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Chlamydien-IgM-rELISA medac

Rekombinanter Enzymimmunoassay zur Bestimmung wvon
spezifischen IgM-Antikorpern gegen Chlamydien-LPS in humanem Serum

Katalog-Nr.: 485/TMB

ZUR IN VITRO DIAGNOSTIK

EINFUHRUNG

Chlamydien geh®ren zu den gramnegativen Bakterien. Sie leben intra-
zellular in den Epithelien wvon Schleimhaduten, Endothelien, glatten
Muskelzellen der GefaBe, sowie nach neueren Erkenntnissen auch in be-
stimmten Gewebsstrukturen des Zentralnervensystems.

Chlamydien sind auf energiereiche Phosphate der Wirtszelle angewiesen
und werden daher auch als Energieparasiten bezeichnet.

Die Gattung Chlamydia umfaBt die folgenden vier Arten: C. trachomatis,
C. pneumoniae, C. psittaci und C. pecorum.

C. trachomatis und C. pneumoniae sind ausschliesslich humanpathogen.
C. psittaci ruft beim Menschen und einer Vielzahl von Tieren Infektio-
nen hervor. C. pecorum wurde bisher nur bei Tieren nachgewiesen.

Chlamydia trachomatis gehort zu den weltweit am haufigsten sexuell
Ubertragbaren Erregern von Infektionen des Urogenitaltrakts und des
Auges. Charakteristisch fiir eine C. trachomatis-Infektion ist ihr hau-
fig asymptomatischer Verlauf. Hieraus resultieren viele chronische Er-
krankungen, die durch die aszendierten und persistierenden Erreger un-
terhalten werden. Zu den Krankheitsbildern gehoren:

Bei der Frau Endometritis, Adnexitis, Periappendizitis, Perihepatitis
und reaktive Arthritis. Als Folge wiederholter Adnexitiden verkleben
die Tuben, was haufig zur Sterilitat fihrt.

Beim Mann kénnen die Erreger nach nicht ausgeheilter Urethritis in die
Nebenhoden (2 Epididymitis) und auch in die Prostata (= Prostatitis)
aszendieren. In diesem Zusammenhang wird ebenfalls eine Einschrankung
der Fertilitat diskutiert. Auch posturethritische reaktive Arthritiden
sind beim Mann bekannt.

Beim Neugeborenen kann unter der Geburt C. trachomatis vom infizierten
Geburtskanal iUbertragen werden. Als Folge davon kdnnen sich Neugebore-
nenkonjunktivitis und/oder -pneumonie entwickeln.
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Chlamydia pneumoniae ist weltweit verbreitet. Zusdtzlich zu grippalen
Infekten Dbeinhaltet das Krankheitsspektrum Sinusitis, Pharyngitis,
Bronchitis, chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen, atypische
Pneumonien und reaktive Arthritis. Eine ursdchliche Beteiligung an in-
fektionsbedingtem Asthma, Sarkoidose, Lungenkrebs, Arteriosklerose,
akutem Myokardinfarkt, Schlaganfall, multipler Sklerose und Spatformen
der Alzheimer Krankheit wird aktuell diskutiert.

Chlamydia psittaci infiziert Vdgel und Sadugetiere, die den Erreger auf
den Menschen tUbertragen kénnen (Ornithose). Die daraus haufig resul-
tierenden schweren Pneumonien kénnen ohne rasche, gezielte therapeuti-
sche Intervention zu lebensbedrohlichen Zustanden fihren.

Die gangige Chlamydiendiagnostik Dbeinhaltet Antigen- und Antikdrper-
nachweise. Die Antigennachweise (ELISA, IFT, PCR, LCR) haben ihren
Stellenwert in der Diagnostik akuter, peripher lokalisierter Infektio-
nen. Bei aszendierten Krankheitsverldufen ist der Erregernachweis nur
bedingt mdéglich und muss durch die Serologie ergdnzt werden. Serologi-
sche Verfahren Dbeinhalten Komplementbindungsreaktion, IFT, MIF, gat-
tungs- und artspezifische ELISA-Systeme.

Chlamydien besitzen als immundominantes, gattungsspezifisches Antigen
das Lipopolysaccharid (LPS), gegen das sich die erste Immunantwort
richtet. Die entsprechenden Antikdrper sind bereits innerhalb von we-
nigen Tagen nach Infektion nachweisbar und erlauben eine frihe Dia-
gnostik. Bei Verwendung von Serumpaaren lassen sich kiirzlich erfolgte,
frische Infektionen, Reinfektionen und Reaktivierungen (definierte Ti-
teranstiege) wvon chronisch persistierenden (konstante Antikdrpertiter)
abgrenzen. Aufgrund der begrenzten Persistenz der LPS-Antikdrper nach
erfolgreicher Eradizierung der Erreger wird die Diagnostik gegenwarti-
ger Infektionen offensichtlich nicht durch abgelaufene Expositionen
beeinflusst.

Die Chlamydien-IgG-, IgA- und IgM-rELISA medac basieren auf einem mo-
lekular definierten, gentechnisch hergestellten Antigen, bei dem es
sich um ein nur fur Chlamydien spezifisches Fragment aus dem LPS han-
delt, das in keinem anderen bakteriellen LPS gefunden wird. Der Ver-
gleich von Seren aus Patienten mit urogenitalen oder respiratorischen
Chlamydieninfektionen mit denen von Blutspendern zeigt, dass Antikor-
per gegen Chlamydien-LPS bei Patienten signifikant haufiger als bei
Blutspendern gefunden werden.

Da es sich um eine gattungsspezifische Reaktion handelt, gibt das
Testergebnis als solches keinen Aufschluss dariber, um welche Chlamy-
dienart es sich bei dem betreffenden Patienten handelt. Da aber das
klinische Bild bereits festlegt, mit welcher Art zu rechnen ist und
zudem alle Chlamydienarten gleiche Antibiotikaempfindlichkeit aufwei-
sen, schrankt die gattungsspezifische Reaktivitat die Aussage nicht
ein.
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AuBer dem

fihren wir unter anderem

Chlamydien-IgM-rELISA medac
Kat.-Nr.: 485/TMB fiir 96 Bestimmungen

die folgenden Produkte:
Chlamydien-IgG-rELISA medac

Kat.-Nr.: 480/TMB fiir 96 Bestimmungen,
Chlamydien-IgA-rELISA medac

Kat.-Nr.: 490/TMB fir 96 Bestimmungen,
Chlamydia pneumoniae-IgG-sELISA medac
Kat.-Nr.: 430/TMB fir 96 Bestimmungen,
Chlamydia pneumoniae-IgA-sELISA medac
Kat.-Nr.: 431/TMB fiur 96 Bestimmungen,
Chlamydia pneumoniae-IgM-sELISA medac
Kat.-Nr.: 432/TMB fiir 96 Bestimmungen,
Chlamydia trachomatis-IgG-pELISA medac
Kat.-Nr.: 497/TMB fir 96 Bestimmungen,
Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac
Kat.-Nr.: 498/TMB fiur 96 Bestimmungen,
cHSP60-IgG-ELISA medac

Kat.-Nr.: 435 fir 96 Bestimmungen.
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TESTPRINZIP

Mit rekombinantem, Chlamydien-spe-
zifischem LPS-Fragment beschichte-
te Mikrotiterplatte.

Die Chlamydien-spezifischen LPS-
Antikdrper aus dem Patientenserum
binden an das Antigen.

Das Peroxidase-gekoppelte Anti-Hu-
man-IgM bindet an die IgM-Anti-
kdrper (P = Peroxidase).

Inkubation mit TMB-Substrat (*).
Stoppen der Reaktion mit Schwefel-
saure. Die Auswertung erfolgt pho-
tometrisch.

Testvorteile

q

Chemisch definiertes, Chlamydien-spezifisches Antigen.

9

Keine Infektiositat des Antigenmaterials.

& Die brechbaren Mikrotiterstreifen gewdhrleisten eine optimale
Testauslastung.

IS
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PACKUNGSINHALT
KAT.-NR.: 485/TMB

1. | MTP

Mikrotiterplatte: 12 Teststreifen a 8 Vertiefungen (mit Halterahmen
und Trockenmittelpappe im Aluminiumbeutel vakuumverschweiBt), brech-
bar, Rundboden, beschichtet mit Chlamydien-spezifischem, rekombinan-
tem LPS-Fragment und NBCS, gebrauchsfertig.

2. CONTROL | -

Negative Kontrolle: 2 Flaschchen a 0,75 ml, humanes Serum, ge-
brauchsfertig, blau gefarbt, enthalt NBCS, Phenol, ProClin™ 300 und
Gentamycinsulfat.

3. CONTROL | +
Positive Kontrolle: 2 Flaschchen a 0,75 ml, humanes Serum, ge-
brauchsfertig, blau gefarbt, enthalt BSA, Phenol, ProClin™ 300 und

Gentamycinsulfat.
4., WB
Waschpuffer: 1 Flasche a 100 ml, PBS/Tween (10 x), pH 7,2 - 7,4,

enthdalt ProClin™ 300.

