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Verwendungszweck

Chlamydia IgM SeroFIA™ ist ein semiquantitatives
enzymgebundenes  Immunfluoreszenz-Assay  zur
differenziellen Bestimmung von speziesspezifischen
IgM-Antikdrpern gegen C. pneumoniae,
C. trachomatis und C. psittaci in humanem Serum.

Zur In vitro Diagnostik

Einfuhrung

Chlamydia, ein hochspezialisiertes Gram-negatives
Bakterium, umfasst vier Subspezies: C.trachomatis,
C. pneumoniae (TWAR), C. psittaci und C. pecorum.

C. trachomatis umfasst 15  Serotypen, die
verschiedengradige Immunogene enthalten.
C. trachomatis ist eine  verbreitete  sexuell

Ubertragbare Erkrankung und wird bei Mannern nicht-
gonokokkaler Urethritis (NGU) und Epididymitis, bei
Frauen Zervizitis, Urethritis und entzindlichen
Erkrankungen des Beckens, bei Patienten mit HLA-
B27-Haplotyp dem Reiter'schen Syndrom und bei
Neugeborenen  neonataler  Konjunktivitis  und
Pneumonie zugeordnet (2-6).

C. pneumoniae ist ein verbreitetes respiratorisches
Humanpathogen und liegt bis zu 10 % der Falle
ambulant 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 (7-9).

C. psittaci infiziert von Mollusken tber Végel bis hin zu
Saugetieren eine breite Anzahl von Wirtsspezies und
verursacht ebenfalls schwere Pneumonie.
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Serologische Tests werden routinemafBig zur
Diagnose von Chlamydieninfektionen verwendet. Sie
dienen als nicht-invasives Medium zur Erkennung
sowohl von distalen als auch chronischen
Chlamydieninfektionen (10, 11), bei denen direkte
Nachweisverfahren haufig erfolglos bleiben. Zusétzlich
lasst die Préasenz bestimmter Antikdrpertypen
mogliche Ruckschlusse auf das Stadium der
Erkrankung zu.

Die primare Chlamydieninfektion ist durch eine
pradominante IgM-Reaktion innerhalb von zwei bis
vier Wochen und eine verzdgerte IgG- und IgA-
Reaktion innerhalb von sechs bis acht Wochen
charakterisiert. Nach akuter C. pneumoniae-Infektion
sind IgM-Antikdrper in der Regel nach 2 bis 6 Monaten
nicht mehr nachweisbar (12). Die 1gG-Antikdrpertiter
steigen an und nehmen Uublicherweise langsam ab,
wahrend die IgA-Antikdrpertiter meist rasch abfallen
(13).

Reinfektionen mit Chlamydien sind durch ein
Ausbleiben der IgM-Reaktion und prompte 1gG- und
IgA-Reaktionen charakterisiert (9). IgA-Antikdrper
haben sich als verlasslicher immunologischer Marker
fur primare, chronische und rekursive Infektionen
erwiesen. Die Anzahl dieser Antikorper fallt in der
Regel nach der Behandlung und Ausrdumung der
Chlamydieninfektion rasch auf Basiswerte ab (1-6, 10,
11).

Persistierend  hoéhere IgA-Antikorpertiter  gelten
allgemeinhin als Anzeichen fur eine chronische
Infektion (13). In einer Studie an alteren Patienten mit
respiratorischen Infekten wurde geschétzt, dass ein
Fiunftel der C.pneumoniae-Félle ohne IgA-
Bestimmung nicht erkannt worden wére (14). 1gG-
Antikdrper persistieren Uber langere Zeitrdume und
nehmen sehr langsam ab. Die Prasenz von IgG-
Antikdrpern weist daher auf eine zeitlich nicht
spezifizierte Chlamydieninfektion hin. Eine
Vervierfachung des IgG-Werts oder hohe IgG-
Antikorpertiter weisen auf eine mdgliche andauernde
chronische oder systemische Infektion hin.

