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Hasznalati javaslat

A Chlamydia IgA SeroFIA™ szemikvantitativ
immunfluoreszcens vizsgalat a C. pneumoniae, C. trachomatis
és C. psittaci ellen termel&dott specifikus IgA antitestek kilon
meghatarozasara egyetlen emberi szérum mintabaol.

In Vitro diagnosztikai hasznalatra.

Bevezetés |

A Chlamydia, egy nagyon specialis Gram negativ baktérium,
négy specieszt tartalmaz: C. trachomatis, C. pneumoniae
(TWAR), C. psittaci és C. pecorum.

A C. trachomatis 15 szerotipusa kiilonb6z6 mértékben hordoz
immunoldgiailag aktiv epitdpokat. A C. trachomatis jelent6s
szexualisan atvihetd betegség kérokozoja, férfiakban nem
gonorrhoeas hugycségyulladast (NGU) és
mellékheregyulladast, n6kben méhnyakgyulladast,
hugycs6gyulladast és medencei gyulladasos megbetegedést,
HLA-B27 halotipusu egyénekben Reiter-szindrémat,
Ujszuléttekben Ujszildttkori kotdhartya-gyulladast és
tudégyulladast (2-6).

A C. pneumoniae fontos légzdszervi patogén emberekben, a
kdzdsségben szerzett tiddgyulladasok kézel 10%-aért felelbs.
Osszefliggésbe hozhato az akut légzészervi
megbetegedésekkel, tidégyulladassal, asztmaval,
hérgégyulladassal, torokgyulladassal, akut mellkasi
szindromaval sarlosejtes megbetegedésben, szivkoszoruér
megbetegedéssel és Guillain-Barre szindromaval (7-9).
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A C. psittaci gazdaszervezetek széles korét képes
megbetegiteni, a szunyogoktdl madarakon at az emldsokig, és
szintén sulyos tidégyulladast okoz.

A szerologiai vizsgalatokat rutinszerlen alkalmazzak a
chlamydiak okozta fert6zések diagnosztizalasara. Mind a tavoli,
mind a krénikus chlamydia-fertézések nem-invaziv eszkdzét
jelentik (10, 11), ahol a direkt kimutatasi eljarasok ritkan
eredményesek. Tovabba, bizonyos antitest tipusok jelenléte
jelezheti a betegség stadiumat is.

Az akut Chlamydia fert6zést 2 — 4 héten belil az IgM
dominancigja jellemzi, és az IgG és IgA valasz késleltetve
jelenik meg 6 — 8 héten belll. Az akut C. pneumoniae fertézést
kovetéen az IgM antitestek 2 — 6 hénap alatt eltlinnek (12), az
IgG antitestek titere emelkedik, és rendszerint lassan csokken,
mig az IgA antitestek mennyisége gyorsan lecsokken (13).

A Chlamydia ujrafertéz6dést az IgM valasz hianya, és az
azonnali 1gG és IgA vélasz jellemzi (9). Az IgA antitestek a
primer, kronikus és visszatérd fert6zés valodi immunoldgiai
markerei. Ezek az antitestek gyorsan alapértékre cstkkennek a
kezelés és a chlamydia fert6zés megsziinését kdvetden (1-6,
10, 11).

Emelkedett IgA antitest titereket altalaban a kronikus fert6zés
jelének tekintik (13). Egy tanulmany alapjan, amit Iégz&szervi
megbetegedésben szenvedd id6s betegeken végeztek,
megbecsulték, hogy a C. pneumoniae okozta esetek
egyotddében nem tortént IgA meghatérozas (14). Az IgG
antitestek hosszu ideig fennmaradnak, és nagyon lassan
csokkennek. Ezért asz IgG antitestek jelenléte azokat a
chlamydia-fertézéseket jelzik, amelyek valamikor lezajlottak.
Azonban, négyszeres, vagy annal magasabb 1gG szint fennalld
kronikus fertézést vagy szisztémas fertézést jelez.

A Savyon Chlamydia SeroFIA™ teszt egy, a MIF alapelvein
alapulé mikro-IF vizsgalat. A SeroFIA™ antigénként tisztitott C.
pneumoniae (TW-183), C. trachomatis (L2) és C. psittaci (SZ-1)
elementaris testeket hasznal. Minden SeroFIA™ reakcié lemez
3 sorban 7 cellat tartalmaz, a sorokban talalhatok a C.
pneumoniae, C. trachomatis vagy C. psittaci antigének. A
chlamydia-antigének ez az elkulénitése megeldzi a kulénbdzd
Chlamydia specieszek lehetséges keveredését, és lehet6vée
teszi az eredmények egyszer(, hibamentes kozlését.