5. BAC-DIL

Probenverdinnungspuffer: 1 Flasche a 110 ml, PBS/Tween/NBCS, pH 7,0
- 7,2, gebrauchsfertig, blau gefarbt, enthalt ProClin™ 300.

6. | CON

Konjugat: 4 Flaschchen a 5,0 ml, Ziege-Anti-Human-IgM-Antik&orper,
HRP-konjugiert, gebrauchsfertig, rot gefarbt, enthalt BSA, Phenol,
ProClin™ 300 und Gentamycinsulfat.

7. | TMB
TMB-Substrat: 1 Flaschchen a 10 ml, gebrauchsfertig.

8. | STOP
Stoppldsung: 2 Flaschchen a 14 ml, 0,5 M Schwefelsdure (H;SO4),
gebrauchsfertig.

9. RF-ABS

IgG/Rf-Absorbens: 1 Flaschchen a 4 ml, Ziege-Anti-Human-IgG-
Antiserum, gebrauchsfertig, enthalt Natriumazid < 0,1%.
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1. LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Material/Reagenz Zustand Lagerung Haltbarkeit
Testkit ungedffnet 2 - 8 °C bis Verfalldatum
Mikrotiterplatte gedffnet 2 - 8 °C

im Beutel mit

Trockenmittelpappe |6 Wochen
Kontrollen gedbffnet 2 - 8 °C 6 Wochen
Waschpuffer verdinnt 2 - 8 °C 6 Wochen
Probenverdinnungs- |gedffnet 2 - 8 °C 6 Wochen
puffer
Konjugat gedbffnet 2 - 8 °C 6 Wochen
TMB-Substrat gedffnet 2 - 8 °C 6 Wochen
Stoppldsung gedffnet 2 - 8 °C bis Verfalldatum
IgG/Rf-Absorbens gedbffnet 2 - 8 °C 6 Wochen

Die Reagenzien sind nach Ablauf des angegebenen Verfalldatums nicht mehr zu
verwenden.

2. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN

2.1. Agua ad iniectabilia (H,O bidest.). Die Verwendung von entioni-
siertem Wasser kann zu Storungen im Testsystem fihren.

2.2. Mikroliterpipetten fir entsprechende Volumina.

2.3. Saubere Glas- oder KunststoffgefdRe zum Verdinnen von Waschpuffer
und Proben.

2.4. Geeignete Vorrichtung zum Waschen der Mikrotiterplatte (z. B.
Multistepper oder ELISA-Waschgerat).

2.5. Inkubator fiur 37 °C.
2.6. Mikrotiterplatten-Photometer mit Filtern fir 450 nm und 620 - 650

nm.

3. ANSETZEN DER REAGENZIEN

Alle Kitkomponenten miissen vor Testansatz auf Raumtemperatur (RT) ge-
bracht werden.

Ermitteln Sie die Anzahl der bendtigten Mikrotitervertiefungen.
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3.1. Mikrotiterplatte
Der Aluminiumbeutel muB nach Jjeder Entnahme von Mikrotiterver-
tiefungen zusammen mit der Trockenmittelpappe wieder fest ver-
schlossen werden. Lagerung und Haltbarkeit der nicht verwendeten
Mikrotitervertiefungen siehe unter Punkt 1.

3.2. Waschpuffer
1 Teil Waschpuffer (10 x) wird mit 9 Teilen Aqua ad iniectabilia
angesetzt (z. B. 50 ml Waschpuffer (10 x) mit 450 ml Agua ad in-
iectabilia). Fir acht Vertiefungen werden 10 ml Waschpuffer be-
notigt.

Evtl. im Waschpuffer (10 x) vorhandene Kristalle sind vor dem An-
setzen durch Erwdrmen (max. 37 °C) und/oder Rithren bei RT in Lo&-
sung zu bringen.

Die testspezifischen Reagenzien (Mikrotiterplatte, Kontrollen, Konju-
gat) sind nicht mit denen anderer Chargen zu mischen. Im Gegensatz da-
zu sind Probenverdinnungspuffer, Waschpuffer, TMB-Substrat, IgG-Rf-
Absorbens und Stoppldsung fir alle Chlamydia- und Mycoplasma-ELISA me-
dac grundsatzlich austauschbar.

Reagenzien anderer Hersteller sind generell nicht einzusetzen.

Nur bei exakter Einhaltung der Arbeitsvorschrift werden valide und re-
produzierbare Ergebnisse erhalten.

4. UNTERSUCHUNGSMATERIAL

4.1. Der Test ist geeignet zur Untersuchung von Serum, Jjedoch nicht
fur Plasma.

4.2. Eine Vorbehandlung der Seren, wie z. B. Inaktivierung, ist
nicht erforderlich, sie sollten jedoch nicht mikrobiell konta-

miniert und frei von Humanerythrocyten sein.

4.3. Die Seren werden nach IgG/Rf-Absorption (s. 5.A.) in einer End-
verdinnung von 1:50 eingesetzt.

5. ARBEITSVORSCHRIFT

5.A. IgG/RF-ABSORPTION

Wichtig:

* Die Kontrollen sind gebrauchsfertig und werden nicht absor-
biert.

* Die im folgenden angegebenen Volumina gelten pro Einzelbestim-
mung.
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Serum: 10 pl Serum werden mit 240 pl Probenverdinnungspuffer
verdinnt (Verdinnung 1:25).

Absorption: 30 pl IgG/Rf-Absorbens und 30 pl verdinntes Serum
werden gemischt (Verdinnung 1:50) und 15 min bei RT inkubiert.

Alternative: Die Absorption kann auch iber Nacht bei 2 - 8 °C
durchgefihrt werden.

Die Testverdinnung ist nun 1:50.

TESTDURCHFUHRUNG

Die Verpackung der Mikrotiterplatte am ZIP-VerschluB offnen und
die erforderliche Anzahl Mikrotitervertiefungen entnehmen (s.
3.1.).

Die Mikrotitervertiefungen sind gebrauchsfertig wund missen
nicht vorgewaschen werden.

Fir die Ermittlung des Leerwertes in die Vertiefung Al 50 pl
Probenverdinnungspuffer pipettieren (s. 6.A.). AnschlieBend in
Doppelbestimmung Jjeweils 50 pl negative Kontrolle, dann in Ein-
fachbestimmung die positive Kontrolle (50 pl) sowie fortlaufend
auch in Einfachbestimmung die wverdinnten Patientenproben (50
Bnl) pipettieren.

Ggf. kann die Platte bis zur weiteren Bearbeitung in einer
feuchten Kammer fiir maximal 30 min bei 2 - 8 °C gelagert wer-

den.

Die Mikrotitervertiefungen 60 min (+ 5 min) bei 37 °C (£ 1 °C)
inkubieren (feuchte Kammer oder mit Folie abgeklebt).

Nach Inkubation die Mikrotitervertiefungen dreimal mit Jjeweils
200 pl WwWaschpuffer waschen. Darauf achten, daB alle Vertiefun-
gen beim Waschen gefiillt werden. Nach Beendigung des Waschvor-
ganges Mikrotitervertiefungen auf Filterpapier ausklopfen.

Nicht austrocknen lassen! Umgehend weiterverwenden!

Konjugat (rot gefarbt) in alle Vertiefungen pipettieren.

Beim manuellen Abarbeiten des Tests werden 50 pl Konjugat pro
Vertiefung pipettiert.
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Bitte beachten:

Beim Arbeiten mit automatisierten Geradtesystemen ist auf Grund
der hoheren Verdunstung in den Inkubationskammern die Zugabe
von 60 pl Konjugat pro Vertiefung zu programmieren.

Die grundsatzliche Eignung des Testes fiir die automatisierte
Abarbeitung konnte im Rahmen der Validierung gezeigt werden.
Dennoch empfehlen wir, die Kompatibilitdt mit dem zum Einsatz
kommenden Geratesystem zu verifizieren.

5.B.6. Erneut 60 min (+ 5 min) bei 37 °C (£ 1 °C) inkubieren (feuchte
Kammer oder mit Folie abgeklebt).

5.B.7. Nach Inkubation die Mikrotitervertiefungen erneut waschen (s.
5.B.4.).

5.B.8. 50 pl TMB-Substrat in Jjede Vertiefung pipettieren und 30 min
(+ 2 min) bei 37 °C (+ 1 °C) im Dunkeln inkubieren (feuchte
Kammer oder mit Folie abgeklebt). Positive Proben erscheinen
blau gefarbt.

5.B.9. Durch Zugabe von 100 pl Stoppldsung in jede Vertiefung wird die
Reaktion gestoppt. Es erfolgt ein Farbumschlag wvon blau nach
gelb.

Mikrotitervertiefungen vor photometrischer Messung von unten abwischen

und darauf achten, dass keine Luftblasen in den Vertiefungen vorhanden

sind!

