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stanoveni protilatek IgM proti Chlamydii pneumonii
v lidském séru.
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Pouziti

SeroCP™ IgM se pouziva pro stanoveni IgM protilatek
specifickych proti Chlamydii pneumonii v lidském séru.

Toto stanoveni IgM protilatek, umozrniuje €asnou diagnézu
probihajici infekce z jednoho vzorku séra.

Pouze pro in vitro diagnostické stanoveni.

Uvod

Chlamydia pneumonie (TWAR183) je nové objeveny infekéni
¢initel s rozsahlymi klinickymi projevy zahrnujici  infekci
hornich a dolnich cest dychacich (1). VétSina infekci
zplUsobenych Ch. pneumonie je mirna, asymptomaticka a
proto téz Spatné detekovatelnd. Ch. pneumonie muze
zplsobovat mnoho onemocnéni jako je napf.: faryngitida,
sinusitida, akutni bronchytida a spole¢né pneumonie.
Nedetekované a nelécené infekce mohou byt pficinou
dlouhych persistentnich onemocnéni. Nedavno ziskana data
naznacuji souvislost mezi Ch. pneumonii a chronickym
onemocnénim (2).

Prevalence Ch. pneumonie mezi détmi je nizka a prudce se
zvySuje v dospivani, pokra€uje zvySenim ve stfednim véku a
ve vysoké hodnoté pFetrvava (>50%) do starsiho véku.

Potize spojené s odbérem vzorka a urCenim mista infekce
délaji z pfimych metod metody Spatné proveditelné a proto se
stale vice pouzivaji metody nepiimé, kde se protilatky
stanovuji ze séra pacienta. Serologické testy slouzi jako
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neinvazivni nastroj pfi ur€ovani distalnich a chronickych
infekci (3), kde pfimé metody nejsou dostatecné citlivé (4).
Kromé toho pfitomnost urcCitych typd protilatek muze také
stanovit stadium onemocnéni.

Primarni  chlamydiova infekce je charakterizovana
pfevladajici imunitni odpovédi IgM béhem 2-4 tydnd a
s naslednou imunitni odpovédi IgA a IgG protilatek béhem 6-
8 tydnl. Po probéhnuti akutni chlamydiové infekce vymizi
IgM protilatky béhem 2-6 mésicu (5), titry IgG protilatek se
zvySuji a obvykle se sniZzuji pomalu; kdezto IgA protilatky mizi
rychleji (6). Pokud se predpoklada primarni chlamydiova
infekce ma detekce IgM protilatek vysoky diagnosticky
vyznam (7). Nicméné jejich nepfitomnost nevylu€uje moznost
pokradujici infekce hlavné pfi opakovanych nebo
chronickych pfipadech.

Pfi reinfekci, IgA a IgG protilatky stoupaji rychle, Easto
v rozmezi jednoho az dvou tydn( (8).

IgA protilatky se projevily jako uéinny imunologicky marker
primarni, chronické nebo opakujici se infekce. Tyto protilatky
obvykle rychle klesaji na zakladni hladinu po nasledném
Ié€eni a odeznéni chlamydiové infekce (3). Pretrvani zvySené
hodnoty IgA protilatek je hlavné povazovano jako znak
chronické infekce (6).

IgG protilatky pretrvavaji po dlouhou dobu a klesaji velmi
pozvolna. Proto je pfitomnost IgG protilatek hlavnim znakem
chlamydiové infekce v neurcitém Case. Jakékoli zvySeni
hodnot IgG protilatek maze urovat pfichazejici chronickou
nebo systemickou infekci.

Savyon Diagnostics vyvinul ELISA test, v které se pouzivaji
purifikované elementarni téliska Ch. pneumonie (TW-183)
jako antigeny pro stanoveni protilatkové odpovédi u lidi. Pro
kompletni diagn6ézu probihajici, chronické nebo probéhlé
infekce se doporucuje stanoveni IgA, IgM a IgG protilatek
proti Ch. pneumonii.

