses Serum bzw. Blut
gemaf den Vorgaben im CDC/NIH-Handbuch ,Biosafety
in Micro Biological and Biomedical Laboratories, 1988
gehandhabt werden.

= Die Substrat-/Chromogenlésung kann Reizungen der
Haut und der Schleimhéute hervorrufen. Direkten
Kontakt vermeiden.

= Zur Verwendung fur die In vitro-Diagnostik

Inhalts des Kits

1. Vorbeschichtete Mikrotiter-Platte (96 Wells je Rahmen).
Jede Tute enthélt eine Mikrotiter-Platte mit 12
abnehmbaren Streifen in einem Kunststoffrahmen. Jeder
Streifen ist mit Chlamydia-Antikérpern beschichtet.

1 Einheit

2. Positivkontrolle  (Anti-Chlamydia-IgA-Antikdrper-positives
Humanserum). Gebrauchsfertig.

1 Flaschchen, 2,0 ml

3. Schwache Positivkontrolle (schwach Anti-Chlamydia-IgA-
Antikdrper-positives Humanserum). Gebrauchsfertig.

1 Flaschchen, 2,0 ml

4. Negativkontrolle (Anti-Chlamydia-lgA-Antikdrper-
negatives Humanserum). Gebrauchsfertig.

1 Flaschchen, 2,0 ml

5. HRP-konjugiertes Anti-Human-IgA (a-kettenspezifisch).
Gebrauchsfertig.

1 Flaschchen, 10 ml
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6. Serumverdiinnung, gebrauchsfertig.
2 Flasche, 60 ml
7. Konzentrierter Waschpuffer (20fach).
1 Flasche, 100 ml
8. TMB-Substrat. Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 16 ml
9. Stopplésung (1M H2S04), gebrauchsfertig.
1 Flasche, 16 ml
10. Plattenabdeckung. 1 Einheit
11. Gebrauchsanweisung. 1

Zusatzlich benotigtes Material

1. Saubere Reagenzglaser zur
Patientenseren.

2. Einstellbare Mikropipetten oder Mehrkanalpipetten (5 -
50, 50 - 200 und 200 -1000 pl) sowie Einmalspitzen.

Verdiinnung  der

3. Einweg-Kunststoffpipetten  (sortierte  GréRen) und
Sicherheits-Pipettiergerate.

4. Messflasche 1 1.

5.  Ein Messzylinder, 50 ml.

6. ELISA-Platten-Wascher oder Waschflasche.

7. Papierhandtiicher oder saugfahiges Papier.

8. Vortexmischer.

9. Ein 37°C-Wasserbad mit Deckel oder eine

Feuchtkammer in einem 37° + 1° C-Inkubator.

10. ELISA-Lesegerat mit 450-nm-Filter.

11. Destilliertes oder doppelt entionisiertes Wasser zur
Verdinnung des konzentrierten Waschpuffers.

Lagerung und Stabilitdt der Reagenzien

Alle im Lieferumfang enthaltenen Materialien miissen bei 2°C
bis 8 °C gelagert werden. Die Testreagenzien sind bis zum
auf der Kit-Verpackung angegebenen Ablaufdatum stabil,
wenn sie bei 2°C bis 8 °C aufbewahrt werden. Original
verschlossene oder versiegelte Komponenten kénnen fir
einige Stunden Raumtemperaturen ausgesetzt werden, ohne
dass die Reagenzien verderben. Nicht einfrieren!

Bei angebrochenen Kits betragt die Stabilitit des
Originalmaterials 60 Tage vom Offnen der Verpackung an.
Nach dem Offnen sollte die Tite aus Aluminiumfolie, in der
sich die Streifen befinden, mit Klebeband verschlossen
werden. Das Trockenmittel sollte nicht entfernt werden.

Probenentnahme

Serumproben missen aseptisch entnommen und bei 2°C bis
8 °C mit 0,05 % Natriumazid (NaNs) als Konservierungsstoff
gelagert werden, wenn sie innerhalb weniger Tage getestet
werden sollen. Fur langere Zeitraume missen Aliquots der
Serumproben bei —20 °C gelagert werden.

Da trube oder hamolytische Serumproben weniger
reproduzierbare Ergebnisse liefern kdnnen, wird dringend
empfohlen, klare und nicht h&amolytische Serumproben zu
testen.



‘ Testverfahren

Hinweise:

a)

b)

d)

e)

f)

)
k)

Die Komponenten dieses Kits wurden als Einheit
getestet. Die Komponenten dieses Kits nicht mit denen

anderer Lose oder Kits von anderen Herstellern
mischen.

Alle Reagenzien mussen vor der Verwendung auf
Raumtemperatur gebracht werden. Die
Serumverdinnung und die  Konjugatverdiinnung
gelatinieren bei der Kuihlung. Bei Bedarf die
Verflissigung beschleunigen, indem diese

Komponenten mehrere Minuten lang bei 37 °C erwarmt
werden.