Die Messung ist innerhalb von 15 min nach dem Stoppen durchzufiihren!
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5.C. TABELLE ZUR IgG/Rf-ABSORPTION

Angaben pro Bestimmung

10 pl Serum

+
240 pl Verdinnungspuffer
250 pl; Verd. 1:25

i

30 pl IgG/Rf-Absorbens
_I_
30 pl verdlinntes Serum
60 pl; Verd. 1:50

\

Vortexen

\

15 min bei Raumtemperatur

oder iUber Nacht bei 2 - 8 °C
inkubieren

Testverdlinnung 1:50
5.D. TABELLE ZUR ARBEITSVORSCHRIFT

Leerwert Negative Positive Probe

(A1) Kontrolle Kontrolle

Probenverdiinnungspuffer 50 pl - - -
Negative Kontrolle - 50 pl - -
Positive Kontrolle - - 50 pl -
Probe - - - 50 pl

60 min bei 37 °C inkubieren, 3 x mit 200 pl Waschpuffer waschen

Konjugat [50/60 pl *) [50/60 pl *) [50/60 ul *) [50/60 pl *)

60 min bei 37 °C inkubieren, 3 x mit 200 pl Waschpuffer waschen

TMB-Substrat | 50 pl | 50 pl | 50 pl 50 pl
30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubieren
Stoppldsung | 100 pl 100 pl | 100 pl | 100 pl
Photometrische Auswertung bei 450 nm (Ref. 620 - 650 nm)

*) manuelle/automatisierte Abarbeitung (s. 5.B.5.)
10 485-TMB-VPDEF/200804




TESTBEURTEILUNG (VALIDITAT)

Die photometrische Auswertung erfolgt bei einer Wellenlange von
450 nm (Referenzwellenlange 620 - 650 nm).

Die OD des Leerwertes (Vertiefung Al) wird von allen OD-Werten
subtrahiert.

Der OD-Wert des Leerwertes muB < 0,100 betragen.

Der OD-Mittelwert der negativen Kontrolle muB < 0,200 betragen.
Der OD-Wert der positiven Kontrolle mull > 0,800 betragen.
Cut-off = OD-Mittelwert der negativen Kontrolle + 0,370

Grenzbereich = Cut-off * 15%

6.B. AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE:

6.B. QUALITATIV
Ergebnis Bewertung
OD < Grenzbereich negativ
OD des Cut-off +/- 15% grenzwertig
OD > Grenzbereich positiv
6.B. QUANTITATIV

Bei dem Chlamydien-IgM-rELISA medac miUssen die Seren bei Wunsch nach
Endtiterbestimmung austitriert werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

KRITERIEN FUR SIGNIFIKANTE TITERANSTIEGE

11

Fir die Diagnostik gegenwdrtiger, frischer Infektionen, Reinfek-
tionen und Reaktivierungen (signifikante Titeranstiege) und Ab-
grenzung von persistierenden Infektionen (konstante AntikoOrper-
titer) empfehlen wir grundsédtzlich den Einsatz von Serumpaaren.
Sie sollten im Abstand von 10 - 14 Tagen gewonnen werden.
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Als Moglichkeit zur Beurteilung signifikanter Titeranstiege sind fol-
gende Kriterien beschrieben (Persson et al., Verkooyen et al.):

dreifacher oder groblerer Anstieg
spezifischer IgG- oder IgA-Antikdrpertiter
oder
zweifacher oder grobBerer Anstieg
spezifischer IgG- und IgA-AntikdOrpertiter
oder
zweifacher oder groBerer Anstieg
spezifischer IgM-AntikOrpertiter

6.C. SPEZIFISCHE IgM-INTERPRETATION
Mogliche Ergebnisse Interpretation
+ 1. Anzeichen einer akuten Infektion.
2. IgM im Graubereich; Moglichkeit eines
sehr frihen Stadiums einer akuten
+/- oder aber einer =zurilickliegenden 1In-

fektion. Uberpriifung des IgM nach 10
- 14 Tagen und Testung auf IgA und
IgG.

3. Negativ im Hinblick auf Anti-Chlamy-
- dien IgM-Antikdrper. Bei begrindetem
klinischen Verdacht Testung auf IgA
und IgG.

12

Die IgM-Testergebnisse sollten stets in Verbindung mit IgG
und/oder IgA und im Zusammenhang mit dem klinischen Bild der Pa-
tienten und weiteren diagnostischen Parametern interpretiert wer-
den.

Werte im Grenzbereich sollten kontrolliert werden, indem nach 14
Tagen eine zusadtzliche Patientenprobe entnommen wird, die zusam-
men mit der ersten Probe auf eine Titerbewegung untersucht wird.

Hohe Hamoglobin- und Bilirubinkonzentrationen im Serum beeinflus-
sen die Testergebnisse nicht.

In seltenen Fallen konnen hohe Lipidkonzentrationen im Serum zu
einer Verfadlschung der Ergebnisse fihren.

Kreuzreaktionen mit Antikdrpern gegen Parvovirus-Bl9 sind in Ein-
zelfdllen nicht auszuschlieRen.
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Hinweis:
Bei frischen,

akuten Chlamydieninfektionen kann der serologische Anti-

korperbefund trotz Klinik und positivem Erregernachweis negativ aus-

fallen.
regernachweises bzw.

14 Tagen auf Serokonversion zu testen.

7. LEISTUNGSMERKMALE

Die nachfolgenden Leistungsmerkmale wurden

schen Evaluierung ermittelt.

7.A. PRAVALENZEN

Bei Wunsch nach serologischer Bestatigung eines positiven Er-
einer Verlaufskontrolle empfehlen wir,

nach 10 -

im Rahmen der diagnosti-

Zur Ermittlung der LPS-Antikorper-Pravalenzen wurden Seren von ver-

schiedenen Patientenkollektiven

(Kultur-positive,

-negative STD-Pati-

enten, Prostituierte, infertile Frauen, infertile Méanner), Rheumapati-

enten, Patienten mit <chronisch, obstruktiven Atemwegserkrankungen

[COPD]) und Kontrollen (Schwangere, 2 Blutspenderkollektive) gemessen.
Probandengruppe Pravalenz

IgG IgA IgM

Kultur-positive STD-Patienten 67% 56% 14%
(medac-interne Untersuchungen) (88/132) (74/132) (18/132)
Kultur-negative STD-Patienten 33% 13% 2%
(medac-interne Untersuchungen) (41/125) (16/125) (3/125)
Prostituierte 86% 47% 25%
(Schmitz et al.) (255/295) (141/295) (63/295)
Infertile Frauen 75% 45% 10%
(Schmitz et al.) (62/83) (37/83) (8/83)
Infertile Manner 71% 35% 9%
(Schmitz et al.) (144/203) (71/203) (18/203)
Rheumapatienten 83% 63% 7%
(medac-interne Untersuchungen) (158/191) (120/191) (13/191)
COPD-Patienten 53% 32% 3%
(Verkooyen et al. 1997) (144/271) (88/271) (9/271)
Schwangere 32% 17% 8%
(medac-interne Untersuchungen) (62/192) (32/192) (16/192)
Blutspenderkollektiv 1 29% n.b.* n.b.*
(Verkooyen et al. 1998) (325/1104)

Blutspenderkollektiv 2 37% 13% 3%
(medac-interne Untersuchungen) (154/416) (54/416) (6/240)

*: n.b. = nicht bestimmt

13
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7.B. PRAZISION

Probe Intraassay-Varianz Probe Interassay-Varianz
(n = 11)
& OD S VK (%) n & OD S VK (%)
NK 0,046 0,003 6 24 NK 0,041 0,003 7
GW 0,639 0,017 3 24 GW 0,601 0,026 4
PK 1,534 0,040 3 24 PK 1,439 0,059 4
Nr. 1 0,446 0,018 4 24 Nr. 3 0,421 0,030 7
Nr. 2 0,986 0,030 3 24 Nr. 4 1,005 0,055 5
NK = negative Kontrolle; GW = schwach positive Kontrolle (im Kit nicht ent-

halten); PK = positive Kontrolle

ALLGEMEINE HANDHABUNGSHINWEISE

Reagenzienflaschen und deren Verschliisse nicht vertauschen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Sofort nach Gebrauch die Reagenzflaschen wieder fest verschlie-
Ben, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination zu vermeiden.

Nach Gebrauch sind die Reagenzien sofort wieder, entsprechend den
vorgeschriebenen Lagerungsbedingungen, 2zu lagern, um die angege-
bene Haltbarkeit zu gewadhrleisten.

Um Verwechslungen mit Reagenzien anderer Testsysteme oder Chargen
zu vermeiden, sollten alle Kitkomponenten einer Testpackung nach
dem Gebrauch zusammen in der Orginalpackung gelagert werden (sie-
he auch 3.).

SICHERHEITSHINWEISE

14

Die national verbindlichen Arbeitsschutzvorschriften sind zu be-
achten.

