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Hasznalati javaslat

SeroCP™ |gA kit a Chlamydia pneumoniae ellen termel6détt
specifikus IgA  antitestek emberi  szérumbodl  torténd
kimutataséara valo.

A Savyon® SeroCP™ IgA kit min6ségi ELISA vizsgalat, amit a
Chlamydia pneumoniae fertézések diagnosztizalasanak
segitésére hasznalnak.

In vitro diagnosztikai hasznélatra.

eszkozeként is (3), ahol a direkt kimutatasi eljarasok ritkan
sikerlilnek (4). Ezen kivil bizonyos antitestek jelenléte
jelezhetik a betegség stadiumat is.

A friss chlamydia fertézést az IgM valasz dominancidja jellemzi
2 — 4 héten belll, és késleltetve az 1gG és IgA valasz 6 — 8
héten belul. Az akut C. pneumoniae fert6zést kévetéen az IgM
antitestek rendszerint 2 — 6 honapon belil eltinnek (5), az IgG
antitestek titere rendszerint lassan csokken; mig az IgA
antitestek gyorsan eltlinnek (6). Ha friss chlamydia fert6zésre
van gyand, az IgM kimutatdsanak van magas diagnosztikus
értéke (7). Azonban visszatér§ vagy kronikus fert6zésben az
IgM prevalenciaja alacsony, és ezért az IgM hidnya nem
alkalmas a fennalld fertézés kizarasara. Ujrafertézésben az
IgG és IgA szintek gyorsan emelkednek, gyakran 1 — 2 héten
belll (8).

Az IgA antitestek a friss, kronikus és visszatérd fert6zések
valés immunoloégiai markere. Ezek az antitestek a kezelést és
a chlamydia fert6zés megsziinését kovetéen rendszerint
gyorsan visszatérnek a normal szintre (3). Fennmarad6é magas
IgA antitesteket a kronikus fert6zés jelének tekintik (6).

Az 1gG antitestek hossz( ideig megmaradnak, és nagyon
lassan csokkennek. Ezért az IgG antitestek jelenléte valamikor
lezajlott chlamydia fert6zést jelezhet. Azonban a
négyszeresre, vagy ennél magasabbra emelkedett IgG antitest
szintek fennallo kronikus fert6zést jelezhetnek.

A SeroCP™ egy ELISA alapu vizsgalat, ami tisztitott C.
pneumoniae elemi testeket (TWAR-183) tartalmaz antigénként,
az emberekben kialakult antitest valasz kimutatésara. Az
aktudlis, kronikus vagy lezajlott fert6zések tokéletes
kimutataséara javasolt a C. pneumoniae ellen termel6dott IgG,
IgM és IgA antitestek kimutatésa.

A vizsgalat alapelve

Bevezetés

A Chlamydia pneumoniae (TWAR) egy kimutathaté fert6z6
agens, melynek klinikai manifesztacidja tobbféle lehet,
beleértve a fels§ és also légzbtraktus fertézéseit (1). A C.
pneumoniae fert6zések jellegzetessége, hogy enyhék és
tinetmentesek, de ennek ellenére komoly megbetegedéseket
is képes okozni, mint pl. torokgyulladas, orrmellékiireg-
gyulladas, akut hoérgbégyulladas és kbzbosségben szerzett
tidégyulladas. A ki nem mutatott és nem kezelt fert6zések
elhiz6d6 és allandd betegséghez vezethetnek. A jelenlegi
adatok azt mutatjadk, hogy lehetséges kapcsolat van a C.
pneumoniae fert6zések és a kronikus betegségek kozott (2).

A C. pneumoniae szeroprevalencidja gyermekek kozott
alacsony, majd er6sen emelkedik kdzépkoruiakig, és magas
marad id8s korig (> 50%).

A mintavétel és a fert6zott terllet megkodzelitésének
nehézségei komolyan hozz4jarulnak a direkt kimutatési
eljardsok sikertelenségéhez. Ezért a szeroldgiai vizsgalatokat
hasznaljak rutinszerlien, és ez szolgal a tavoli és kronikus
chlamydia-fert6zések azonositasanak nem invaziv
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A SeroCP™ lemezeket tisztitott C. pneumoniae elemi

testekkel (TWAR-183) fedetten szallitjak.

e A vizsgalni kivant szérumot meghigitva 1 6ran &t kell
inkubalni SeroCP™ lemezben 37°C-on. Ebben a
lépésben a C. pneumoniae antitestek lekotddnek az
immobilizalt antigénekhez.