Im konzentrierten Waschpuffer kdnnen sich bei der
Lagerung mit 2°C bis 8 °C Salzkristalle bilden. Diese
Kristalle missen vollstéandig gelost werden, indem die
Komponente vor der Verdiinnung bei 37 °C erwarmt
wird.

Den Test nicht in Gegenwart von reaktiven Dampfen
(z.B. von saurehaltigen bzw. alkalischen Substanzen
oder Aldehyden) oder Staub durchfihren, da die
enzymatische Aktivitit des HRP-konjugierten Anti-
Human-IgA davon beeintrachtigt werden kann.

Die Oberseite der Streifen nicht berthren. Die Rénder
der Wells beim Einfullen von Reagenzien nicht mit der
Pipettenspitze berihren.

Einmal-Pipettenspitzen verwenden.
Kreuzkontaminierung der Reagenzien vermeiden.

Mit dem Flaschchen leicht auf eine harte Oberflache
schlagen, um mdglicherweise in der Kappe befindliche
Flussigkeit freizugeben.

Keine Luftblasen in den Wells einschliel3en.
Flissigkeiten langsam pipettieren, um Spritzer zu
vermeiden.

Bei jeder Durchfiihrung des Tests sollten die Sera fur die
Positivkontrolle, schwache Positivkontrolle und
Negativkontrolle ~ gemeinsam auf  Serumproben
angewendet werden.

Ein Well sollte bei jeder Durchfihrung des Tests als
Blindwert verwendet werden.

Alle Schritte des Verfahrens sollten nacheinander und
ohne Unterbrechung ausgefuhrt werden.

Ablauf des Tests — Manuell

Protokolle fur die automatisierte Abarbeitung sind auf
Anfrage erhéltlich

A)

Vorwaschen der Streifen

Es ist ratsam, die Streifen vor Beginn des Assays
vorzuwaschen, um das Hintergrundrauschsignal zu
verringern.

Entnehmen Sie die erforderliche Anzahl an Streifen aus
ihren Aluminiumfolienbeuteln und legen Sie sie in den
Plattenrahmen ein.

Verdiinnen Sie den konzentrierten Waschpuffer 1:20 mit
destilliertem Wasser. Fir 100 ml Waschpuffer bendtigen
Sie 5 ml konzentrierten Waschpuffer und 95 ml
destilliertes Wasser. Mischen Sie gut durch.

Die Waschpuffer-Arbeitsldsung sollte unmittelbar vor
Gebrauch zubereitet und der Uberschuss entsorgt
werden.

Waschen Sie die Streifen mit dem Waschpuffer, dann
entsorgen Sie den Streifeninhalt. Wiederholen Sie
diesen Schritt noch einmal.

Trocknen Sie die Oberseite der Streifen und des
Rahmens, indem Sie sie vorsichtig mit sauberem,
saugfahigem Papier abklopfen.
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B)
5.

10.

11.

D)

12.
13.

14.

15

Inkubieren von Serumproben und Kontrollen
Jedes Patientenserum unter Verwendung von
Serumverdinnung wie folgt 1:64 verdiinnen:

1:16 - 10 ul Patientenserum zu 150 pl
Serumverdinnung hinzuftgen.
1:64 - 30 wl 1:16-Verdiinnung zu 90 pl

Serumverdinnung hinzuftgen.
Die Kontrollflissigkeiten werden in gebrauchsfertiger
Form geliefert und sollten nicht verdiinnt werden.
50 ul gebrauchsfertige Positivkontrolle, schwache
Positivkontrolle, Negativkontrolle und 1:64 verdinntes
Patientenserum in die entsprechenden separaten Wells
der Teststreifen geben.
50 ul Serumverdiinner als Blindwert in einen Well
geben.
Das Pipettieren der Kontrollflissigkeiten  und
Serumproben in die Wells sollte nicht langer als 10
Minuten dauern.
Plattenabdeckung auflegen und fur 30 min bei 37 °C in
einer Feuchtkammer inkubieren.
Den flissigen Inhalt der Wells entsorgen. Die Wells
funfmal auswaschen und wie in den Schritten A)
trocknen.

Inkubation mit Konjugat

50 ul HRP-konjugierte aktive Anti-Human-IgA-Ldsung in
jeden Well geben.

Plattenabdeckung auflegen und fir 30 min bei 37 °C in
einer Feuchtkammer inkubieren.

Den flussigen Inhalt der Wells entsorgen und diese
anschlieBend funfmal auswaschen und wie in den
Schritten A) trocknen.

Inkubation mit TMB-Substrat

100 pl TMB-Substrat in jeden Well geben.
Plattenabdeckung auflegen und fir
Raumtemperatur inkubieren.

Reaktion durch Hinzugeben von 100 pl Stopplésung in
jeden Well stoppen.

Die Stopplosung in derselben
denselben Zeitintervallen wie das
hinzugeben.

Das Spektrophotometer auf das leere Well kalibrieren.
Die Absorption bei 450 nm bestimmen und die
Ergebnisse aufzeichnen.