Die Reagenzien humanen Ursprungs wurden auf HBsAg, Anti-HIV 1/2
und Anti-HCV untersucht und fir nicht reaktiv befunden. Dennoch
sollten diese Reagenzien, wie auch Jjene, die Bestandteile tieri-
scher Herkunft enthalten (siehe Packungsinhalt), als potentiell
infektids behandelt werden, um das Risiko einer Ansteckung zu
vermeiden.
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ENTSORGUNGSHINWEISE

Die in diesem Produkt enthaltenen Chemikalien und Zubereitungen sowie
die bei der Anwendung dieses Produktes anfallenden Reste sind in der
Regel Abfalle, die einer ordnungsgemaBen Entsorgung zugefiihrt werden
mussen.

Die Entsorgung solcher Abfalle unterliegt den nationalen abfall-
rechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behorde oder Ab-

fallbeseitigungsunternehmen informieren iber die Entsorgung wvon Son-
derabfallen.

Ausgabedatum: 20.08.2004
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Chlamydia-IgM-rELISA medac

Recombinant enzyme immunoassay for the detection
of specific IgM antibodies to chlamydial LPS in human serum

Cat. no.: 485/TMB

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

Chlamydiae are gram-negative bacterial pathogens. They have an obli-
gate intracellular life cycle in mucosal surfaces, endothelial cells,
smooth muscle cells, and according to recent findings in certain tis-
sue structures of the central nervous system. Chlamydiae depend on e-
nergy-rich phosphates of their host cells and are therefore energy pa-
rasites.

The genus chlamydia comprises four species: C. pneumoniae, C. tracho-
matis, C. psittaci, and C. pecorum. C. pneumoniae and C. trachomatis
are obligate pathogens of humans. C. psittaci is pathogenic for humans
and a variety of animal species. To date, C. pecorum has been isolated
from animals only.

Chlamydia trachomatis is one of the most frequent sexually transmitted
pathogens worldwide. It causes infections of the urogenital tract and
the eye. In most cases C. trachomatis infections are asymptomatic.
This results in a variety of chronic diseases, which are sustained by
the ascended and persisting agents. The clinical pictures include:

In women endometritis, adnexitis, periappendicitis, perihepatitis, and
reactive arthritis. As a consequence of repeated adnexitis the tubes
occlude which results in sterility.

In men the pathogens may ascend to the epididymis (=2 epididymitis) and
into the prostate gland (2 prostatitis) after incomplete or unsuccess-
ful treatment of urethritis. A reduction of fertility has been discus-
sed in these cases. Furthermore, post-urethritic reactive arthritis is
known in men.

In newborns C. trachomatis can be transferred during delivery from the
infected birth channel to the infant and can cause neonatal conjuncti-
vitis and/or pneumonia.
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Chlamydia pneumoniae infections occur worldwide. In addition to flu-
like illness, the clinical picture includes sinusitis, pharyngitis,
bronchitis, chronic obstructive pulmonary disease, atypical pneumonia,
and reactive arthritis. A causal involvement in infection-conditioned
asthma, sarcoidosis, lung cancer, atherosclerosis, acute myocardial
infarction, stroke, multiple sclerosis, and late-onset of Alzheimer’s
disease has been discussed.

Chlamydia psittaci infects birds and mammals, which may transmit the
pathogen to humans (ornithosis). The resultant frequently severe pneu-
monias may lead to life-threatening conditions if no targetted antibi-
otic intervention is started rapidly.

The usual laboratory methods for the detection of chlamydia infections
include antigen and antibody determinations. The antigen detection
(IFA, ELISA, PCR, LCR) is of value for the diagnosis of peripherally
localized infections. In ascended courses of disease the detection of
the pathogen is limited and has to be complemented by serology. Sero-
logical methods include complement fixation test, IFA, MIF, genus- and
species-specific ELISA systems.

Chlamydiae contain as common immunodominant antigen the lipopolysac-
charide (LPS), to which the first immune reaction 1is directed. The
corresponding antibodies are already detectable within a few days af-
ter infection and, thus, allow early diagnosis. The use of paired sera
enables the discrimination of current infections, reinfections, and
reactivations (defined titer increases) from chronic persistent ones
(constant antibody titers). Because of the limited persistence of the
LPS antibodies after successful eradication of the pathogens, the dia-
gnosis of current infections is obviously not influenced by past in-
fections.

The Chlamydia-IgG-, IgA-, and IgM-rELISA medac are based upon a mole-
cularly defined, genetechnologically produced antigen. It is an exclu-
sively chlamydia-specific fragment from the LPS which has not been
found in any other bacterial LPS.

The comparison of sera from blood donors with sera from patients with
urogenital or respiratory infections has shown, that antibodies to
chlamydial LPS are detected more frequently in patients than in blood
donors.

As the reaction is genus-specific, the test result will not differen-
tiate betweeen the chlamydia species. However, as the clinical picture
already will hint to the suspected chlamydia species and additionally
all the chlamydiae show an equal sensitivity towards specific antibio-
tics, the genus-specific reactivity does not hamper the consequences.
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In addition to the Chlamydia-IgM-rELISA medac
Cat. no.: 485/TMB for 96 determinations,

we also distribute the following products:
Chlamydia-IgG-rELISA medac
Cat. no.: 480/TMB for 96 determinations,
Chlamydia-IgA-rELISA medac
Cat. no.: 490/TMB for 96 determinations,
Chlamydia pneumoniae IgG sELISA medac
Cat. no.: 430/TMB for 96 determinations,
Chlamydia pneumoniae IgA sELISA medac
Cat. no.: 431/TMB for 96 determinations,
Chlamydia pneumoniae IgM sELISA medac
Cat. no.: 432/TMB for 96 determinations,
Chlamydia trachomatis-IgG-pELISA medac
Cat. no.: 497/TMB for 96 determinations,
Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac
Cat. no.: 498/TMB for 96 determinations,
cHSP60-IgG-ELISA medac
Cat. no.: 435 for 96 determinations.
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TEST PRINCIPLE

The plate 1is coated with chlamy-
dia-specific LPS fragment.

The chlamydia-specific LPS antibo-
dies from the specimen bind to the
antigen.

Peroxidase-conjugated anti-human
IgM antibodies bind to the IgM an-
tibodies (P = peroxidase).

Incubation with TMB-substrate (*).
The reaction is stopped by the ad-
dition of sulfuric acid. The ab-
sorption is read photometrically.

Advantages of the test

@ Chemically defined,

@ Non-infectious antigen material.

chlamydia-specific antigen.

@& The breakable microwell strips permit efficient use of the test.
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KIT CONTENTS
Cat. no.: 485/TMB

1. | MTP

Microplate: 12 x 8 wells (with frame and desiccant wvacuum sealed
in aluminium bag), breakable, U-form, coated with chlamydia-spe-
cific, recombinant antigen and NBCS, ready to use.

2. CONTROL | -

Negative control: 2 vials with 0.75 ml each, human serum, ready to
use, stained blue, contains NBCS, phenol, ProClin™ 300 and genta-
mycin sulfate.

3. CONTROL | +

Positive control: 2 wvials with 0.75 ml each, human serum, ready to
use, stained blue, contains BSA, phenol, ProClin™ 300 and gentamy-
cin sulfate.

4. WB

Wash buffer: 1 bottle with 100 ml PBS/Tween (10 x), pH 7.2-7.4,
contains ProClin™ 300.

5. BAC-DIL

Sample diluent: 1 bottle with 110 ml PBS/Tween/NBCS, pH 7.0-7.2,
ready to use, stained blue, contains ProClin™ 300.

6. | CON

Conjugate: 4 wvials with 5.0 ml each, goat anti-human IgM, HRP-
conjugated, ready to use, stained red, contains BSA, phenol, Pro-
Clin™ 300 and gentamycin sulfate.

7. | TMB

TMB-substrate: 1 vial with 10 ml, ready to use.

8. | STOP

Stop solution: 2 wvials with 14 ml each, 0.5 M sulfuric acid
(H2SO4), ready to use.

9. | RF-ABS

IgG/Rf-absorbent: 1 vial with 4 ml, goat anti-human IgG antiserum,
ready to use, contains < 0.1% sodium azide.

20 485-TMB-VPDEF /200804



1. STORAGE AND STABILITY

MATERIAL/REAGENT STATE STORAGE STABILITY
Test kit unopened 2 - 8 °C until expiry date
Microplate opened 2 - 8 °C in
bag with de- 6 weeks
siccant
Controls opened 2 - 8 °C 6 weeks
Wash buffer diluted 2 - 8 °C 6 weeks
Sample diluent opened 2 - 8 °C 6 weeks
Conjugate opened 2 - 8 °C 6 weeks
TMB-substrate opened 2 - 8 °C 6 weeks
Stop solution opened 2 - 8 °C until expiry date
IgG/Rf-absorbent opened 2 -8 °C 6 weeks

Do not use the reagents after the expiry date.