Princip testu

= SeroCP™ Jamky  desticky  jsou pokryty
purifikovanymi elementarnimi télisky antigenu C.
pneumonie (TWAR - 183).
Testované sérum je nafedéno a inkubovédno v
SeroCP™ desti¢ce po dobu 1h pfi 37°C. V tomto
kroku se protiladtky C. pneumonie  vazou na
imobilizované antigeny.

= Nespecifické protilatky se odstrani promytim.

= Pfidaji se anti-lidské IgM konjugované HRP.
Inkubuje se po dobu 1h pfi 37°C. V tomto kroku se
HRP konjugat navaze na dfive vznikly komplex
antigen-protilatka.

= Nenavazany konjugat se odstrani promytim.

= Po pfidani substratu, se substrat hydrolyzuje
peroxidazou za vzniku zluté zabarveného roztoku.

= Po pfidani stop roztoku se zabarveni pfeméni na
Zluté, jehoz intenzita se méni na ELISA readeru pfi
vinové délce 450 nm.

= Absorbance je proporcionalné Uumérnd mnozstvi
specifickych protilatek obsazenych v testovaném
séru.
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| Postup stanoveni | 9. stop €inidlo (Stop Solution); roztok obsahuje 1 M H2SO;
v pracovni koncentraci
Pridejte 2x50ul Negativni kontroly, 1x50ul Positivni kontroly 1 lahvi¢ka, 16m|
a nafedénych vzork(i do jamek mikrotitraéni desticky, které 11. manual 1
jsou potazeny antigeny C. pneumonie

Desticku pfikryjte a inkubujte 1 h pfi 37°C ve 100% vlhkosti | Potfebny material (nedodavany v soupravé). |

3x promyjte promyvacim pufrem naprosto Cisté zkumavky pro fedéni séra pacienta

1.
2. plastové zkumavky na jedno pouziti pro fedéni HRP

PFidejte 50pl HRP konjugatu nafedéného v poméru 1/300 konjugatu

J 3. vhodné mikropipety nebo multi-kanalové pipety (5-
Desti¢ku pfikryjte a inkubujte 1 h pfi 37°C ve 100% vlhkosti 50, 50-200 a 200-1000 pl) a Spicky

J 4. jednolitrova volumetricka lahev

3x promyjte promyvacim pufrem 5. 50 ml volumetricky valec
6. promyvac ELISA desti¢ek nebo promyvaci nadoba
PFidejte 100ul TMB-Substratu 7. absorpeni papir

J 8. vortexové michadlo

Desticku pfikryjte a inkubujte 15min pfi laboratorni teploté 9. vodni lazen (37°C) s poklopem nebo mizna komora

umisténa v inkubatoru (37°C)
Pridejte 100ul Stop roztoku 10. reader s filtrem 450 nm pro méfeni mikrodesti¢ek
11. destilovana nebo dvakrat deionizovana voda

Absorbanci odecitejte pfi 450nm

Vypocitejte a interpretujte vysledky

Upozornéni

- Pouze pro in-vitro diagnostické pouziti!
| Souprava obsahuje |

1. Slozky lidského séra v testovacich soupravéach jsou

Kit pro 96 stanoveni testovany metodami schvalenymi FDA a neobsahuiji
Kat.cCislo: A192-01 povrchovy antigen HBV a protilatku k viru HIV a
HCV. Ponévadz nejsou znamy metody, které by
1. mikrodesticka potazena antigeny Chlamydia pneumonie; kompletné zajiStovaly, Ze produkty pochazejici
96 jednotlivé odlamovatelnych jamek (8x12); ulozené z lidské krve nejsou infek¢ni, musi byt se vSemi
v hlinikové félii se susidlem sloZzkami krve dodavanymi v téchto soupravach
1 Destic¢ka zachazeno jako s moznym infek&nim materialem a
2. koncentrovany promyvaci pufr (20x): A PBS-Tween ufr ve shodé s doporucenimi uvedenymi v CDC/NIH
1 lahvi€ka, 100ml manualu (Biosafety Biological and Biomedical

3. IgM fedici roztok k fedéni sér (Eerveny) — anti-lidské Laboratories, 1988). }
IgG v roztoku, obsahuje méné& nez 0,05% proclinu jako 2. Roztok TMB- substratu plsobi drazdivé na pokozku
koncentraéni prostfedek; v pracovni koncentraci a mukozni membrany. Vyvarujte se pfimého

2 lahviéka, 60ml kontaktu.