Die unverzigliche Bestimmung der Absorption wird
empfohlen, ist jedoch nicht zwingend erforderlich. Die
Absorptionsbestimmung muss innerhalb von 30 min
nach dem Ende der Chromogenreaktion erfolgen.

30 min bei

Reihenfolge und
TMB-Substrat

Akzeptanz der Testkriterien

Ein Testdurchlauf ist glltig, wenn:

Wenn diese Bedingungen

die Absorption der Positivkontrolle >0,8 bei 450 nm
betragt

die Absorption der schwachen Positivkontrolle >0,4 bei
450 nm betragt

die Absorption der Negativkontrolle <0,15 bei 450 nm
betragt

erflllt

nicht sind, ist der

Testdurchlauf ungultig und muss wiederholt werden.



Berechnung des Cut-Off-Werts (COV)

Der Cut-Off-Wert wird anhand der
berechnet:

folgenden Formel

COV =0.198 x (Pc — Nc) + Nc

Pc = Absorption der Positivkontrolle bei 450 nm
Nc = Absorption der Negativkontrolle bei 450 nm

Interpretation der Ergebnisse:

Absorption bei Interpretation Geschatzter
450 nm der Chlamydia IgA-

Ergebnisse: Titer

Unter COV - 0,03 Negativ <64

COV +0,03 Mehrdeutig* 64

Uber COV +0,03 bis | Schwach Positiv 64-128

schwache

Positivkontrolle

Uber schwacher Positiv 256-512

Positivkontrolle bis

Positivkontrolle

Uber Positivkontrolle Hochgradig >512

Positiv

* Mehrdeutig eingestufte Serumproben erneut testen. Bei
erneut mehrdeutigen Ergebnissen wird das Testen
weiterer Serumproben empfohlen.

Bedeutung der Ergebnisse

GemaR der klinischen Erfahrung kénnen IgA-Antikérper
gegen Chlamydia als Marker fir aktive oder chronische
Chlamydien-Infektionen dienen (3,11,12).

Endpunkttiter-Bestimmung

Zur Uberwachung des Immunprofils eines Patienten sollten
Serumproben aus dem akuten und dem
Rekonvaleszenzstadium verglichen werden. Die
Entpunkttitration von Serumpaaren sollte mit Serumproben
erfolgen, die beide im selben Durchlauf getestet werden. Die
hdchste Serumverdinnung mit einer Absorption tUber dem
Cut-Off-Wert des Tests ist der Endtiter.

Grenzen des Tests

= Zur Diagnose sind stets mehrere serologische Tests zu
verwenden. Dabei sind alle klinischen Daten und
Laborwerte zu bericksichtigen.

= Der Test ist ein ELISA-Einzelserovar-Test (L2). L2 enthalt
Antigen-Determinanten, die in Serovaren von Chlamydia
trachomatis sowie dem Gruppenantigen vorkommen. Mit
diesem ELISA konnen Antikdrper gegen Chlamydia
psittaci, Chlamydia  pneumoniae  (TWAR) und
Acinetobacter calcoaceticus erkannt werden.

= Die Signifikanz ~der  Probentiter muss unter
Beriicksichtigung der Eigenschaften der zu testenden
Population betrachtet werden. Diese Eigenschaften
umfassen das Alter, den geographischen Standort, das
Sexualverhalten und weitere Faktoren.
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= Dieser Test gibt keinen Aufschluss Uber die Lokalisation
von Chlamydien-Infektionen. Der Test ist nicht als Ersatz
zur Isolierung von Zellkulturen (falls verfigbar)
vorgesehen.

= Das Fehlen messbarer Serumantikdrper schlief3t die
Moglichkeit einer Chlamydien-Infektion nicht aus.

=  Bakteriell kontaminiertes oder hyperlipdmisches Serum
kann zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

Leistungsmerkmale

Der SeroELISA™ Chlamydia-Test wurde mit dem IPAzyme™
Chlamydia 1gG/IgA-Test (Savyon Diagnostics-Produkt, Kat.-
Nr. 011-01) verglichen, bei dem es sich um einen
anerkannten serologischen Test fir die Erkennung von IgA-
Antikdrpern gegen Chlamydia handelt.

Die untersuchte Population umfasste Patienten mit Verdacht
auf Chlamydien-Infektionen sowie gesunde Personen (n =
200).

Vergleich von SeroELISA™ mit IPAzyme™

SeroELISA™
Positiv Negativ Gesa
IPAzyme™ mt
Positiv 96 4 100
Negativ 7 93 100
Gesamt 103 97 200

Gesamtibereinstimmung: (189/200) x 100 = 94,5 %

Kreuzreaktionen

Hospitalisierte  Patienten, mit  Neisseria  gonorrhea-,
Staphylococcus aureus- und Peptostreptococcus anaerobius-
Infektionen, die mit im Handel erhéltlichen Serologie-Kits
nachgewiesen werden konnten, wurden ebenfalls mit dem
SeroELISA Chlamydia-Kit getestet. Es wurden keine
signifikanten Kreuzreaktionen festgestellt.
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