Use of deionised water can

multistepper or

2. REAGENTS AND MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
2.1. Water for injection (H,O redist.).
disturb the test procedure.
2.2. Adjustable micropipettes.
2.3. Clean glass or plastic containers for dilution of Wash Buffer
and specimen.
2.4. Suitable device for microplate washing (e.qg.
ELISA washer).
2.5. Incubator for 37 °C.
2.6. Microplate reader with filters for 450 nm and 620 - 650 nm.
3. PREPARATION OF THE REAGENTS

Before starting the test procedure all kit components must be equili-

brated to room temperature

(RT) .

Calculate the number of wells required.

3.1.

Microplate

After each removal of wells the aluminium bag has to be tightly
resealed together with the desiccant. Storage and stability of
the wells are indicated under point 1.
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3.2. Wash buffer
Mix one volume of wash buffer (10 x) with nine volumes of water
for injection (e.g. 50 ml wash buffer (10 x) with 450 ml water).
10 ml of diluted wash buffer are needed for eight wells.

Crystals in the wash buffer (10 x) have to be dissolved by warm-
ing (max. 37 °C) and/or stirring at RT.

Do not mix test specific reagents (microplate, controls, conjugate)
from different kit 1lots. In contrast to that, sample diluent, wash
buffer, TMB-substrate, IgG/Rf-absorbent and stop solution are gener-
ally exchangeable in all Chlamydia-and Mycoplasma-ELISA medac.

Reagents from other manufacturers must not be used in general.

Valid and reproducible results are only obtained if the test proce-
dure is precisely followed.

4. SPECIMEN
4.1. The test is suitable for serum samples, but not for plasma.
4.2. Pretreatment of sera, e.g. inactivation, 1s not necessary.

However, they should neither be contaminated with microorgan-
isms nor contain red blood cells.

4.3. The sera are employed at a final dilution of 1:50 after IgG/Rf
absorption (see 5.A.).

5. TEST PROCEDURE

5.A. IgG/RF ABSORPTION

Attention:
* The controls are ready to use (no absorption necessary).
* The volumes indicated in the following are for single determi-

nations only.

5.A.1. Serum: 10 pl serum are diluted with 240 pl sample diluent (di-
lution 1:25).

5.A.2. Absorption: 30 pl IgG/Rf-absorbent and 30 pl diluted serum are
mixed (dilution 1:50) and incubated for 15 min at RT.

Alternative: The absorption can be performed overnight at
2 - 8 °C.

5.A.3 The test dilution is now 1:50.
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TEST PROCEDURE

.B.

.B.

Cut the aluminium bag above the zip fastener and take out the
required number of microplate wells (see 3.1.).

Microplate wells are ready to use and do not have to be
prewashed.

Pipette 50 pl of sample diluent into the well Al as blank (see
6.A.), each 50 pl of the negative control in duplicate, and
each 50 pl of the positive control and the diluted patients’
samples for single determinations.

If necessary, the microplate wells can be kept in a humid
chamber up to 30 min at 2 - 8 °C before proceeding.

Incubate the microplate wells for 60 min (£ 5 min) at 37 °C
(+ 1 °C) in a humid chamber or sealed with incubation cover
foil.

. After incubation wash the microplate wells three times with

each 200 pl wash buffer per well. Pay attention that all wells
are filled. After washing tap microplate wells on filter pa-
per.

Do not allow the wells to dry out! Proceed immediately!

. Add conjugate (coloured red) to each well.

50 pl of conjugate have to be pipetted into the wells if the
test is done manually.

Please note:

When working with automated instruments, 60 pl of conjugate
have to be pipetted into each well due to a higher evaporation
in the incubation chambers of the automates.

The principal suitability of the test for automation could be
shown during validation. Nevertheless we recommend to verify
the compatibility with the automate employed.

Incubate the microplate wells again for 60 min (£ 5 min) at
37 °C (£ 1 °C) in a humid chamber or sealed with incubation
cover foil.

. After incubation wash microplate wells again (see 5.B.4.).
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5.B.8. Add 50 pl of TMB-substrate to each well and incubate the mi-
croplate wells for 30 min (+ 2 min) at 37 °C (+ 1 °C) in a hu-
mid chamber or sealed with incubation cover foil in the dark.
Positive samples turn blue.

5.B.9. Stop the reaction by adding 100 pl of stop solution to each
well. Positive samples turn yellow.

Clean microplate wells from underneath before the photometric reading
and take care that there are no air bubbles in the wells.

The reading should be done within 15 min after adding the stop solu-
tion!

5.C. TABLE FOR THE IgG/Rf-ABSORPTION

Indication per determination

10 pl serum
+
240 pl sample diluent
250 pl; dil. 1:25

{

30 pl IgG/Rf-absorbent
+
30 pl diluted serum
60 pl; dil. 1:50

\J

Vortex

\

Incubate for 15 min at room
temperature or overnight
at 2 - 8 °C

\J

Test dilution 1:50
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5.D. TABLE FOR THE TEST PROCEDURE
Blank (Al) Negative Positive Sample
control control
Sample Diluent 50 nl - - -
Negative control - 50 pl - -
Positive control - - 50 pl -
Sample - - - 50 pl
Incubate for 60 min at 37 °C, wash 3 x with 200 pl wash buffer.
Conjugate [50/60 pl *) [50/60 pl *) [50/60 ul *) [50/60 pl *)
Incubate for 60 min at 37 °C, wash 3 x with 200 pl wash buffer.
TMB-substrate | 50 pl | 50 pl 50 pl 50 pl
Incubate for 30 min at 37 °C in the dark.
Stop solution | 100 p1 [ 100 pl 100 pl | 100 pl
Photometric reading at 450 nm (ref. 620 - 650 nm)

*) manual/automatic procedure

6.A. CALCULATION OF RESULTS (VALIDITY)

(see 5.B.5.)

* Read OD values at 450 nm

* Subtract the OD wvalue of the blank
lues.

(reference wavelength 620 -

(well Al)

650 nm) .

from all other OD va-

* The OD value of the blank has to be < 0.100.

* The mean OD value of the negative control has to be < 0.200.
* The OD value of the positive control has to be > 0.800.

* Cut-off =

mean OD value of the negative control + 0.370

* Grey zone = Cut-off * 15%
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EVALUATION OF RESULTS

6.B.1. QUALITATIVE
Result Valuation
OD < Grey zone negative
OD of Cut-off +/- 15% equivocal
OD > Grey zone positive
6.B.2. QUANTITATIVE
With the Chlamydia-IgM-rELISA medac the sera have to be titrated
if endtiter determination is desired.
6. INTERPRETATION OF THE RESULTS
6.C.1. CRITERIA FOR SIGNIFICANT TITER INCREASES
For the diagnosis of current, fresh infections, reinfections,
reactivations (significant titer increases) and dissociation
from persistent infections (constant antibody titers) we princi-
pally recommend the use of paired sera. They should be obtained
10 - 14 days apart.
The following criteria have been described as a possibility for
the assessment of significant titer increases (Persson et al.,
Verkooyen et al.):
Threefold or greater increase in
specific IgG or IgA antibody titers
or
twofold or greater increase in
specific IgG and IgA antibody titers
or
twofold or greater increase in
specific IgM antibody titers
26 485-TMB-VPDEF/200804



6.C.2. SPECIFIC IgM INTERPRETATION

Possible Results Interpretation
+ 1. Indication of acute infection.

2. IgM greyzone. Possibility of a very
early stage of acute or recent infec-
+/- tion. Retest IgM after 10 - 14 days

and test for IgA and IgG.
3. Negative with respect to anti-chlamy-
- dia IgM antibodies. In cases of
justified clinical suspicion test for

IgA and IgG.

* The IgM results should always be interpreted in connection with
IgG and/or IgA, the clinical picture and additional diagnostic
parameters.

* Samples with OD wvalues within the grey zone should be retested

together with a fresh specimen taken 14 days later in order to
determine a titer change.

* High concentrations of hemoglobin and of bilirubin in serum do
not have an influence on the results.

* Scarcely, high 1lipid concentrations in serum may influence the
test results.

* Cross-reactivities with antibodies to parvovirus-B1l9 cannot be
excluded in individual cases.

Comment:

In cases of fresh acute chlamydial infections the serological antibo-
dy results may be negative despite clinics and positive antigen de-
tection. If a serological confirmation of a positive antigen result
or if a follow-up is desired we recommend to test after 10 - 14 days
for seroconversion.
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7. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

We determined the following performance characteristics during the

diagnostic evaluation.