Der Savyon Chlamydia SeroFIA™-Test ist ein Mikro-
IF-Assay auf der Grundlage des  Mikro-
Immunfluoreszenz-Prinzips. SeroFIA™ verwendet als
Antigen  gereinigte  Elementarkérperchen  von
C. pneumoniae (TW-183), C.trachomatis (L2) und
C.psittaci  (SzZ-1). Die SeroFIA™-Objekttrager
umfassen jeweils 3 Reihen mit 7 Wells, die jeweils
C. pneumoniae-, C. trachomatis- bzw. C. psittaci-
Antigene enthalten. Die Trennung der verschiedenen
Chlamydien-Antigene hilft mdgliche Verwechslungen
zwischen den verschiedenen Chlamydienspezies
vermeiden und vereinfacht so das Ablesen der
Ergebnisse bei gleichzeitiger Verringerung des
Fehlerpotenzials.

Testprinzip
= Die Wells in den drei Reihen des SeroFIA™-
Objekttragers sind jeweils mit bereinigten

Elementarkérperchen (EBs) von C. pneumoniae
(C.pn), C.trachomatis (C.tr) und C. psittaci
(C. ps) beschichtet.

Verdinnte Patientenseren werden fiir 90 Minuten
bei 37°C mit den jeweiligen Antigenen in den
einzelnen Reihen inkubiert.


mailto:support@savyondiagnostics.com

Ungebundene Serumkomponenten werden durch
Auswaschen entfernt.

Fluoreszein-konjugiertes  Anti-Human-IgM  wird
hinzugefugt und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Ungebundenes Konjugat wird durch Auswaschen
entfernt.

Die Objekttrager werden luftgetrocknet und mit 3
Tropfen Mounting-Medium eingedeckt.

Die Objekttrager werden
fluoreszenzmikroskopisch  untersucht. Positive
Reaktionen erscheinen als hellgriin

fluoreszierende Elementarkdrperchen
dunklem Hintergrund.

Die qualitative Bestimmung erfolgt durch einfache
Verdiinnung der Seren. Die semiquantitativen
Ergebnisse werden durch Endpunkttitration
ermittelt.

vor

Inhalts des Kits

1.

10.

11.

Reaktions-Objekttrager (3 x 7 Wells je Einheit):
Trager mit 3 Reihen, jeweils mit C. pneumoniae-,
C. trachomatis- und C. psittaci-Antigenen
beschichtet. Die Objekttrager sind einzeln in
Alumiumhillen mit Silikat-Gel verpackt.

15 Einheiten

. Konzentrierter Waschpuffer (20-fach): Ein PBS-

Tween-Puffer (pH-Wert 7,4 bis 7,6), der NacCl,
NazHPOas, KH2PO4 und Tween 20 enthalt.

1 Flasche, 100 ml
Ein PBS-Puffer. Enthalt
MgCl2 und

Serumverdinnung:
Gelatin, bovines Serumalbumin,
<0,1% Natriumazid.
1 Flasche, 80 ml
Negativkontrolle: Humanserum ohne IgG-, IgA-
und IgM-Antikbrper gegen C. pneumoniae,
C. trachomatis und C. psittaci. Enthalt <0,1 %
Natriumazid. Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 0,5 ml
C. trachomatis-Positivkontrolle: Humanserum
mit IgM-Antikoérpern gegen C. trachomatis. Enthalt
<0,1 % Natriumazid. Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 0,2 ml
C. pneumoniae-Positivkontrolle: Humanserum
mit  IgM-Antikbrpern gegen C. pneumoniae.
Enthélt <0,1 % Natriumazid. Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 0,2 ml
C. psittaci-Positivkontrolle: Humanserum mit
IgM-Antikdrpern gegen C. psittaci. Enthélt <0,1 %
Natriumazid. Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 0,2 ml
Reagenz fur IgG-Deaktivierung: Anti-
Human-IgG. Enthalt <0,1 % Natriumazid.
1 Flasche, 4ml
FITC-Konjugat: Fluoreszein-markiertes Rabbit-
Anti-Human-IgM (u Chain-spezifisch).
Gebrauchsfertig.
1 Flaschchen, 3,3 ml

Mounting-Medium: Enthélt <0,1 %
Natriumazid.

1 Tropfflasche, 1,5 ml
Deckglaser: 1 x 15 Einheiten
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12.

Bedienungsanleitung: 1

Zusatzlich benétigtes Material

1.

wnN

o oA

8.

9.

10.
11.
12.

Saubere Mikrotiterplatten oder Reagenzglaser zur
Verdiinnung der Patientenseren.

Laborzentrifuge.

Einstellbare Mikropipetten (5-50, 50-200 und 200 -
1000pl) und Einmalspitzen.