3. VS8echny soucésti této soupravy jsou kalibrovany a
testovany pfi sériové vyrobé. NedoporuCuje se
michat slozky zrdznych $arzi; mohou ovlivnit
vysledek testu.

4. Roztok 1 M kyseliny sirové plUsobi drazdivé na o¢i a
kGzi. V pfipadé zasaZeni o€i okamzité vyhledejte
lékafskou pomoc. Nevlévejte vodu do tohoto
roztoku. V pfipadé nehody vyhledejte Iékare a
ukazte mu nalepku na lahvi.

4. fedici roztok k redéni konjugatu (zeleny) - obsahuje
méné nez 0,05% proclinu jako koncentraéni prostfedek;
v pracovni koncentraci
2lahvicka, 20ml
5. negativni kontrola lidské sérum negativni na IgM
protilatky proti Chlamydia pneumonii, obsahuje méné nez
0,05% proclinu a 0,1% azidu sodného jako koncentraéni
prostfedek; v pracovni koncentraci
1 lahvi¢ka, 2.5ml
6. pozitivni kontrola lidské sérum pozitivni na IgM protilatky
proti Chlamydia pneumonii, obsahuje méné nez 0,05%
proclinu a 0,1% azidu jako koncentra¢ni prostfedek;

| Uchovavani a trvanlivost reagencii. |

v pracovni koncentraci 1. VS8echen dodany materidl musi byt uchovavan pfi
1 lahviéka, 2ml teploté 2-8°C. Pfi této teploté =zUstavaji testovaci

7. HRP koncentrovany konjugat (300x) Conjugated Anti- reagencie stabilni po dobu exspirace vyznacené na
Human IgM (p-specifické fetézce;); obsahuje méné nez obalu.  Ponechate-li ~ originalné  zabalené nebo
0,05% proclin jako koncentraéni prostfedek zaplombované slozky v okolni teploté po dobu nékolika

1 lahvi¢ka. 0.2ml hodin, k poSkozeni reagencii nedojde. NEMRAZTE !!!

8. TMB substrétu, roztok obsahuje 3’3:"5,5'_ 2. Trvaplivpst oteviené soupravy je 90 dni ode dne
tetrametylbenzidin jako chromogen a peroxid jako otevieni. ] 3 o
substrat; v pracovni koncentraci 3. ngquzﬂe stripy vlozte zpét do hlinikové folie,

1 lahviéka, 16m| pfidejte balicek se suSidlem a zalepte lepici
paskou.
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4. Pfi uchovavani 20x koncentrovaného roztoku
promyvaciho pufru v chladu se mohou tvofit krystalky.
Ty odstranite zahfanim pufru pfi teploté 37°C tésné pred
pouzitim. Zfedéné roztoky by mély byt uchovavany pfi
teploté 2-8°C, nejdéle vSak 21 dni.

| Odbér vzorku.

Pro odbér vzorku by mély byt pouzivany standardni metody.
Neméla by byt pouzivana tepelné upravena séra. Zakalené
vzorky nebo vzorky s hemolytickym sérem mohou
zplGsobovat chybné vysledky. Pfed pouzitim nejdfive vzorky
vycistéte centrifugaci nebo filtraci.

| Uchovani |

Vzorky sér by mély byt uchovavany pfi teploté 2-8°C a pouzity
na testovani béhem 7 dni; doporuCuje se je skladovat
sroztokem 0,1% azidu sodného (NaNs), jsou-li vzorky
pouzivany po dobu nékolika dni. Pro delSi dobu pouZiti
uchovavejte potfebné mnozstvi séra pfi —20°C. Vyvarujte se
Castému rozmrazovani a naslednému mrazeni.

| Pracovni postup |

Priprava reagencii.

VSechny testovaci reagencie pfed pouzitim
vytemperujte na laboratorni teplotu. Pfed pouzitim
dobfe promichejte vzorky, pozitivni a negativni
kontroly.