7.A. PREVALENCE

Sera from various patients cohorts
infertile females,

patients with chronic obstructive respirato-
2 blood donor co-

patients, prostitutes,
with rheumatic diseases,
ry diseases [COPD]),

and controls

(pregnant women,

(culture-positive,
infertile males,

-negative STD
patients

horts) were investigated for the determination of LPS antibody preva-
lence.
Cohorts Prevalence
IgG IgA IgM
Culture-positive STD patients 67% 56% 14%
(medac-internal investigations) (88/132) (74/132) (18/132)
Culture-negative STD patients 33% 13% 2%
(medac-internal investigations) (41/125) (16/125) (3/125)
Prostitutes 86% 47% 25%
(Schmitz et al.) (255/295) (141/295) (63/295)
Infertile females 75% 45% 10%
(Schmitz et al.) (62/83) (37/83) (8/83)
Infertile males 71% 35% 9%
(Schmitz et al.) (144/203) (71/203) (18/203)
Patients with rheumatic diseases 83% 63% 7%
(medac-internal investigations) (158/191) (120/191) (13/191)
COPD patients 53% 32% 3%
(Verkooyen et al. 1997) (144/271) (88/271) (9/271)
Pregnant women 32% 17% 8%
(medac-internal investigations) (62/192) (32/192) (16/192)
Blood donor group 1 29% n.d* n.d*
(Verkooyen et al. 1998) (325/1104)
Blood donor group 2 37% 13% 3%
(medac-internal investigations) (154/416) (54/416) (6/240)

*: n.d = not determined
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7.B. PRECISION

Sample Intra-assay variation Sample | Inter-assay variation
(n = 11)

mean OD SD CV (%) n mean OD SD CV (%)
NC 0.046 0.003 6 24 NC 0.041 0.003 7
BC 0.639 0.017 3 24 BC 0.601 0.026 4
PC 1.534 0.040 3 24 PC 1.439 0.059 4
N° 1 0.446 0.018 4 24 N° 3 0.421 0.030 7
N° 2 0.986 0.030 3 24 N° 4 1.005 0.055 5

NC = negative control; BC = weak positive control (not included in the kit);
PC = positive control

GENERAL HANDLING ADVICES

* Do not exchange the vials and their screw caps in order to avoid
cross contamination.

* The reagents have to be sealed immediately after use in oder to
avoid evaporation and microbial contamination.

* After use, the reagents have to be stored as indicated to guarantee
the shelf life.

* After use, all components of the testkit should be stored in the
orginal package, in order to avoid mixing up the reagents of other
test systems or lots (see also 3.).

HEALTH AND SAFETY INFORMATION

* The local occupational safety and health regulations have to be re-
garded.

* Reagents of human origin have been tested and found to be negative
for HBsAg, for antibodies to HIV-1/2 and to HCV. Nevertheless, it
is strongly recommended that these materials as well as those of
animal origin (see kit contents), should be handled as potentially
infectious and used with all necessary precautions.

DISPOSAL CONSIDERATIONS

Residues of chemicals and preparations are generally considered as
hazardous waste. The disposal of this kind of waste is regulated
through national and regional laws and regulations. Contact your lo-
cal authorities or waste management companies which will give advice
on how to dispose hazardous waste.

Date of issue: 20.08.2004
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Chlamydia-IgM-rELISA medac

Immunoessai enzymatique recombinant pour la détection des anticorps
spécifiques IgM anti-LPS du genre chlamydia dans le sérum humain

Réf.: 485/TMB

DESTINEE UNIQUEMENT AU DIAGNOSTIC IN VITRO

INTRODUCTION

Les chlamydiae sont des bactéries pathogénes gram négatives. Elles
ont un cycle vital intracellulaire obligatoire dans les couches su-
perficielles des muqueuses, dans les cellules endothéliales, dans les
cellules du muscle lisse et selon découvertes récentes dans certaines
structures tissulaires du systéme nerveux central. Les chlamydiae dé-
pendent des phosphates riches en énergie de leurs cellules hbtes et
sont par consequent appelés des parasites énergétiques.

Le genre chlamydia comprend quatre especes: C. pneumoniae, C. tracho-
matis, C. psittaci et C. pecorum. C. pneumoniae et C. trachomatis
sont des pathogenes de 1’homme uniquement. C. psittaci est pathogene
pour 1’homme et de nombreuses especes animales. Jusqu'a présent, C.
pecorum a été isolé uniquement chez les animaux.

Chlamydia trachomatis est 1’un des agents les plus fréquents, dans le
monde, causant des infections sexuellement transmissibles du tract
urogénital et de 1’eil. Dans la plupart des cas, les infections a C.
trachomatis sont asymptomatiques. Ceci entraine plusieurs maladies
chroniques entretenues par les agents ascendants et persistants. Les
tableaux cliniques incluent:

Chez la femme endométrite, adnexite, périappendicite, périhépatite et
arthrite réactive. La conséquence des adnexites répétées est une oc-
clusion tubaire avec pour résultat une stérilité.

Chez 1’homme les pathogénes peuvent envahir 1’épididyme (=2 épididymi-
tite) et la glande prostate (prostatite) apreés une uréthrite traitée
de maniere incompléte ou sans succés. Dans ce cadre aussi, une réduc-
tion de la fertilité a été discutée. De plus, de 1l'arthrite réactive
post uréthrite a été décrite.

Chez 1le nouveau-né C. trachomatis peut infecter 1’enfant pendant
1’ accouchement et peut causer une conjonctivite néonatale et/ou une
pneumonie.
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Chlamydia pneumoniae surviennent dans le monde entier. En plus de ma-
ladies de type grippal, le tableau clinique inclus la sinusite, 1la
pharyngite, la bronchite, 1la maladie chronique obstructive pulmo-
naire, la pneumonie atypique et 1’arthrite réactive. Une implication
causale des infections dans 1’asthme, la sarcoidose, le cancer pulmo-
naire, 1"atherosclérose, infarctus aigli du myocarde, 1"attaque
d’apoplexie, la sclérose multiple et 1’apparition tardive de la mala-
die d’Alzheimer ont été décrits.

Chlamydia psittaci infecte les oiseaux et les mammiferes qui peuvent
transmettre le pathogene a 1’homme (ornithose). Les pneumonies séve-
res qui en résultent peuvent mener a des conditions dangereuses pour
la survie si une intervention rapide par antibiotiques n’est pas com-
mencée.

Le diagnostic des infections a chlamydiae réside dans la détermina-
tion des antigenes et des anticorps. La détection antigenique (IFA,
ELISA, PCR, LCR) est importante pour le diagnostic des infections pé-
riphériques. Dans les cours ascendants de la maladie, la détection du
pathogene est limitée et doit étre completée par la sérologie. Les
méthodes sérologiques incluent le test de fixation de complement,
IFA, MIF, ELISA spécifiques de genre et d’espece.

Les chlamydiae contiennent comme antigene commun immunodominant le
lipopolysaccharide (LPS), contre lequel est dirigée la premiere réac-
tion immunitaire. Les anticorps correspondants sont déja détectables
quelques jours apres 1’infection et, de ce fait, permet un diagnostic
précoce. L’utilisation de paires de sera permet la discrimination des
infections courantes, des réinfections, des réactivations (augmenta-
tion definiée de titre) et des infections chroniques persistantes
(titres constants d’anticorps). A cause de la persistance limitée des
anticorps anti-LPS apres éradication réussie du pathogéene, le dia-
gnostic des infections courantes n’est, de maniere évidente, pas in-
fluencée par des infections anciennes.

Les Chlamydia-IgG-, IgA- et IgM-rELISA medac sont basés sur un anti-
géne de structure moléculaire définie, produit par technologie géné-
tique. Il s’agit d’un fragment LPS spécifique du genre chlamydia qui
n"a été trouvé dans aucun autre LPS bactérien.

La comparaison de sera de patients avec des infections génitales ou
respiratoires a chlamydia, avec ceux de donneurs de sang, montre gue
la présence d’anticorps anti-chlamydia LPS est détectée plus fréque-
ment chez les patients que chez les donneurs de sang.

La réaction étant spécifique de genre, le résultat ne va pas diffé-
rencier les especes de chlamydia; cependant, les symptdmes cliniques
vont déja orienter a 1l’espece de chlamydia suspectée et de plus tous
les chlamydiae montrent une sensibilité équivalente aux antibioti-
ques; la détection de genre n’aura pas de conségquences.
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En plus de Chlamydia-IgM-rELISA medac
Réf.: 485/TMB pour 96 déterminations

nous distribuons également les produits suivants:
Chlamydia-IgG-rELISA medac
Réf.: 480/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia-IgA-rELISA medac
Réf.: 490/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia pneumoniae—-IgG-sELISA medac
Réf.: 430/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia pneumoniae—-IgA-sELISA medac
Réf.: 431/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia pneumoniae—-IgM-sELISA medac
Réf.: 432/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia trachomatis-IgG-pELISA medac
Réf.: 497/TMB pour 96 déterminations,
Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac
Réf.: 498/TMB pour 96 déterminations,
cHSP60-IgG-ELISA medac
Réf.: 435 pour 96 déterminations.
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PRINCIPE DU DOSAGE

La plaque est revétue d’une
préparation antigenique de
fragments LPS spécifiques de
genre chlamydia.

Les anticorps spécifiques anti-
chlamydia-LPS présents dans
1”échantillon, wvont se lier a
1’antigéne.

Les anticorps anti-IgM humaines
conjugués a la peroxidase wvont
se lier aux anticorps IgM (P =

peroxidase) .