A vizsgalat alapelve

= C. pneumoniae (C.pn), C. trachomatis (C.tr) és C. psittaci
(C.ps) elementaris testeket (EBS) rogzitettek a SeroFIA™
lemez cellaiba, kiilon-kil6n a lemez kilonb6z6 soraiba.

= A higitott paciens szérumokat 30 percig kell inkubalni 37°C-on
az adott antigénnek megfeleld sorban.

= A nem koétott szérumalkotokat mosassal tavolitjuk el.

= Fluoreszceinnel konjugalt anti-huméan IgA-t adnak hozz4, és
inkubaljak 30 percig 37°C-on.

= A nem koétott konjugatumot mosassal tavolitjuk el.

= A lemezeket megszaritjuk, és 3 csepp fedd folyadékkal fedjik
le.

= A lemezeket fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaljuk. Pozitiv
reakcié esetén vilagité almazold EBs jelenik meg a sotét
hattér el6tt.

= Minéségi meghatarozas a szérum egy higitasaval végezhetd.
Szemikvantitativ eredményeket végpont-titralassal kaphatunk.
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A kit tartalma

1. Reakci6 lemezek (3x7 cella/db): C. pneumoniae, C.
trachomatis, és C. psittaci antigénekkel fedett lemezek,
mindegyik kiilén sorban. Minden lemez szilikagélt tartalmazo
aluminium zacskéba csomagolt.

15 darab

2. Koncentralt mos6 puffer (x20): PBS-Tween puffer, (pH
7.4-7.6) tartalmaz NaCl-ot, Na2HPOs—t, KH2PO4—t és Tween
20-at.

1 flakon, 100ml

3. Szérumhigit6: PBS puffer. Tartalmaz zselatint, bovin
szérum albumint, MgCl>—ot és <0.1% Na-azidot.

1 flakon, 80ml

4. Negativ kontroll: Emberi szérum, ami negativ C.
pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci ellen termel6dott
IgG, IgA, és IgM antitestekre. <0.1% Na-azidot tartalmaz.
Hasznélatra kész.

1 dveg, 0.5 ml

5. C. trachomatis pozitiv kontroll: C. trachomatis ellen
termel6dott IgA  antitesteket tartalmazé ember szérum.
<0.1% Na-azidot tartalmaz. Hasznalatra kész.

1 Gveg, 0.2ml

6. C. pneumoniae pozitiv kontroll: C. pneumoniae ellen
termel6dott IgA  antitesteket tartalmazé ember szérum.
<0.1% Na-azidot tartalmaz. Hasznalatra kész.

1 tiveg, 0.2ml

7. C. psittaci pozitiv kontroll: C. psittaci ellen termel6détt IgA
antitesteket tartalmaz6 ember szérum. <0.1% Na-azidot
tartalmaz. Hasznalatra kész.

1 tveg, 0.2ml

8. FITC-konjugatum: Fluoreszceinnel jeldlt nyulban termelt

anti-human IgA (a — lanc specifikus). Hasznalatra kész.

1 Gveg, 3.3ml

9. Fedo folyadék: <0.1% Na-azidot tartalmaz.

1 cseppentds flakon, 1.5ml

10. Feddlemezek: 1x15db

11. Hasznalati utasitéas: 1

Szlkséges, de nem széllitott anyagok |

1. Tiszta mikrotitrdldé lemezek vagy csévek a paciens
szérumok higitasahoz.

2. Kilinikai centrifuga.

3. Allithaté mikropipettak (5-50, 50-200, 200-1000 mikroliteres
tartomanyok) és eldobhat6 hegyek.

4. Térfogatmérd edény (1 liter).

5. Vortex keverd.

6. 37°C vizfirdd fedéllel, vagy egy 37°C aos termosztatba
helyezett nedveskamra.

7. Mianyag talca a lemezek inkubalasahoz.

8. Desztillalt vagy kétszer ioncserélt viz a tomény mosoé puffer
higitasahoz.

9. Osszenyomhat6é miianyag moso flakon.

10. Lemeztarto és festéedény.

11. Stopper.

12. Fluoreszcens mikroszkop FITC fluoreszcencia
leolvasasahoz alkalmas szirékkel, és 40x és 100x-0s
nagyitassal.
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| | Figyelmeztetések és elbirasok

In Vitro diagnosztikai hasznalatra.

