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Anvandningsomrade

SeroCP™ IgM &r en Enzym -Lankad Immunsorbent Assay
(ELISA) for bestamning av artspecifika IgM antikroppar mot
Chlamydia pneumoniae i humanserum.

Testet mojliggor tidig diagnos av pdgaende infektion genom
bestamning av IgM antikroppar fran ett enda serumprov.

For In Vitro Diagnostisk anvandning.

Introduktion

Chlamydia pneumoniae (TWAR) ar ett oforutsdgbart infektiost
agens med ett antal kliniska manifestationer inkluderande
Ovre och nedre luftvagarna (1). Majoriteten av C. pneumoniae
infektionerna ar milda och asymptomatiska men kan &aven
orsaka allvarliga sjukdomar som svalginflammation,
bihaleinflammation, akut bronkit och omgivningsférvarvad
pneumoni. Oupptéckt och obehandlad infektion kan leda till
ihallande och kronisk sjukdom. Farska data indikerar ett
troligt samband mellan C. pneumoniae och kronisk sjukdom
(2).

Seroprevalensen for C. pneumoniae bland barn &ar lag men
Okar kraftigt fram till medelaldern och kvarstar hog i hogre
alder (>50%).

Problem vid provtagning och infektionsomradets
otillganglighet paverkar anvandbarheten av direktpavisande
metoder. Serologiska test anvands darfor i rutin och ger ett
icke-invasivt verktyg vid identifikationen av bade distal och
kronisk chlamydia infektion (3) dar direkta detektions metoder
sdllan &r effektiva (4). Narvaron av en viss antikroppstyp kan
aven antyda sjukdomsstadie.
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Primar chlamydia infektion karaktériseras av ett dominant IgM
svar inom 2—-4 veckor och ett fordrojt IgG och IgA svar inom
6—8 veckor. Efter en akut C. pneumoniae infektion férsvinner
vanligtvis IgM antikropparna inom 2-6 manader (5), 1gG
antikroppstiter avtar vanligtvis sakta medan IgA antikropparna
tenderar att forsvinna snabbt (6).

Nar primar chlamydia infektion misstanks ar bestdmning av
IgM av hég diagnostisk vikt (7).

Vid aterkommande eller kronisk infektion ar prevalensen av
IgM lag och darfor behover inte frAnvaro av IgM nédvandigtvis
exkludera en pagaende infektion.

Vid reinfektion stiger 1IgG och IgA nivéerna snabbt oftast inom
1-2 veckor (8).

IgA antikroppar har visat sig vara en tillférlitig immunologisk
markor for primér, kronisk och ofta &terkommande infektion.
Dessa antikroppar avtar vanligtvis snabbt till basniva efter
behandling och eliminering av chlamydia infektion (3).
Kvarstdende forhojd IgA antikroppstiter anses generellt som
ett tecken pa kronisk infektion (6).

IgG antikroppar kvarstadr under ldnga perioder och avtar
mycket sakta. Darfor ar pavisandet av IgG antikroppar i
huvudsak indikativt pa& chlamydia infektion under en
obestamd tid. En fyrfaldig 6kning i 1gG eller héga nivaer av
IgG antikroppar kan vara indikativt for en pagaende kronisk
infektion.

SeroCP™ &r ett ELISA test dar renade "elementary bodies’
frdn C. pneumonaie (TWAR-183) anvands som antigen for att
bestamma antikroppssvar hos manniska. For en fullstandig
diagnos av en pagéende, kronisk eller tidigare infektion
rekommenderas en bestdmning av 1gG, IgM och IgA
antikroppar mot C. pneumoniae.

4

Testprincip

= SeroCP™ mikrotiterplattor belagda med renade
“elementary bodies” fran C. pneumoniae (TWAR -
183) antigen

= Det serum som skall testas spads och inkuberas pa
SeroCP™ plattan i 1 timme vid 37°C. Vid detta steg
binds C.pneumoniae antikroppar till det
immobiliserade antigenet.

= Icke-specifika antikroppar tas bort genom tvétt.

= Anti-human IgM  konjugerat till  horseradish
peroxidase (HRP) tillsatts och inkubera 1 timme vid
37°C. Vid detta steg binds HRP-konjugatet till de
tidigare bundna antigen-antikropps komplexet.