Volumetrischer Zylinder (1 Liter).

Vortexmischer.

Ein 37°C-Wasserbad mit Deckel oder eine
Feuchtkammer in einem 37 °C-Inkubator.
Kunststoffschiene zum Inkubieren des

Objekttragers.

Destilliertes oder doppelt entionisiertes Wasser zur
Verdunnung des konzentrierten Waschpuffers.
Kunststoff-Quetschflasche zum Auswaschen.
Tragerhalter und Farbekasten.

Zeitgeber.

Fluoreszenzmikroskop mit Filtern zum Ablesen der
FITC-Fluoreszenz und 40facher sowie 100facher
VergréRerung.

| Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

|

Zur In vitro Diagnostik

1.

2.

Menschliche Seren, die in diesem Testkit
enthalten sind wurden nach FDA, CE-
genehmigten Methoden geprift und als negativ
fur HBsAg-, HCV- und HIV- 1 & 2 Antikdrper
befunden.  Dennoch ist bei  Produkten
menschlichen Ursprungs mit keinem der derzeit
verfugbaren analytischen Verfahren mit letzter
Sicherheit auszuschlielRen, dass diese
Krankheiten Ubertragen konnen. Daher missen
alle in diesem Testkit enthaltenen Reagenzien
menschlichen Ursprungs nach den
Empfehlungen, verdffentlicht in der CDC/NIH
Anleitung ,Biosafety in Micro Biological and
Biomedical Laboratories 1988, grundsatzlich als
potenziell infektioses Serum oder Blut angesehen
und entsprechend behandelt werden.

Das Chlamydien-Antigen-Material zur
Beschichtung der Objekttrager wurde inaktiviert
und enthdlt keine nachweisbaren lebenden
Organismen. Es sind zurzeit jedoch keine
Verfahren bekannt, mit denen sich Infektionen
durch Derivate von pathologischen Organismen
vollstandig ausschliel3en lassen. Alle in diesem Kit
enthaltenen Objekttrager missen daher als
potenziell biogefahrdende Materialien gemaR den
bzw. im Sinne der Vorgaben im CDC/NIH-
Handbuch ,Biosafety in Micro Biological and
Biomedical Laboratories, 1988“ gehandhabt und
entsorgt werden.

Natriumazid kann in Laborleitungen explosives
Blei- bzw. Kupferazid bilden. Um die Akkumulation
derartiger Verbindungen zu vermeiden, den
Abfluss und die Leitungen nach Entsorgung

azidhaltiger Losungen mit reichlich Wasser
ausspulen.

Nicht mit dem Mund pipettieren.

Hautkontakt mit allen Reagenzien des Kits
vermeiden.



6. Beim Umgang mit den Seren und der Ausfihrung
des Tests stets Einmalhandschuhe tragen. Hande
nach dem Ausziehen der Handschuhe sorgfaltig
waschen.

7. Alle Materialien, Flussigkeiten und sonstigen
Substanzen, die in direkten Kontakt mit
Humanserum geraten, sind als potenziell
kontaminiert zu betrachten. Sie sind daher nach
der Verwendung sowie vor der Entsorgung oder
Reinigung zu sterilisieren und zu inaktivieren. Die
Inaktivierung kann durch Autoklavieren bei 121°C
fur mindestens eine Stunde bzw. durch
Behandlung mit einer Natriumhypochloritldsung mit
5-prozentiger Endkonzentration (Haushaltsbleiche)
fur mindestens 30 Minuten erfolgen.

8. Das FITC-Konjugat enthélt Evans Blue, bei dem es

sich um ein Karzinogen handelt. Haut- und
Augenkontakt vermeiden.
9. Das Mounting-Medium enthalt korrosive

Bestandteile. Hautkontakt vermeiden und nicht
einatmen. Bei Haut- oder Augenkontakt sofort mit
viel Wasser aussplilen.

Lagerung und Stabilitét der Reagenzien |

Alle im Kit enthaltenen Materialien sind bei 2-8°C zu
lagern. Bei 2-8°C sind die Testreagenzien bis zum auf
der Kit-Verpackung angegebenen Ablaufdatum stabil.
Die Kit-Komponenten nach dem Ablaufdatum nicht
mehr verwenden. Die Kit-Komponenten kdnnen fir
einige  Stunden Raumtemperaturen ausgesetzt
werden, ohne dass die Reagenzien verderben.