2. UrCete celkové mnozZstvi jamek potfebnych na

>

testovani. Kromé& vzorkl pacienta musi byt
v kazdém méfeni zahrnuto méfeni dvou
negativnich a jedné pozitivni kontroly

3.  Vyjméte mikrodesticku z hlinikové folie

rozstfizenim jednoho konce blizko svaru. Odeberte
potfebné mnozstvi stripl  (odpovidajici mnozstvi
testovanych vzork(l) z 96 jamkového ramecku.

4.  Zredte 1/20 koncentrovany promyvaci pufr dvakrat-
deionizovanou nebo destilovanou vodou. Pro
priklad: pro pfipravu 1 L promyvaciho pufru pfidejte
k 50 ml koncentrovaného roztoku promyvaciho
pufru 950 ml dvakrat deionizované nebo
destilované vody.

Inkubace vzorku sér a kontrol.

Jednokrokové fedéni: nafedte kazdy vzorek

pacienta v poméru 1/105 nasledovné: pfidejte 5ul

séra pacienta k 520ul roztoku pro fedéni sér.

Dvou-krokové redéni: Zfedte kazdy vzorek séra

1/105 dodavanym fedicim roztokem nasledovné:

10ul séra pacienta pfidejte k 200ul roztoku k fedéni

sér (1/21), nasledné pfidejte 25ul takto ziskaného
roztoku ke 100pl roztoku k fedéni sér.

Poznadmka: Roztok k fedéni sér obsahuje anti-lidsky

IgG, k odstranéni IgG protilatek z lidského séra.

6. Pipetujte 50ul pozitivni kontroly, negativni kontroly
a sér nafedénych v poméru 1/105 do pfisluSnych
jamek na stripu. Negativni kontrola se dava do
dvou jamek.

7.  Prikryjte strip vickem a dejte inkubovat na 1 hodinu
do mizné komory (37°C).

8.  Odstrante prebytecné tekutiny z jamek.

o @
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9. Promyvaci krok: naplite kazdou jamku
promyvacim pufrem (300-350ul) po okraj a poté
tekutinu odstrarite. Postup opakujte 3x.

10. Osuste stripy a ramecek jemnym poklepanim na
absorp&nim papiru.

C. Inkubace s konjugatem.

11. Koncentrovany roztok HRP-konjugatu zfedte do
pracovni koncentrace tésné pfed pouZitim
v poméru 1/300 roztokem Conjugate Diluent.
Napf. pro dva stripy pfipravte minimalné 3 ml zfedéného
HRP-konjugatu nasledovné: 10 upl koncentrovaného
roztoku HRP-konjugate a smichejte s 3 ml roztoku
Conjugate Diluent.

12. Odpipetujte 50 ul zfedéného konjugatu do kazdé
Z jamek.

13. Prikryjte strip vickem a inkubujte 1 hodinu pfi 37°C
v mlzné komore.

14. Odstrante pfebyte¢né tekutiny z jamek a provedte
promyvaci krok, jak je uvedeno v bodé 9-10.

D. Inkubovanis TMB-substratem.

15. Odpipetujte 100 pl roztoku TMB-Substrate do
kazdé z jamek, pfikryjte vickem a inkubujte pfi
laboratorni teploté 15 min.

16. Reakci ukoncete pfidanim 100 ul roztoku Stop
Solution (1 M H2S04) do kazdé z jamek.

E. Odecteni vysledkd.

17. Proméfte absorbanci pfi 450 nm a vysledek
zapiSte. Odecteni mlze byt provedeno do 30 min
od zastaveni chromogenni reakce.

Pozn.: Pred odeétenim nesmi jamka obsahovat Zadné
bublinky. Dno desti¢ky musi byt opatrné otfeno.

Validita testu

Test je validni, jestlize jsou splnéna nasledujici kritéria:
Pokud nejsou splnény tyto podminky, neni test validni a musi
byt zopakovan.