=  Obundet konjugat tas bort genom tvatt.

= Vid tillséttning av TMB-substrat, hydrolyseras substrat
av peroxidas och en bld losning bildas av det
reducerade substratet.

= Vid tillsattning stopplosning Gvergar den bla fargen till
gul och avlases med ELISA lasare vid en vaglangd
pa 450nm.

=  Absorbansen star i proportion till nivan av specifika
antikroppar som bundits till de pa plattan belagda
antigenen.

| Testprocedur

Tillsatt 2x50uL Negativ kontroll, 1x50uL Positiv kontroll och
spédda patientprov till mikrotiterplattans brunnar belagda
med C. pneumoniae antigen

Téack plattan och inkubera 1 timme vid 37°C och 100 %
fuktighet
{

Tvétta 3 gadnger med tvattbuffert
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A
Tillsatt 50pL 1/300 utspadd HRP konjugat Test kit for 192 bestdmningar
A Art nr B192-01M
Téack plattan och 1 timme vid 37°C och 100 % fuktighet

J 1. C.pneumoniae antigen belagd mikrotiterplatta: 96
Tvatta 3 gdnger med tvéattbuffert itubrytbara brunnar (8x12) belagda med C.pneumoniae
antigen, i en aluminiumférpackning innehallande
Tillsatt 100uL TMB-Substrat torkmedel.
2 Plattor
Téack plattan och inkubera 15 minuter i rumstemperatur 2. Koncentrerad tvattbuffert (Wash Buffer) (20X): PBS -
\2 Tween buffert
Tillsatt 100uL Stopplésning 2 Flaskor, 100 mL i vardera
\2 3. IgM- Serumspéadningsbuffert (IgM- Serum Diluent)
Mat absorbansen vid 450nm (réd):  Anti-human 1gG  buffertlésning  fardig  for
J anvandning. Innehaller mindre &n 0.05% Proclin som
Berékna och tolka resultaten 2 Flaskor, 60 mL vardera
4. Konjugatspadningsbuffert (Conjugate Diluent) (grén):
| Kit innehall Buffertlosning fardig for anvandning. Innehaller mindre &n
0.05% Proclin som konserveringsmedel.
Test kit for 96 bestamningar 1 Flaska, 80 mL
Art nr A192-01M 5. Negativ  Kontroll:  C.pneumoniae IgM  negativt
humanserum, fardigt for anvandning. Innehaller mindre an
1. C.pneumoniae antigen belagd mikrotiterplatta: 96 0.05% Proclin och mindre &n 0.1% natriumazid som
itubrytbara brunnar (8x12) belagda med C.pneumoniae konserveringsmedel.
antigen, i en aluminiumforpackning innehallande 1Flaska, 2.4 mL
torkmedel. 6. Positiv Kontroll: C.pneumoniae IgM positivt
1 Platta humanserum, fardigt for anvandning. Innehaller mindre an
2. Koncentrerad tvattbuffert (Wash Buffer) (20X): PBS - 0.05% Proclin och mindre &n 0.1% natriumazid som
Tween buffert konserveringsmedel.
1 Flaska, 100 mL 1 Flaska, 1.25 mL
3. IgM- Serumspadningsbuffert ( IgM- Serum Diluent) 7. Koncentrerat HRP-konjugat  (300X):  Horseradish

Peroxidase (HRP) konjugerat anti-human IgM (miu kedje
specifikt). Innehaller mindre an 0.05% proclin som
konserveringsmedel

1 Flaska, 60 mL 1 Flaska, 0.2 mL

4. Konjugatspadningsbuffert (Conjugate Diluent) (grén): 8. TMBI-Subst'rat: Ldsning fardig _fo_r anvandning. Innehaller
Buffertlosning fardig for anvandning. Innehaller mindre &n 3, 3, 5, 5 - tetramethylbenzidine som kromogen och
0.05% Proclin som konserveringsmedel. peroxid som substrat

1 Flaska, 40 mL

5. Negativ Kontroll: C.pneumoniae IgM negativt

(r6d):  Anti-human 1gG buffertlosning  féardig  for
anvandning. Innehaller mindre an 0.05% Proclin som
koncerverinsgsmedel.