¢ A nem specifikus antigéneket moséssal tavolitjuk el.

Tormaperoxidazzal (HRP) konjugélt anti-human IgA-t kell

a rendszerhez adni, és inkubdalni 1 6ran at 37°C-on.

Ebben a lépésben a HRP-konjugatum megkotédik az

elézbleg lek6t6dott antigén-antitest komplexhez.

e A nem koétdtt konjugatumot mosassal tavolitjuk el.

e A TMB-szubsztrat hozzaadasat kovetéen a peroxidaz
bontja a szubsztratot, aminek eredményeképpen a hasitott
szubsztratbdl kék oldat keletkezik.

o Aledllitd (stop) oldat hozzdad4sa utan a kék szin sargara
valtozik, és le kell méretni az ELISA leolvaséval 450 nm-
es hullamhosszon.

e Az abszorbancia aranyos a fedett antigénekhez két6dott

specifikus antitestek mennyiségével.

Vizsgalati eljaréas
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Tegyen 2 x 50pl negativ kontrollt, 1 x 50yl pozitiv kontrollt és a

higitott mintdkat a C. pneumoniae antigénekkel fedett
mikrotitrald lemez cellaiba.

A

Fedje le a lemezeket és inkubalja 1 6ran at 37°C-on 100%-0s

paratartalom mellett.
{
Mossa 3-szor moso pufferrel (300-350ul).
{

Adjon hozza 50ul 1/300 aranyban higitott HRP konjugatumot.

Fedje le a lemezeket és inkubalja 1 6ran at 37°C-on 100%-0s

paratartalom mellett.

Mossa 3-szor moso tufferrel (300-350pl).
Adjon hozza 100u;I,TMB-szubsztrétot.
Fedje le a Iemezekett’zs inkubalja 15 percig
szobahémérsékleten.

\
Adjon hozza 100ul leallit6 (stop) oldatot.
\

Olvassa le az abszorbanciat 450nm-en.
J

Szamitsa ki és értelmezze az eredményeket.

A kit tartalma

Teszt kit 96 meghatarozashoz
Katalégus szam A193-01

1.

C. pneumoniae antigénnel fedett mikrotitralé lemez: C.
pneumoniae antigénnel fedett 96 torhetd cella (8x12),
paramentesitd kartyat tartalmazé aluminium zacskéba
csomagolva.
1lemez
Koncentrdlt mosé puffer (20x): PBS - Tween puffer.
1 flakon, 100ml
Szérumhigité (kék): Hasznélatra kész puffer oldat.
Kevesebb, mint 0,05% proklint tartalmaz tartésitészerként.
2 flakon, 60ml
Konjugatum higité (z6ld): Hasznalatra kész puffer oldat.
Kevesebb, mint 0,05% proklint tartalmaz tartdsitoszerként.
2 flakon, 20ml
Negativ kontroll: Hasznélatra kész C. pneumoniae IgA
negativ emberi szérum. Kevesebb, mint 0,05% proklint, és
kevesebb, mint 0,1% Na-azidot tartalmaz
tartdsitoszerként.
1 Gveg, 2.5ml
Pozitiv kontroll: Hasznélatra kész C. pneumoniae IgA
pozitiv emberi szérum. Kevesebb, mint 0,05% proklint, és
kevesebb, mint 0,1% Na-azidot tartalmaz
tartdsitoszerkeént.
1 tveg, 2ml
Koncentralt HRP-konjugatum (300x):
Tormaperoxidazzal (HRP) konjugélt anti-huméan IgA (alfa-
lancra specifikus). Kevesebb, mint 0,05% proklint
tartalmaz tartésitoszerként.
1 tveg, 0.2ml

TMB-szubsztrat: Hasznélatra kész oldat. 3, 3', 5, 5' —
tetrametil-benzidint tartalmaz kromogénként és peroxidot
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szubsztratként.
1 flakon, 16ml
9. Ledllit6é (stop) oldat: Hasznalatra kész oldat. 1M H2SOa4-t
tartalmaz.
1 flakon, 16ml
10. Hasznédlati utasitas: 1

Sziikséges, de nem szdllitott anyagok

1.
2.

w

©oNo G

Tiszta teszt csOvek a paciens szérumok higitasahoz.
Eldobhaté mianyag flakon a tdmény HRP-konjugatum
higitasahoz.