1. Ez a kit emberi szérumot tartalmaz, amit az FDA, CE Aaltal
javasolt modszerrel bevizsgaltak, és negativ volt HBsAg
antigénre és HCV és HIV 1&2 antitestekre. Azonban, mivel
egyetlen ismert mddszer sem képes teljes biztonsagot
nyUjtani arra vonatkozéan, hogy az emberi vérbél készilt
termék nem fert6z6, minden, az ebben a kitben talalhato
emberi véralkotét potencialisan fert6z6 szérumnak vagy
vérnek kell tekinteni, a CDC/NIH altal kiadott "Biosafety in
Micro Biological and Biomedical Laboratories”, 1988
kézikbnyv ajanlasainak megfelelen.

2. A chlamydia antigén anyagot, amelyek a lemezeket fedik,
inaktivaltak, és nem tartalmaznak él6 organizmusokat.
Azonban, mivel egyetlen ismert modszer sem képes teljes
biztonsagot nyujtani arra vonatkozéan, hogy a koérokozo
organizmusokbdl készilt termékek nem fert6zéek, a
lemezeket ugy kell kezelni és megsemmisiteni, mint
potencialisan veszélyes anyagot, a CDC/NIH altal kiadott
"Biosafety in Micro Biological and Biomedical Laboratories",
1988 kézikdnyv ajanlasainak megfeleléen

3. A Na-azidrdl tudott, hogy robban6 6lom vagy réz azidokat

képez a laboratériumi vizelvezetd rendszerben. Ezen

alkotok felhalmozdédasanak megel6zésére a lefolyét és a

csbvet mossa at nagy mennyiségl vizzel, miutan kiéntotte

az azidot tartalmaz6 oldatokat.

Ne pipettazzon szajjal.

Ne érjen a bérével a kit egyik reagenséhez sem.

Viseljen eldobhat6 keszty(it, mialatt a szérumokkal dolgozik,

illetve a vizsgalatot végzi. Mossa meg a kezeit alaposan,

miutan levetette a keszty(it.

7. Minden eszkdzt, folyadékot, vagy egyéb anyagot, ami
kozvetlen érintkezésbe kertlt az emberi szérummal,
potencialisan fert6z6nek kell tekinteni. Sterilizalni, vagy
inaktivalni kell ezeket a hasznalat utan, mielétt 4eldobja
vagy tisztitja. Az inaktivalast 121°C-on, legaldbb egy 6ran &t
végzett autoklavozassal lehet végezni, vagy 5% végsé
koncentracioju Na-hipoklorit oldatos kezeléssel, legalabb 30
perces behatasi idével.

8. A FITC-konjugatum Evans Blue-t tartalmaz, ami rakkelté.
Vigyazzon, ne kertljon a bérére és szemeibe.

9. A fedbanyag korroziv alkotorészeket tartalmaz, vigyazzon,
ne keruljén a bdrére, és ne lélegezze be. Ha a bérére, vagy
a szemeibe kerilll, mossa ki azonnal nagy mennyiségi
vizzel.

2

| A reagensek tarolasa és hasznalhatésaga |

Minden széllitott anyagot 2-8°C-on kell tarolni. Ha a
reagenseket 2-8°C-on tarolja, azok a kit dobozan jelzett lejarati
ideig stabilak. Ne hasznalja a kit részeit a lejarati id6n tul. Ha a
kit alkotorészeit néhany érara szobahémérsékletnek teszi ki, az
még nem okoz karosodast.

Ne tegye ki a reagenseket erés fénynek. Ne fagyassza le a
reagenseket.



Mintavétel és elékészités |

| Ateszt érvényessége |

Szérum vétele

Készitsen standard eljarassal szérumot az aszeptikusan levett
mintakbdl. Hével inaktivalt mintak nem hasznalhatok. Lipémias,
zavaros vagy szennyezett szérumok hasznalata nem javasolt. A
szérumban talalhaté6 részecskék vagy kicsapddasok hibas
eredményt okozhatnak. Ezeket a mintakat centrifugalassal vagy
szlréssel meg kell tisztitani a vizsgalat elvégzése el6tt.