1 Flaska, 24mL
9. Stopplosning: Fardig for anvandning. Innehaller 1M

humanserum, fardigt for anvandning. Innehaller mindre &n H2S0a.
0.05% Proclin och mindre &n 0.1% natriumazid som _ 1 Flaska, 30 mL
konserveringsmedel. 10.Lock till _platta: 2 st
1 Flaska, 2.5 mL 11. Instruktions Manual: 1st
6. Positiv Kontroll: C.pneumoniae IgM  positivt
humanserum, fardigt for anvandning. Innehaller mindre &n | Material som kravs men inte medféljer
0.05% Proclin och mindre an 0.1% natriumazid som
konserveringsmedel. 1. Rena provror for spadning av patientserum.
1 Flaska, 2mL 2. Engangsflaska av plast for spadning av koncentrerat
7. Koncentrerat HRP-konjugat (300X): Horseradish HRP- konjugat.
Peroxidase (HRP) konjugerat anti-human IgM (miu kedje 3. Instéllbara mikropipetter och flerkanals pipetter (5-50, 50-
specifikt). Innehaller mindre an 0.05% proclin som 200 and 200-1000uL) och engangsspetsar.
konserveringsmedel. 4. Méatglas, 1L
1 Flaska, 0.2 mL 5. Matglas, 50mL
8. TMB-Substrat: Lésning fardig fér anvandning. Innehéller 6. Tvattflaska
3, 3, 5, 5 - tetramethylbenzidine som kromogen och 7. Absorberande papper
peroxid som substrat 8. Vortex mixer
1 Flaska, 14mL 9. Vattenbad for 37°C, med lock alternativt fuktkammare
9. Stopplosning: Fardig for anvandning. Inneh&ller 1M placerad i 37°C inkubator
H2SOa4. - 10.ELISA-lasare med 450nm filter
1 Flaska, 15 mL 11.Destillerat eller dubbelt avjoniserat vatten
10.Lock till platta: 1st
11.Instruktions Manual: 1st
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| Varning och forsiktighet

For In Vitro Diagnostiskt bruk

1. Detta kit innehdller humant sera som testats med
tekniker godkanda av FDA och har befunnits negativa
for HBsAg och for antikroppar mot HCV samt HIV1 och
2. Eftersom ingen nu ka&nd metod kan erbjuda
fullstandig garanti att produkter som harror fran humant
blod inte o&verfér smitta, maste alla humana
blodprodukter | detta kit hanteras som potentiellt
infektiost serum eller blod | enlighet med de
rekommendationer som publicerats | CDC/NH-
manualen "Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories, 1988".

2. TMB-substrat ar en l6sning som irriterar hud och
slemhinnor. Undvik direktkontakt.

3. Alla komponenter i detta kit kalibreras och testas for
varje enskilt lot. Det ar inte tillradligt att blanda
komponenter frn olika lot nummer da& det kan paverka
resultatet.

4. Utspadd svavelsyra (1M Hz2SOa) ar irriterande for hud
och d6gon. Om syran kommer i kontakt med dgonen
skélj genast med vatten och kontakta lakare.

| Férvaring och héllbarhet |

1. Alla reagenser ska forvaras i 2-8°C. Odppnade
reagensflaskor ar hallbara fram till det datumet som star
pa forpackningen. Om de oOppnade produkterna skulle
utsattas for rumstemperatur under nagra timmar kommer
reagenserna ej till skada. FRYS EJ!

2. Nar kitet har 6ppnats ar det hallbart i 90 dagar

3. Oanvanda strips maste aterforslutas i
aluminiumférpackningen med torkmedel genom att rulla
den 6ppna &anden och forsegla tatt med tejp 6ver hela
Oppningen.