Allithaté mikropipettak, vagy tébbcsatornas pipettak (5-50,
50-200 és 200-1000pl tartomanyok) és eldobhat6 hegyek.
Egy literes térfogatmérd flaska.

Egy 50ml-es térfogatmérd cilinder.

Moso flakon.

Itatospapir.

Vortex keverd.

37°C-os vizfiirdd fedéllel, vagy egy 37°C-os termosztatba
helyezett nedveskamra.

10. ELISA-leolvasé 450nm-es sziirével.
11. Desztillalt vagy kétszer ioncserélt viz.

s

Figyelmeztetés és elbirasok

In Vitro diagnosztikai hasznalatra

1.

Ez a kit emberi szérumot tartalmaz, amit az FDA altal
javasolt modszerrel bevizsgéltak, és negativ volt HBV
antigénre és HCV és HIV 1-2 antitestekre. Mivel egyetlen
ismert modszer sem képes teljes biztonsagot nyujtani arra
vonatkozéan, hogy az emberi vérbdl késziilt termék nem
fert6z6, minden, az ebben a kitben talalhaté emberi vér
alkotot potencialisan fert6z6 szérumnak vagy vérnek kell
tekinteni, a CDC/NIH altal kiadott "Biosafety in Micro
Biological and Biomedical Laboratories”, 1988 kézikdnyv
ajanlasainak megfeleléen.

A TMB-szubsztrat oldat irritdlla a bért és a
nyalkahartyakat. Ovakodjon a kézvetlen érintkezéstél.
Minden, a kitben talalhat6 alkot6t a sorozatszdm alapjan
kalibraltak és vizsgaltak. Nem javasolt, hogy kiilénb6zd
sorozatszamu alkotokat keverjen, mivel az befolyasolhatja
az eredményeket.

A higitott kénsav (1M H2SOa) irritdlja a szemeket és a bért.
Ha a szemébe kertil, mossa ki azonnal a tertletet vizzel és
forduljon orvoshoz.

Taroléas és areagensek hasznalhatésaga

1.

wn

Minden széllitott reagenst 2-8°C-on kel tarolni. A
felbontatlan reagens flakonok a kit dobozan Iévé lejarati
ideig stabilak. Ha az eredeti médon lezart komponenseket
néhany o6ran at szobah&mérsékleten tartja, attél a
reagensek még nem karosodnak. NE FAGYASSZA!
Felbontas utan a kit 90 napig hasznalhato.

A nem hasznalt csikokat vissza kell zarni a paramentesité
kartyat tartalmazo folia tasakba ugy, hogy a nyitott végét
behajtja, és szorosan lezarja egy ragaszt6szalaggal a
nyilas teljes hosszaban.

A 20x-os tdménységl mosoé pufferben a hidegben tarolas



soran kristalyok képz6dhetnek, ez teljesen normalis. A
kristalyok feloldédnak, ha a higitas el6tt 37°C-ra melegiti a
puffert. Higitas utan az oldat 2-8°C-on legfeljebb 21 napig
tarolhato.

Mintavétel

Készitsen szérumot az aszeptikusan, standard eljarassal vett
mintakbdl. Hbvel inaktivalt szérumok nem hasznalhatok.
Lipémias, zavaros vagy szennyezett szérumok hasznalata nem
javasolt. A szérumban lév6 részecskék, kicsapoédasok hibas
eredményeket okozhatnak. Ezért a vizsgélatot megel6zden
ezeket a mintakat centrifugélassal vagy szlréssel meg kell
tisztitani.

A mintak tarolasa

A mintakat 2-8°C-on kell tarolni és 7 napon belill vizsgalni
(0,1%-0s Na-azid hozzaadasa erésen javasolt). Ha hosszabb
tarolasi id6 varhatd, ossza szét és tarolja a mintakat -20°C
alatt. Ne olvassza és fagyassza vissza ismételten.

Vizsgalati eljarés

A reagensek elkészitése

Minden alkotét és vizsgéalni kivant klinikai mintat hagyjon

szobah6mérsékletlire melegedni. Keverje j6l 0Ossze a

pozitiv kontrollt, a negativ kontrollt és a klinikai mintadkat a

hasznalatuk elétt.