Tarolas

A mintadkat 2-8°C-on kell tarolni és 7 napon belil vizsgalni
(0.1% Na-azid hozzaadasa erésen javasolt). Ha hosszabb
tarolasi id6 valdszinlsithetd, ossza szét a mintakat és tarolja
-20°C alatt. Ne olvassza fel és fagyassza le ismételten.

Minta el6készitése

A kezdeti szliréshez higitsa meg a szérumot 1:32 aranyban a
szérumhigitdval, adjon 10ul szérumot 310ul szérumhigitéhoz. A
végpont titerek meghatarozdsahoz készitsen sorozathigitast a
szérumhigitoval, kezdje 1:32-vel.

Vizsgalati eljaras |

Megjegyzés:

Minden egyes alkalommal, mikor a vizsgalatot végzi, vizsgaljon
egy celldban negativ kontrollt, és egy-egy celldban C.
pneumoniae, C. trachomatis és C. psittaci pozitiv kontrollt a
megfelel6 sorban.

Figyelem! A Pozitiv Kontroll 1:128 higitasban végpontos
titer kontrollként hasznéalhat6!

1. Hagyjon minden alkotdrészt és vizsgélni kivant Kklinikai
mintat szobahémérsékletiire melegedni.

2. Higitsa meg a tomény mosé puffert 1:20 ardnyban, adjon
50ml témény moso puffert 950 ml kétszer ioncserélt vagy
desztillalt vizhez. A higitott puffer 2-8°C-on legfeljebb 2 hétig
tarolhato.

3. Pipettdzzon 10pl-t a kontrollokbdl és a higitott szérumokbol
a harom sor megfeleld cellaiba.

4. Inkubdlja a lemezeket nedves kamraban 37°C-on 30 percig.

5. Vegye ki a lemezeket a nedves kamrabdl, és dvatosan

Oblitse le a lemezeket a higitott mosé puffer egy-egy

sugaraval, hasznalja az 0sszenyomhatd mosé flakont.

Mossa a lemezeket Ugy, hogy bemeriti azokat egy higitott

moso puffert tartalmazoé festéedénybe. Hagyja bemeritve 10

percig. Meritse be a mosott lemezeket kétszeresen

desztillalt vizbe. Vegye ki, és levegén szaritsa meg.

Pipettazzon 10pl FITC-konjugatumot minden egyes cellaba.

Inkubalja 37°C-on 30 percig.

Ismételje meg az 5. pontban leirt dblitést és mosést.

Tegye 3 csepp fed&folyadékot minden egyes lemez

koézepére. Fedje le a szallitott fedélemezzel. Tavolitsa el a

leveg6buborékokat azzal, hogy Ovatosan lenyomja a

fed6lemezt.

Olvassa le az eredményeket fluoreszcens mikroszkoppal

400x vagy 1000x higitassal. A legjobb eredmény érdekében

a lemezeket a vizsgélat kivitelezésének napjan olvassa le.

Ha ez nem lehetséges, a lefedett lemezeket sététben

tarolhatja 2-8°C-on legfeljebb 3 napig.

Ce~ND

10.
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A teszt érvényességéhez a kovetkezd  kritériumoknak
teljesliniik kell. Ha ezek a kritériumok nem teljesiilnek, a
vizsgalatot érvénytelennek kell tekinteni és meg kell ismételni.

1. A pozitiv kontrollok enyhétél er6s almazdld fluoreszcenciat
mutatnak a megfeleld chlamydia speciesznek megfeleld
Chlamydia EB elementaris testek megfestédése miatt.

2. A negativ_kontroll nem mutat reakciot (fest6dést) egyik
chlamydia speciesszel sem.

| Az eredmények értékelése és jelentésége |

Javasolt, hogy el6szér a kontroll cellakat olvassa le, hogy
biztositsa a vizsgélati eredmények helyes értékelését.

Olvassa le a klinikai mintdk fluoreszcencigjat és sorolja be a
kovetkezbk szerint:

+ Enyhétél erdsig, éles vagy diffuiz zdldalma szinben
fluoreszkal6 elementaris testek.

+ Az elementéris testek hatarozottan, de homalyosan
fluoreszkélnak. A szérum végpont titerének kell tekinteni.
Egy adott szérum végpont titere az az utolso higitas, ami
még megfigyelhetd festédést mutat. A kdvetkezd
higitasnak a negativ szérumnak megfelelé képet kell
mutatnia.