Incubation avec TMB-
substrat(*). La réaction est
arrétée par 1l’ajout d’acide
sulfurique. L"absorption est

lue par un spectrophotometre.

Avantages du dosage

® Structure chimiquement définie de 1’antigéne spécifique du genre
chlamydia.

® Matériel antigenique non infectieux.

® Micropuits sécables permettant 1l’utilisation optimale du kit.
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CONTENU DE LA TROUSSE

Ref.: 485/TMB

1.

34

MTP

Microplagque: 12 x 8 puits en U (avec support et dessicatif, dans
un sachet d’aluminium sous vide), sécables, revétus du fragment
recombinant de LPS, spécifique du genre chlamydia, et de serum de
veau nouveau-né, préts a l’emploi.

CONTROL | -

Contrdle négatif: 2 flacons de 0,75 ml chacun, contenant du sérum
humain; prét a 1l’emploi, couleur bleue, contient du sérum de veau
nouveau-né, du phénol, du ProClin™ 300 et du sulphate de gentami-
cine.

CONTROL | +

Contrdle positif: 2 flacons de 0,75 ml chacun, contenant du sérum
humain; prét a l1l’emploi, couleur bleue. Contient de la SAB, du phé-
nol, du ProClin™ 300 et du sulphate de gentamicine.

WB

Tampon de lavage: 1 flacon de 100 ml contenant un tampon PBS/Tween
(10 x), pH 7,2 - 7,4, contient du ProClin™ 300.

BAC-DIL

Diluant pour échantillons: 1 flacon de 110 ml contenant une solu-
tion tamponnée PBS/Tween/sérum de veau nouveau-né, pH 7,0 - 7,2,
préte a 1l’emploi, couleur bleue, contient du ProClin™ 300.

CON

Conjugué: 4 flacons de 5,0 ml chacun, contenant une solution
d’ immunoglobulines de chevre anti-IgM humaines conjuguées a de la
peroxydase du raifort (HRP), préte a l1l’emploi, couleur rouge, con-
tient de la SAB, du phénol, du ProClin™ 300 et du sulphate de gen-
tamicine.

TMB

TMB-substrat: 1 flacon de 10 ml de solution, préte a 1l’emploi.

STOP

Solution d’'arrét: 2 flacons de 14 ml chacun, contenant de 1’acide
sulfurique (H,SO4) 0,5 M, préte a 1l’emploi.

RF-ABS
Absorbant IgG/FR: 1 flacon de 4 ml, contenant des anticorps de

chevre anti-IgG humaines, prét a l’emploi, contient moins de 0,1%
d"azide de sodium.
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1. CONSERVATION ET STABILITE

Matériel / Réactifs |Etat Conservation Stabilité
Trousse non 2 - 8 °C jusqu’a date de pér-
ouvert emption
Microplaque ouvert 2 - 8 °C dans
le sachet avec
dessicatif. 6 semaines
Contrdles ouvert 2 - 8 °C 6 semaines
Tampon de lavage dilué 2 - 8 °C 6 semaines
Diluant pour échan- ouvert 2 - 8 °C 6 semaines
tillons
Conjugué ouvert 2 -8 °C 6 semaines
TMB-substrat ouvert 2 - 8 °C 6 semaines
Solution d’arrét ouvert |2 - 8 °C jusqu’a date de pér-
emption
Absorbant IgG/FR ouvert 2 - 8 °C 6 semaines

Ne pas utiliser les réactifs apres leur date de péremption.

2. REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

2.1. Eau pour injection ou bidistillée. L’utilisation d’eau désioni-
sée n'’est pas conseillée.

2.2. Micropipettes réglables.

2.3. Récipients propres en plastique ou en verre pour la dilution du
tampon de lavage et des sérums de patients.

2.4. Dispositif de lavage des microplaques (par exemple multistepper
ou ELISA washer).

2.5. Incubateur a 37 °C.

2.6. Lecteur de plagque avec filtres de 450 nm et 620 - 650 nm.

3. PREPARATION DES REACTIFS

Avant de démarrer la procédure de dosage, tous les composants de la
trousse doivent étre amenés a température ambiante.

Calculer le nombre de puits nécessaires.

485-TMB-VPDEF /200804 35




3.1. Microplaque
Le sachet d’aluminium avec le dessicatif doit étre soigneuse-
ment rescellé, apres avoir retiré les puits. La conservation
et la durée de vie des puits sont indiqués au point 1.

3.2. Tampon de lavage
Mélanger un volume de tampon de lavage (10 x) avec 9 volumes
d’eau pour injection ou bidistillée (par exemple 50 ml de tam-
pon de lavage (10 x) avec 450 ml d’eau). 10 ml de tampon dilué
sont nécessaires pour 8 puits.

Des cristaux peuvent se former dans la solution concentrée de
lavage (10 x). Dissoudre ces cristaux en chauffant (maximum
37 °C) et/ou en tournant, a température ambiante.

Ne pas mélanger 1les réactifs spécifiques du test (microplaque,
contrdles, conjugué) de différents lots. Par contre, le diluant pour
échantillons, le tampon de lavage, 1le substrat-TMB, 1' absorbant
IgG/RF et la solution d'arrét sont interchangeables dans tous les
Chlamydiae- et Mycoplasmes-ELISA medac.

Des réactifs d'autres fabricants ne peuvent pas étre utilisés.

Des résultats valides et reproductibles sont obtenus uniquement en
suivant strictement la notice d'emploi.

4. ECHANTILLONS

4.1. Le test est a utiliser avec des échantillons sériques, mais
pas avec des échantillons de plasma.

4.2. Le traitement préalable du sérum, ex. inactivation, n’est pas
nécessaire. Toutefois, il ne doit étre contaminé par des mic-
roorganismes ni contenir des érythrocytes.

4.3. Les échantillons sériques doivent étre a une dilution finale

de 1/50 apres 1’absorption des IgG/FR (voir 5.A.).

5. PROCEDURE DU DOSAGE

5.A. ABSORPTION DES IgG/FR

Attention:

bl Les contrdles sont préts a l’emploi (il n’est pas nécesaire
d’' effectuer une absorption).

* Les volumes suivants indiqués s’appliquent uniquement a des

déterminations simples.
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Sérum: Diluer 10 pl de sérum avec 240 pl de diluant pour
échantillons (dilution 1:25).

. Absorption: Mélanger 30 pl de solution absorbante IgG/FR et 30

pl de sérum dilué (dilution 1:50) et incuber pendant 15 min a
température ambiante.

Alternative: L’absorption peut étre réalisée pendant de toute
la nuit a 2 - 8 °C.

La dilution finale est 1:50.

REALISATION DU DOSAGE

.B.

.B.

.B.

Couper le sachet d’aluminium au-dessus du zip et extraire le
nombre des puits nécessaires (voir 3.1.).

Les puits sont préts a l1l’emploi et ne doivent pas étre pré-la-
vés.

Distribuer 50 upl de diluant pour échantillons dans le puits
blanc Al (voir 6.A.) et 50 pl de contrdéle négatif (en dou-
blets), de contrdle positif et d’échantillon de patient dilué
dans les puits respectifs.

Remarque: La plaque peut, a ce stade de 1la technique, étre
conservée dans une chambre humide 30 min a une température de
2 a 8 °c.

Incuber 1la microplaque pendant 60 min (+ 5 min) a 37 °c
(+ 1 °C) en chambre humide ou recouverte avec un couvercle
d'incubation.

. Apres incubation, laver les puits trois fois avec 200 ul de

Tampon de lavage par puits. Vérifier que tous les puits sont
bien remplis. Aprés lavage, tapoter délicatement les puits sur
du papier absorbant.

Ne pas laisser sécher les puits! Poursuivre immédiatement 1la
procédure!

Ajouter le conjugué (couleur rouge) dans chagque puits.

Distribuer 50 pl de conjugué dans les puits si la procédure
est réalisée manuellement.
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Attention:

Si la procédure est réalisée sur automate, il faut distribuer
60 pl de conjugué dans chaque |puits, en raison de
1’ évaporation élevée des chambres d’incubation des automates.

L’apitude principale d’automatiser le test pourrait étre mon-
trée pendant la validation. Néanmois, nous recommandons de vé-
rifier la compatibilité avec 1l’automate employé.

Incuber a nouveau la microplaque pendant 60 min (x 5 min) a 37

°C (£ 1°C) en chambre humide ou recouverte avec un couvercle
d’ incubation.

. Apres incubation, laver les puits de nouveau (voir 5.B.4.).

. Ajouter 50 pl de TMB-substrat dans chaque puits et incuber 1la

microplaque, pendant 30 min (+ 2 min) a 37 °C (£ 1 °C) en cham-
bre humide ou recouverte avec un couvercle d’incubation, dans
1’ obscurité. Les échantillons positifs deviennent bleus.

. Arréter la réaction en ajoutant 100 pl de solution d’arrét

dans chaque puits. Les échantillons positifs deviennent jau-
nes.