2. Hatarozza meg a vizsgalni kivant 6sszes mintaszamot. A
mintakon kivlul a kdvetkezdket kell tartalmaznia minden
vizsgélatnak: két cella negativ kontroll és egy cella pozitiv
kontroll.

3. Vegye ki a mikrotitrald6 lemezt az aluminium
csomagolasabdl, ehhez vagja le az egyik v égét a lezéras
mellett. Hagyja a sziikséges szamu csikot (a vizsgalni
kivant mintdk szama alapjan) a 96 cellas keretben.

4. Higitsa meg a tdmény mosé puffert 1/20 aranyban a

kétszer ioncserélt vagy desztillalt vizzel.

Példaul, 1 liter moso puffer készitéséhez adjon 50ml

koncentralt mosé puffert 950ml kétszer ioncserélt vagy

desztillalt vizhez.

e >

A szérum mintak és kontrollok inkubéalasa

Higitson meg minden egyes paciens szérumot 1/105

ardnyban a kapott szérum higitéval a kdvetkez6 maddon:

adjon 10pl péaciens szérumot 200pl szérum higitéhoz

(2/21), majd higitsa tovabb ugy, hogy az 1/21-es higitashol

25ul-t hozzaad 100pl szérum higitéhoz.

6. Tegyen 50pul pozitiv kontrollt, negativ kontrollt és 1/105
aradnyban higitott szérumot a teszt csik kilon cellaiba. A
negativ kontrollt két kiilén celldba kell tenni.

7. Fedje le a csikokat a lemezfedével, és inkubdlja 1 6ran &t
37°C-on nedves kamraban.

8. Ontse ki a cellak tartalmat.

9. Moso lépés: Toltson meg minden egyes cellat mosoé
pufferrel (300-350ul) a cella tetejéig, majd ontse el a
folyadékot, ezt a Iépést ismételje meg haromszor.

10. Szaritsa meg a csikokat és a keretet Ugy, hogy Ovatosan

hozzaitdgeti egy tiszta itatéspapirhoz.

o

C. Inkubalas a konjugatummal
11. A témény HRP-vel konjugdlt anti-human IgA-t
munkaoldatta kell higitani kézvetlenil a hasznalat el6tt.
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Higitsa meg a HRP-vel konjugélt anti-human IgA-t 1/300
aranyban a konjugatum higitoval. Példaul, két csikhoz
készitsen legaldbb 3ml higitott HRP-konjugatumot (10ul
tomény HRP-vel konjugélt anti-human IgA-t keverjen
6ssze 3ml konjugatum higitéval).

12. Tegyen 50ul higitott konjugatumot minden egyes cellaba.

13. Fedje le a csikokat a lemezfed6vel, és inkubalja 1 6ran at
37°C-on nedves kamraban.

14. Ontse ki a folyadékot és mossa a 9-10. lépésben leirtak
szerint.

D. Inkubdlas a TMB - szubsztrattal

15. Tegyen 100ul TMB-szubsztratot minden egyes cellaba,
fedje le a csikokat a lemezfed6vel, és inkubalja
szobah6émérsékleten 15 percig.

16. Allitsa le a reakciét 100pl ledllitdé (stop) oldat
hozzaadasaval (1M H2SO4) minden egyes cellaban.

E. Az eredmények meghatarozasa

17. Hatarozza meg az abszorbanciat 450nm-en és jegyezze
fel az eredményeket. A mérést a kromogén reakcio
leallitasat kévetéen 30 percen belll el kell végezni.
Megjegyzés: Minden leveg6buborékot el kell tavolitani a
leolvasas elétt. Az ELISA lemez aljat gondosan meg kell
torolni.

A vizsgalat validalasa

Ervényes vizsgalathoz a kdvetkezd kritériumoknak kell
teljestlnitk. Ha ezek a kritériumok nem teljesiilnek, a
vizsgélatot érvénytelennek kell tekinteni, és meg kell ismételni.

1. Pozitiv kontroll: Az abszorbancia értéke legyen: = 0.8
450nm-en.

2. Negativ kontroll: A negativ kontrollok abszorbancia
értékeinek atlaga legyen: 0.1< NC < J0.4 450nm-en.

A cut off érték (atcsapas érték) (COV) és a cut off
index (atcsapas index) (COIl) szamitasa

Az atcsapas értékét a kdvetkez6 egyenlettel kell kiszamitani:
COV=NCx?2

NC = A parhuzamosan mért negativ kontrollok abszorbancia
értékeinek atlaga 450nm-en.