1. Pozitivni kontrola: Hodnota absorbance musi byt:
20,8 pfi 450 nm

2. Negativni kontrola: Primérna hodnota absorbance
negativnich kontrol musi byt 0,1<NC< 0,4 pfi 450 nm

Vypocet Cut Off hodnoty (COV) a Cut Off Indexu
(Cal)

Cut-off hodnota se vypocita nasledovné:
COV=NCx2

NC = Stfedni absorbance negativni kontroly, ktera se méfi
duplicitné

Aby se normalizovaly vysledky ziskané z riznych testd,
pocita se cut-off index podle nasledujiciho vzorce:

Absorbance vzorku séra pii 450nm
cov

col =



| Interpretace vysledkii

Asorbance Col Vysledek Diagnosticka
(450nm) interpretace
Negativni | Zadné naznaky
IgM probihajici
0.D < 1.4xCOV <14 protilatky infekce
nebyly Ch.pneumonie
detekované

Hraniéni Mozné

Nizka naznaky
14COV=<0.D< | 14-15 | hladinalgM | expozice
1.5xCov protilatek | C.pneumonie.

Doporucuje se
otestovat druhy
vzorek za 2-4
tydny?

Positive Indikace
0.D>15x >1.5 relevantni probihajici
cov hladina IgM | infekce

protilatek C.pneumonie

V pfipadé hrani¢nich vysledk( testujeme druhy vzorek, ten by
mél byt odebran za 2-4 tydny a testovan soucasné s prvnim.
Pokud se opét naméfi hrani¢ni vysledek, vzorek se povazuje
za negativni.

Abychom dosahli kompletniho protilatkového profilu je
tieba testovat i IgG a IgA protilatky

Chovani testu

Srovnavanim SeroCP™ IgM
microimunofluorescenénim testem (MIF), také od
Savyonu

Studie byla provedena ve 2 lékafskych centrech na 113
vzorcich; séra  symptomatickych pacientd (33) a 80

vzorcich zdravych déti.

IF Positivni Negativni Celkem
SeroCP™
Positivni 30 4 34
Negativni 3 76 79
Celkem 33 80 113

Sensitivita 30/33 x 100 = 91%
Specificita 76/80 x 100 = 95%

Celkova shoda: 106/113 x 100 = 94%

Presnost

Intra-assay (uvniti béhu)

Intergretace vysledkU zalozena na kombinaci IgG, IgA a IgM Vzorek Pocet Stredni V%
protilatek. L
opakovani | hodnota
. . Y Positivni 10 1.469 2,3
Hladiny C.pneumoniae protilatek Interpretace ——— :
vysledkil Negativni 10 0.236 4.7
IgM IgG IgA S
Fadné néznaky Inter-assay (mezi béhy)
Negativni | Negativni | Negativni Icr:]fepknceeumonie Vzorek Poéet Stiedni CV%
— — —— = kovani | hodnota
Negativni | Negativni [ Indikuje sou¢asnou —— opa
Positivni nebo nebo infekci P05|t|yn| _ 10 0,605 54
positivni positivni Negativni 10 0,163 6.0
Indikuje probé&hlou
Negativni | Positivni | Negativni | nebo soucasnou
infekci | Literatura
Positivni Indikuje probihajici
Negativni nebo Positivni | nebo chronickou 1. Kuo, C.C., Jackson L.A. and Grayston, J.T. (1995).
negativni infekci Chlamydia pneumoniae (TWAR) Clin Microbiol REV;

Omezeni testu

1. Ke stanoveni kone¢né diagnézy nestaCi pouze jeden
serologicky test. V potaz se musi vzit klinickad historie
pacienta.

2. Vzorky, které byly odebrany pfili§ brzo b&éhem primarni
infekce nemusi obsahovat detekovatelné mnozstvi
protilatek. Pokud je podezfeni na chlamydiovou infekci,
meél by se bé&hem 2-4 tydn( odebrat dalSi vzorek na
analyzu. Ten by se mél testovat paralelné s prvnim
vzorkem.
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Contains Sufficient for 96 tests
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MedNet EC-REP GmbH Consult Instructions for Use
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48163 Muenster, Germany CE mark
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Savyon® Diagnostics Ltd.
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