Die Reagenzien vor starker Lichteinstrahlung
schitzen. Die Reagenzien nicht einfrieren.

Probengewinnung und -Vorbereitung

Serumgewinnung

Seren unter Verwendung von Standardverfahren aus
aseptisch gewonnenen Proben vorbereiten. Keine
hitzeinaktivierten ~ Seren  verwenden. Von der
Verwendung lipdmischer, triber und kontaminierter
Seren wird abgeraten. Bestimmte Materialien und
Prazipitate in den Seren kdnnen zu falschen
Ergebnissen fihren. Derartige Proben sind durch
Zentrifugieren oder Filtrieren vor dem Test zu reinigen.

Lagerung

Die Proben sind bei 2-8°C zu lagern und innerhalb von
7 Tagen zu testen (das Hinzugeben von 0,1 %
Natriumazid wird dringend empfohlen). Zur langeren
Aufbewahrung in Aliquots aufteilen und unter —20°C
lagern. Die Proben mdglichst nicht wiederholt
auftauen und einfrieren.

Probenvorbereitung

1. 5yl von jedem Patientenserum zu 45pl 1gG-
Deaktivierungsreagenz  hinzugeben. Vorsichtig
vortexen.

2. Jeder der o.g. Losungen mit 50ul behandeltem
Serum 50upl Serumverdiinner hinzugeben. Bei
diesem Schritt ergibt sich eine Serumverdiinnung
von 1:20.
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Zur Bestimmung der Endpunkttiter die Seren in
Serumverdinner von 1:20 beginnend seriell
verdunnen.

Testverfahren

Anmerkung:

Es wird empfohlen, bei jedem Testdurchlauf jeweils
einen Well mit Negativkontrolle sowie einen Well der
Positivkontrolle fir C. pneumoniae, C. trachomatis und
C. psittaci in der entsprechenden Reihe zu testen.

Die Positivkontrolle kann bei einer 1:64-
Verdiinnung auch als Endpunkttiter-Kontrolle
dienen.

1. Ale Komponenten und die zu testenden

klinischen Proben auf Raumtemperatur bringen.
2. Durch Hinzugeben von 50 ml konzentrierten
Waschpuffer zu 950 ml doppelt entionisierten
oder destillierten Wasser den konzentrierten
Waschpuffer auf 1:20 verdinnen. Der verdinnte
Puffer kann bei 2-8°C bis zu zwei Wochen lang
gelagert werden.
3. 10ul der Kontrollmedien und verdiinnten Seren in
die Wells in den jeweiligen Reihen pipettieren.
4. Objekttrager fur 90 Minuten bei 37°C in einer
Feuchtkammer inkubieren.
5. Objekttrager aus der Feuchtkammer entnehmen
und einzeln mit einem Strahl verdinnten
Waschpuffers aus einer Quetschflasche vorsichtig
abspulen. Objekttrager durch Eintauchen in einen
Farbekasten mit ~ Waschpuffer ~ waschen.
Objekttrager 10 Minuten eingetaucht lassen.
AnschlieBend die gewaschenen Objekttrager in
doppelt destilliertes Wasser tauchen. Entnehmen
und an der Luft trocknen lassen.
10ul FITC-Konjugat in jeden Well geben.
30 Minuten bei 37°C inkubieren.
Objekttrager erneut wie in Schritt 5 spilen und
waschen.
9. 3 Tropfen Mounting-Medium mittig auf jeden
Objekttrager geben. Mit dem beiliegenden
Deckglas abdecken. Luftblasen durch leichten
Druck auf das Deckglas entfernen.
Ergebnisse auf einem Fluoreszenzmikroskop mit
400facher oder 1000facher  VergréRerung
ablesen. Um beste Ergebnisse zu gewahrleisten,
die Objekttrager am Tag des Tests auswerten.
Falls dies nicht mdglich ist, kbnnen montierte bei
2-8°C im Dunkeln bis zu drei Tage lang gelagert
werden.

N

10.

Validierung des Tests

Zur Validierung des Tests mussen die nachstehenden
Kriterien erfullt werden. Wenn die Kriterien nicht erfillt
werden, ist der Test als ungliltig anzusehen und muss
wiederholt werden.