Bien nettoyer le dessous des puits avant la lecture photométrique et
vérifier 1’'absence de bulles d’air dans les puits.

La lecture doit étre effectuée dans les 15 minutes apres 1l’ajout de
la solution d’arrét!

38
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5.C. TABLEAU POUR L'ABSORPTION D'IgG/FR

Indication par détermination

10 pl sérum
+
240 pl diluant pour échantillons
250 pl ; dil. 1:25

{

30 pl IgG/FR-absorbant
+
30 pl sérum dilué
60 pl ; dil. 1:50

\

Vortexer

\

Incuber pendant 15 min. a tempé-
rature ambiante ou toute la nuit
a2 -8 °C

Dilution finale 1:50

5.D. TABLEAU DE DISTRIBUTION DES REACTIFS

Blanc (Al) Contrdle Contrdle Echantillon
négatif positif
Diluant pour échantillons 50 pl - - -
Contrdle négatif - 50 pl - -
Contrble positif - - 50 pl -
Echantillon - - - 50 npl

Incuber pendant 60 min & 37 °C, laver 3 x avec 200 pl de tampon de lavage

Conjugué | 50/60 pl* | 50/60 pl* | 50/60 pl* | 50/60 ul*

Incuber pendant 60 min & 37 °C, laver 3 x avec 200 pl de tampon de lavage

TMB-substrat 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Incuber pendant 30 min & 37 °C dans 1l’obscurité.

Solution d’arrét 100 pl | 100 pl 100 pl | 100 pl

Lecture photométrique a 450 nm (référence: 620 - 650 nm).

*: procédure manuelle/automatique (voir 5.B.5.).
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CALCUL DES RESULTATS (VALIDITE)

Lire les valeurs d’absorbance (D.0O.) a 450 nm (longueur d’onde
de référence 620 - 650 nm).

Soustraire la valeur D.O. du puits blanc (puits Al) de toutes
les autres valeurs de D.O.

La valeur D.O. du puits blanc doit étre inférieure a 0,100.

La valeur moyenne D.O. du contrdle négatif doit étre inférieure

a 0,200.

La valeur D.O. du contrdle positif doit étre supérieure a
0,800.

Valeur seuil (cut off) = valeur moyenne D.O. du contrdle néga-

tif + 0,370

Zone grise = valeur seuil * 15%.

EVALUATION DES RESULTATS

.1. QUALITATIVE

w

Résultat Interprétation
OD < zone grise négative
cut off +/- 15% douteux
OD > zone grise positive

.2. QUANTITATIVE

Avec le Chlamydia-IgM-rELISA medac les séra doivent étre titrés
si une détermination du titre final est désirée.

INTERPRETATION DES RESULTATS

.1. CRITERES POUR DES AUGMENTATIONS SIGNIFICATIVES DE TITRES

Pour le diagnostic d’infections courantes, récentes, réactiva-
tions (augmentations significatives de titre) et la différentia-
tion des infections persistantes (titres constants d’anticorps)
nous recommandons principalement 1’utilisation de paires de sé-
ra. Elles doivent é&tre obtenues avec un interval de 10 - 14
jours.

Les criteres suivants ont été décrits comme une possibilité pour
l’'estimation des augmentations de titres significatives (Persson
et al., Verkooyen et al.):
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Augmentation d’un factor trois ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgG ou IgA
ou
Augmentation d’un factor deux ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgG et IgA
ou
Augmentation d’un factor deux ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgM

6.C.2. INTERPRETATION SPECIFIQUE IgM

Résultats Possibles Interprétation

+ 1. Indication d’infection aigué.

2. Des IgM en zone grise. Possibilité

d’un stade trés précoce d’infection
+/- aigué. Doser de nouveau les IgM apres
10 - 14 Jjours et doser 1les IgG et
IgA.

3. Négatif wvis a vis des IgM anti-chla-
- mydia. Dans le cas de suspicion cli-
nique Jjustifiée, doser les IgA et
IgG.

* Chagque valeur IgM devrait étre interprétée en relation avec IgG
et/ou IgA, le tableau clinique et d’autres parametres de dia-
gnostic.

* Des échantillons qui ont des wvaleurs D.O. dans la zone grise
doivent étre dosés de nouveau avec des échantillons frais pré-
levés 14 Jjours apres, afin de pouvoir déterminer un changement
dans le titre d’anticorps.

* Des concentrations élevées d’hemoglobine et de bilirubine dans
le serum n’ont pas d’influence sur les resultats.

* Des hautes concentrations en lipides dans le sérum peuvent a
peine influencer les résultats du test.

* Dans certain cas, des réactions croisées avec des anticorps an-
ti-parvovirus B19 ne peuvent pas étre exclues.

Commentaire:

Dans le cas d’infections a chlamydia aigués récentes, le résultat des
anticorps sérologiques peut étre négatif, malgré le tableau clinique
et une détection positive d’antigénes. Si 1’on souhaite une confirma-
tion sérologique du résultat d’antigene positif ou un suivi, 1l est
conseillé de refaire le test apres 10 - 14 jours pour déterminer
1’existence d’une séroconversion.
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7. PERFORMANCE DU DOSAGE

Les caractéristiques des performances ont été déterminées pendant

1’évaluation diagnostique.

7.A. PREVALENCE

Des sera des différents cohortes de patients (cultures positives, né-
gatives de patients avec MST, prostituées, femmes infertiles, hommes
infertiles, patients avec maladies chroniques obstructives pulmonai-
res [COPD])et des contrdles (femmes enceintes, 2 cohortes de donneurs
de sang) ont été investiguées pour la détermination de la prévalence
des anticorps LPS.

Cohortes Prevalence

IgG IgA IgM
Patients MST cultures positives 67% 56% 14%
(études internes medac) (88/132) (74/132) (18/132)
Patients MST cultures négatives 33% 13% 2%
(études internes medac) (41/125) (16/125) (3/125)
Prostituées 86% 47% 25%
(Schmitz et al.) (255/295) (141/295) (63/295)
Femmes infertiles 75% 45% 10%
(Schmitz et al.) (62/83) (37/83) (8/83)
Hommes infertiles 71% 35% 9%
(Schmitz et al.) (144/203) (71/203) (18/203)
Patients avec maladies rheuma- 83% 63% 7%
toides (158/191) (120/191) (13/191)
(études internes medac)
Patients COPD 53% 32% 3%
(Verkooyen et al. 1997) (144/271) (88/271) (9/271)
Femmes enceintes 32% 17% 8%
(medac-internal investigations) (62/192) (32/192) (16/192)
Donneurs de sang groupe 1 29% n.d¥* n.d¥*
(Verkooyen et al. 1998) (325/1104)
Donneurs de sang groupe 2 37% 13% 3%
(études internes medac) (154/416) (54/416) (6/240)

*: n.d = non déterminé
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7.B. PRECISION

Echan- Variation Intra-essai Echan- | Variation Inter-essais
tillon tillon (n = 11)
DO E.T. cv n DO E.T. cv

moyenne (%) moyenne (%)
NC 0,046 0,003 6 24 NC 0,041 0,003 7
BC 0,639 0,017 3 24 BC 0,601 0,026 4
PC 1,534 0,040 3 24 PC 1,439 0,059 4
N° 1 0,446 0,018 4 24 N° 3 0,421 0,030 7
N° 2 0,986 0,030 3 24 N° 4 1,005 0,055 5
NC = contrdle négatif; BC = contrdle positif bas (non inclus dans la trous-
se); PC = contrdle positif

INDICATIONS GENERALES

* Ne pas échanger les flacons et leurs bouchons pour éviter les con-
taminations croisées.

* Les flacons des réactifs doivent étre refermés immédiatement apres
leur utilisation pour éviter 1l’évaporation et la contamination mi-
crobienne.

* Apres emploi, les réactifs doivent étre conservés comme indiqué
pour garantir leur durée de vie.

* Apres leur utilisation, conserver tous les composants de la trous-
se dans leur emballage d’origine, afin d’éviter le mélange des
réactifs concernant d’autres techniques de dosage ou d’autres lots
(voir aussi 3.).

PRECAUTIONS D’EMPLOI

* I1 faut appliquer la réglementation en vigueur en matieére de sécu-
rité et de santé.

* Les réactifs d’origine humaine ont été dosés et trouvés négatifs
en AgHBs, en anticorps anti-HIV 1/2 et anti-VHC. Néanmoins, 1l est
fortement conseillé de manipuler ces produits, ainsi que ceux
d’origine animale (voir contenu de la trousse), comme étant poten-
tiellement infectieux et de les utiliser avec les précautions né-
cessaires.

CONSEIL D’'ELIMINATION

Les résidus des produits chimiques et des préparations sont considé-
rés en général comme des déchets dangereux. L’élimination de ce type
de déchet doit se faire selon la réglementation en vigueur. Il faut
consulter les organismes agréés pour connaitre le moyen de se débar-
rasser des déchets.

Date de mise a jour: 20.08.2004
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