A klldnb6zd  vizsgalatok sordn  kapott eredmények
normalasahoz az atcsapas indexet kell meghatarozni a
kovetkez6 egyenlettel:

COIl = Szérum minta abszorbancija 450nm-en / COV

Az eredmények értelmezése

1. tablazat: Korrelacié a 450nm-en mért abszorbancia és a
C. pneumoniae IgA antitestek jelenléte k6zott

Ab(s42500rl:]ar1Tr]1)C|a col Eéf;,jer}l' Ertelmezés Diagno6zis
<1.0 Eﬁiﬁg{;ﬁ; Nincs jele C.
0.D < CoVv Negativ 6 IgA pneumoniae
. fert6zésnek
antitestek
COV<0.D< 1-1.1 Hatareset Alacsony | Lehetséges




1.1x COV szintl IgA | jelei a
antitestek | C.
pneumoniae
fert6zésnek
Masodik
mintat kell
vizsgélni 2-4
hét mulva.*

>1.1 Fennallo
Jelentds vagy

O0.D>1.1x mennyiség | krénikus C.

cov Pozitiv G 1gA pneumoniae
antitest fertozeést
jelez.?

1 Mikor masodik mintat vizsgal, mind az els6, és mind a
masodik mintat meg kell parhuzamosan mémi. Azok a
betegek, akik akut C. pneumoniae fert6zést szenvednek el,
emelkedd anititest-titert kell, hogy mutassanak. Ha a hatareset
eredményt megismétli, a mintat negativnak kell tekinteni.

2 Ahhoz, hogy kiilonbséget tegye az akut és kronikus fertézés
kozott, utdnkdvetéses vizsgalat elvégzése javasolt.

Ahhoz, hogy atfog6 antitest profilt kapjon, az 1IgG és IgM
antitesteket is vizsgalni kell.

2. téblazat: Az eredmények értékelése az IgG, IgA és IgM
antitest eredmények alapjan.

Az eredmények

pozitiv

SeroCP™ 1 34 35
negativ

Osszesen 54 35 89

Szenzitivitas: 53/54 x 100 = 98%
Specificitas: 34/35 x 100 = 97%
Atlagos egyezés: 87/89 x 100 = 98%

Pontosséag

Intra-assay (sorozaton belil)

Minta Ismétlések Kozépérték CV%
szdma

Pozitiv 10 1,228 3,1

Negativ 10 0,172 41

Inter-assay (sorozatok k6zott)

'gM l9G 9A értelmezése
Nincs jele C. Minta Ismétlések Kdzépérték CV%
Negativ Negativ Negativ | pneumoniae szama
fert6zésnek Pozitiv 10 1,202 6,7
Pozitiy |—vedallv | Negatv | i rortszés jele Negativ 10 0.178 8,0
Pozitiv Pozitiv
Negativ Pozitiv Negativ _Regl vagy akut fertzes
_ jele _ | Irodalom
Negativ Pozmy Pozitiv }L\kr;“ vagy Ikromkus
Negativ ertozes jele 1. Kuo, C.C., Jackson L.A. and Grayston, J.T. (1995).

A vizsgalat korlatai

1. Egyetlen szerologiai vizsgalat eredményét nem szabad a
végs6 diagnozis felallitAsahoz hasznalni. Minden klinikai
és laborat6riumi adatot figyelembe kell venni.

2. Azok a mintak, amelyeket az akut fert6zés soran tul koran
vesznek le, lehet, hogy nem tartalmaznak kimutathaté
mennyiségben antitesteket, ha Chlamydia fertézésre van
gyanl, masodik mintat kell vizsgalni 2-4 hét mulva
parhuzamosan az eredeti mintaval.

Teljesitmény jellemzék

3. tablazat: A SeroCP™ IgA o6sszehasonlitdsa hazi mikro-
immunfluoreszcens teszttel (MIF)

A SeroCP™ IgA-t a hazi MIF teszttel szemben vizsgaltak.

A vizsgalatot egy egészségigyi kdzpontban végezték 54,
tineteket mutaté beteg, és 35 egészséges egyénbdl vett
szérumot felhasznalva.

MIF Pozitiv Negativ Ossz

SeroCP™ 53 1 54
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