- Nincs fluoreszcencia, vagy halvany hattér fluoreszcencia,
tiszta chlamydia morfolégia nélkul.

Fluoreszcencia Ertelmezés
megjelenése 1:32
titernél
Cpn | ctr | Cps

+ - -
C.pn, C.tr vagy C.ps specifikus

- + - IgA antitestek. Az 1:32 titert a
fertézés valoszinl jelének tekintik.

- - +

+ + -
Chlamydia IgA antitestek

) + + jelenléte. Tébbszoros fertézést,
vagy keresztreakciot jelent. A
dominans chlamydia speciesz

+ - + meghatarozasahoz a végpont
titralast el kell végezni.

+ + +
Negativ. Nincsenek kimutathat

- - - C.pn, C.tr, vagy C.ps elleni IgA
antitestek.

Megjegyzés: Ritkan nagyon kicsi részecskék (az elementaris
testeknél kisebbek) tiszta és erés festédése figyelheté meg egy
vagy tobb antigénnel szemben. Ez az LPS-szel szembeni
reaktivitast jelezheti. IgG és IgM antitestek, vagy masodik, 2-3
héttel kés6bb levett szérum minta vizsgalatat kell elvégezni. Ha



az IgM és IgG negativ, és az IgA eredményt megismételte, a
mintat negativnak kell tekinteni.
A végpont titerek meghatarozasa

Ha szemikvantitativ eredményekre van szilkség, vagy ha a
reaktivitas (fluoreszcens festés) egy vagy tdbb chlamydia
speciesznél is kimutathaté, a legnagyobb végpont titert
(legalabb négyszerest) mutaté antigénhez tartoz6 chlamydia
speciesz felelSs a fertdzésert.

C. psittaci eredmények IgA SeroFIA™-val a referens MIF
modszerrel 6sszehasonlitva

MIF | Pozitiv Negativ Total
SeroFIA™
Pozitiv 1 4 5
Negativ 1 24 25
Osszes 2 28 30

A vizsgalat korlatai

|

1. Egyetlen szerolégiai teszt sem hasznalhaté a végsé
diagnozis feldllitasahoz. Minden klinikai és laboratériumi
adatot figyelembe kell venni.

2. Azok a mintak, amelyeket a primer fert6zéskor tul koran
vettek le, lehet, hogy nem tartalmaznak kimutathatd
antitesteket. Ha chlamydia fert6zésre van gyanu, egy
masodik mintat kell venni 2-3 hét mdlva, és az eredeti
mintaval parhuzamosan kell vizsgalni.

3. Ha egy szérum t6bb chlamydia speciesszel is reagdl, akkor
vagy tobb chlamydia speciesszel fert6z6dott, vagy az
antitestek keresztereagalnak.

4. A mikroszkop optikdja és a fényforras allapota és tipusa
befolyasolhatjak az éatlagos fluoreszcencia intenzitds és a
végpont titerek meghatérozasat.

| Teljesitmény jellemzék |

A tanulmanyt egy fiiggetlen orvosi kdzpontban végezték olyan
betegeken, akiknél valészinisitheté volt C. trachomatis, C.
pneumoniae vagy C. psittaci fert6zés.

C. trachomatis eredmények IgA SeroFIA™-val a referens
MIF modszerrel 6sszehasonlitva

MIF Pozitiv Negativ | Osszes
SeroFIA™
Pozitiv 11 6 17
Negativ 2 52 54
Osszes 13 58 71

Szenzitivitas: 11/13 x 100 = 84.6%
Specificitas: 52/58 x 100 = 89.7%
Atlagos egyezés: 63/71 x 100 = 88.7%

C. pneumoniae eredmények IgA SeroFIA™-val a referens

MIF médszerrel 6sszehasonlitva

MIF | Pozitiv Negativ | Osszes
SeroFIA™
Pozitiv 39 0 39
Negativ 0 74 74
Osszes 39 74 113

Szenzitivitas: 39/39 x 100 = 100%
Specificitas: 74/74 x 100 = 100%
Atlagos egyezés: 113/113 x 100 = 100%
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Specificitas: 24/28 x 100 = 88%

Atlagos egyezés: 25/30 x 100 = 83%

Megjegyzés: A szenzitivitast nem lehetett meghatarozni a kevés
pozitiv minta miatt.
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