1. Die Positivkontrollen zeigen eine moderate
bis intensive hellgriin-fluoreszierende
Farbung von Chlamydia-EB-Partikeln der
entsprechenden Chlamydienspezies.



2. Die Negativkontrollen zeigen eine | Grenzen des Tests

vernachlassigbare Reaktivitat (Farbung) der

einzelnen Chlamydienspezies. 1. Zur finalen Diagnose sind stets mehrere
serologische Tests zu verwenden. Dabei sind alle
klinischen Daten und Laborwerte zu

bertcksichtigen.
Interpretation und Bedeutung der 2. In Proben, die zu einem frihen Zeitpunkt der
Ergebnisse: Primérinfektion ~ entnommen  wurden,  sind

mdglicherweise keine Antikérper nachweisbar. Bei
Verdacht auf Chlamydieninfektion ist nach zwei bis
drei Wochen eine weitere Probe zu entnehmen
und parallel mit der ersten zu testen.

3. Mdogliche Reaktionen des Serums mit mehreren
Chlamydienspezies weisen auf die Prasenz
mehrerer Chlamydienspezies oder kreuzreaktive

Um die korrekte Interpretation der Ergebnisse zu
gewahrleisten, sollten zuvor Kontrollwells ausgewertet
werden.

Die Fluoreszenz der klinischen Proben untersuchen
und wie folgt klassifizieren:

Antikdrper hin.

+ Moderate bis intensive, scharfe oder diffuse . ! . . . .
4. Die Mikroskoplinsen und die Lichtbedingungen

hellgriine Fluoreszenz der Elementarkdrperchen.

+ Deutliche, jedoch schwache Fluoreszenz der kénnen d'e. . _I_3est|mmung Qer
Elementarkdrperchen. Als Endpunkttiter des Ggsamtfluoreszenzmtensnat und der Endpunkttiter
Serums zu betrachten. beinflussen.

Der Endpunkttiter eines Serums ist definiert als -

die héchstmégliche Verdiinnung, bei der sich | Leistungsmerkmale

eine sichtbare Farbung ergibt. Bei der

nachsthéheren Verdinnung zeigt sich ein Die Studie erfolgte in einer unabhangigen
negatives Serumbild. medizinischen Einrichtung an Patienten mit Verdacht

- Keine Fluoreszenz oder matte  auf Infektion mit C. trachomatis, C. pneumoniae oder
Hintergrundfluoreszenz ohne deutliche ~ C-. psittaci.

Chlamydienmorphologie

Vergleich der Ergebnisse fur C.trachomatis
zwischen IgM SeroFIA™ und Referenz-MIF-
Fluoreszenz bei Interpretation Verfahren
CFl20 MIF Positiv | Negativ Gesamt
C.pn || C.tr || C.pn
SeroFIA™
Prasenz spezifischer IgM- Positiv 4 0 4
+ - Antikdrper gegen C. pn, C. tr Negativ 1 26 27
bzw. C. ps. Gesamt 5 26 31
- + Titer von 21:20 gelten als
maglicher Nachweis einer Empfindlichkeit: 4/5 x 100 = 80 %
- - Infektion. Spezifizitat: 26/26 x 100 = 100 %
Gesamtiibereinstimmung: 30/31 x 100 = 96.8 %
. R Prasenz spezifischer IgM- | vVergleich der Ergebnisse fur C.pneumoniae
Antikorper gegen Chlamydia. | zwischen IgM SeroFIA™ und Referenz-MIF-
Weist auf multiple Infektionen | verfahren
- + bzw. speziesibergreifende
Kreuzreaktionen infolge von MIE | Positiv Negativ | Gesamt
+ . Genus-spezifischen
Determinanten hin. SeroFIA™
+ + Positiv 18 4 22
Negativ 1 123 124
- - Gesamt 19 127 146
Negativ. Keine
S| - |- | hochweisbaren g - | Empfindiichkeit: 18/19 x 100 = 94.7 %
iy Cppsg gen L. pn, L. Spezifizitat: 123/127 x 100 = 96.8 %

Gesamtiibereinstimmung: 141/146 x 100 = 96.6 %

Bedeutung der Endpunkttiter

Wenn semi-quantitative Ergebnisse benétigt werden,
ist eine Endpunkttitration auszufuhren.
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Vergleich der Ergebnisse fir C. psittaci zwischen
IgM SeroFIA™ und Referenz-MIF-Verfahren
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