4. Kristaller kanske bildas i den 20x koncentrerade
Tvattbufferten om den forvaras kallt. Detta ar alldeles
normalt. L&s upp kristallerna genom att varma upp
bufferten till 37°C innan spadning. Utspadd l6sning
forvaras i 2-8°C i upp till 21 dagar.

| Serum Provtagning

Serumprov  tas  aseptiskt genom anvandning av
standardtekniker. Varmeinaktiverat serum skall inte
anvandas. Lipemiskt, grumlig eller kontaminerat serum ar inte
att rekommendera. Partiklar och utfallningar i serum kan ge
felaktiga resultat. Sadana prov ska klargoras med
centrifugering eller filtrering innan testet paborjas.

Forvaring av prover

Prov skall forvaras i 2-8°C och testas inom 7 dagar (tillsats av
0.1% natriumazid rekommenderas). Om man kan foérvanta
sig langre forvaringsperiod, héll av serum och férvara detta
i -20°C. Undvik upprepad upptining och frysning.

| Test Procedur

A. Forberedelse av reagens
1. Alla komponenter och de kliniska proven som ska testas
skall uppnd rumstemperatur. Blanda negativ kontroll,
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positiv  kontroll och de kliniska proven val innan
anvandning.

2. Faststéll det totala antalet prov som ska testas. Férutom
proven maste foljande inga vid varje korning: Tva brunnar
for negativ kontroll och en brunn fér positiv kontroll.

3. Tag ut mikrotiterplattan ur aluminiumférpackningen
genom att klippa upp néra forseglingen. Placera det antal
strips i ramen som behovs (beroende pa antal prover som
skall testas).

4. Spad ut den koncentrerade tvattbufferten 1/20 med
dubbelt avjoniserat eller destillerat vatten. Exempel: Fér
att erhdlla 1 L tvattlosning tillsatt 50mL koncentrerad
tvattbuffert till 950mL dubbelt avjoniserat eller destillerat
vatten

. Inkubation av serumprover och kontroller
Enstegsspéadning: Spad varje patientserum 1/105 med
bifogad serumspéadningsbuffert enligt féljande: Tillsatt 5
pL patientserum till 520uL serumspadningsbuffert.
Tvastegsspadning: Spad varje patientserum 1/105 med
bifogad serumspadningsbuffert enligt foljande: Tillsatt 10
pL patientserum till 200uL serumspéadningsbuffert (1/21),
och spadd sedan vidare genom att tillsatta 25uL 1/21
spadning till 100pL serumspadningsbuffert.

Observera: Serumspadningsbufferten innehaller
antihumant IgG for att ta bort IgG-antikroppar frén
humanserum.

6. Dispensera 50uL Positiv kontroll, Negativ Kontroll samt de
1/105 utspadda serumproverna i separata brunnar. Den
Negativa kontrollen skall dispenseras i tva separata
brunnar.

7. Tack stripsen med locket och inkubera i fuktkammare 1
timme i 37°C.

8. Hall av vatskan | brunnarna.

9. Tvatt steg: Fyll varje brunn upp till kanten med tvattbuffert
(300-350pL) och héll sedan av vatskan. Upprepa detta
steg tre ggr.

10. Torka stripsen och ramen genom att forsiktigt knacka dem

mot rent absorberande papper.

o @

C. Inkubation med konjugat

11. Koncentrerat HRP-konjugerat anti-human IgM skall
spéadas till fardig brukslosningen kort tid innan den ska
anvandas. Spad det koncentrerade HRP-konjugerade
antihuman IgM 1/300 med konjugatspadningsbuffert.
Exempel: till tva strips forbereds ett minimum av 3ml
konjugat enligt féljande: 10uL koncentrerat HRP-
konjugerat antihumant IgM blandas med 3mL
konjugatspadningsbuffert.

12. Dispensera 50uL utspatt konjugat i varje brunn.

13. Téack stripsen med lock och inkubera i fuktkammare 1
timme | 37°C.

14. Hall av vatskan och tvétta enligt steg 9-10.

D. Inkubation med TMB - Substrat

15. Tillsatt 100uL TMB-Substrat | varje brunn, tack stripsen
med lock och inkubera i rumstemperatur 15 minuter.

16. Stoppa reaktionen genom att tillsatta 100 uL stopplésning
(1M H2SO0g) i varje brunn.



E. Faststédllande av resultats

17.Avlas absorbansen vid 450nm och notera resultaten.
Avlasning bor ske
kromogena reaktionen stoppats.
Observera: Alla luftbubblor skall avliagsnas innan
avlasning. Botten p& ELISA-plattan skall forsiktigt torkas

av.

inom 30 minuter

efter att den

Tolkning av resultat baserat pa kombinationen av IgM,

IgG och IgA antikroppar.

Testvalidering

Foljande kriterier maste vara uppfyllda for att testet skall vara
giltigt. Om de inte uppfylls anses testet ogiltigt och skall

upprepas.

1. Positiv kontroll:

450nm.

Absorbansvardet skall vara: >0.8 vid

2. Negativ kontroll: Den genomsnittliga absorbansvéardet

for den negative kontrollen skall vara:

0.1< NC <£0.4 vid 450nm

Berakning av Cut Off Varde (COV) och Cut Off

Index (COI)

Cut-off vardet berdknas enligt nedanstdende formel:
COV=NCx?2

NC = Den genomsnittliga absorbansen vid 450nm fér den
negative kontrollen kérd i duplikat.

For att normalisera resultat som erhalls | olika test beréknas

cut-off index enligt nedanstaende formel:

Serumprovets absorbans vid 450nm

COI=

Niva av C. pneumoniae Tolkning av
antikroppar resultat
IgM 1gG IgA
Ingen indikation pa
Negativ Negativ Negativ C.pneumoniae
infektion
Negativ | Negativ | Indikation pa
Positive eller eller pagaende infektion
Positiv Positiv
Indikation pa
Negativ Positiv Negativ tidigare eller
pagaende infektion
Positiv Indikation pa
Negativ eller Positiv pagaende eller
Negativ kronisk infektion

Testets begransningar

1. Man bor inte basera en slutlig diagnos pa& ett enda

serologiskt test. Alla kliniska och laboratoriedata bor tas i

beaktande.

2. Prov som tagits for tidigt under en priméarinfektion kanske
inte innehaller pavisbara antikroppar. Vid misstanke om

chlamydia infektion bor ett andra prov tas 2-4 veckor

senare och testas parallellt med det ursprungliga provet.

Funktionsprestanda

Jamforelse av SeroCP™ IgM

med Chlamydia

cov SeroFIA™
SeroCP™ IgM utvarderades mot Chlamydia IgM SeroFIA™
(Savyon Diagnostics Ltd. Art nr 512-01).
| Tolkning av resultat | Studien genomfordes vid tvA medicinska center som anvénde
113 serumprover_frdn_symptomatiska (33) och friska barn
Absorbans col Resultat Diagnostisk (80).
(450nm) tolkning
O.D<1.4xCOV | <14 Negativ Ingen indikation pa eroFIA™ | Positiv Negativ Totalt
inga pagéende infektion
pavishara med C.pneumoniae SeroCP™
?n'\t/ilkroppar Positiv 30 4 34
1.4xCOV<O0.D | 1.4-1.5 | Gransvarde | Indikation p& Negativ 3 76 79
< 1.5xCOV ldga nivéer | méjlig exponering Totalt 33 80 113
av IgM | av C.pneumoniae
antikroppar | Ett andra prov for Sensitivitet: 30/33 x 100 = 91 %
fostning ks efer Specificitet: 76/80 x 100 = 95 %
0D S15 Positiv Indikation p& Overensstdmmelse: 106/113 x 100 = 94 %
1.5xCOV relevant nivd | pagdende infektion
av IgM av C.pneumoniae

antikroppar

1. Vid gransvardes resultat bor ett andra serumprov tas 2-4
veckor senare och testas tillsammans med det forsta

provet.

Om fortsatt gransvardes resultat skall

negativt.

provet anses

For en mer omfattande antikroppsprofil bér aven IgG och

IgA testas
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Precision |

Intra-assay (inom-kdrning)

Prov Antal Medelvarde CV%
replikat

Positiv 10 1.469 2.3

Negativ 10 0.236 4.7

Inter-assay (mellan-kdrning)

Prov Antal Medelvarde | CV%

replikat

Positiv 10 0.605 5.4

Negativ | 10 0.163 6.0
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Danger
@' Contains Sufficient for 96 tests
96
['f“i] Consult Instructions for Use
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