recomWell Chlamydia pneumoniae IgG
recomWell Chlamydia pneumoniae IgM
recomWell Chlamydia pneumoniae IgA

Gebrauchsanweisung (Deutsch)

1 Zweckbestimmung

Der recomWell Chlamydia pneumoniae IgG, IgM und IgA ist ein quali-
tativer (1gG, 1gA, IgM) bzw. quantitativer (IgG, IgA) In-vitro-Test zum
Nachweis und zur Identifizierung von 1gG-, IgM- oder IgA-Antikbrpern
gegen Chlamydia pneumoniae in humanem Serum oder Plasma. Beim
recomWell Chlamydia pneumoniae 1gG, IgM bzw. IgA handelt es sich
um einen indirekten ELISA. Der Test kann manuell und automatisiert
abgearbeitet werden.

2 Anwendungsbereich

Mit dem recomWell Chlamydia pneumoniae werden IgG-, IgM- und
IgA-Antikorper gegen Proteine der &uReren Membran des Erregers
Chlamydia pneumoniae nachgewiesen.

Infektionen mit dem Erreger werden aerogen Ubertragen und kénnen
zu Erkrankungen der oberen Atemwege, der Bronchien und der Lunge
fuhren. Auch der Zusammenhang mit anderen Erkrankungen wie z.B.
der koronaren Herzerkrankung (KHK) ist bekannt. Meist verlauft die In-
fektion mit Chlamydia pneumoniae asymptomatisch oder mit geringer
Symptomatik. Die Pravalenz des Erregers in der erwachsenen Bevdl-
kerung liegt bei ca. 50%.

IgM-Antikorper, gefolgt von IgA-Antikdrpern, treten innerhalb von 2 bis
4 Wochen, IgG-Antikdrper innerhalb von 6-8 Wochen nach Erstinfek-
tion auf. 1I9G- und IgA-Antikdrper kénnen auch bei Reinfektionen auf-
treten und fur lange Zeit persistieren.

Der recomWell Chlamydia pneumoniae kann zum Nachweis des Sero-
status oder zur Unterstiitzung der Diagnostik einer akuten Infektion ge-
nutzt werden.

3 Testprinzip

Die Mikrotiterplatten des Nachweistests sind mit einem aufgereinigten,
nativen Komplex von Proteinen der &uf3eren Membran von Chlamydia
pneumoniae Elementar- und Retikularkérperchen beschichtet.
Verdinnte Serum- oder Plasmaproben werden in den Kavitaten der
Mikrotiterplatten inkubiert, wobei sich spezifische Antikdrper an die Er-
regerantigene auf den Bodenflachen der Kavitaten anlagern.

Nicht gebundene Antikérper werden anschlieRend weggewaschen.

In einem zweiten Schritt werden anti-human Immunglobulin-Antikérper
(lgG, IgM bzw. IgA), die mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt sind, in
den Kavitaten inkubiert.

Nicht gebundene Konjugat-Antikdrper werden anschlieRend weggewa-
schen.

Mit einer durch die Peroxidase katalysierten Farbereaktion werden
spezifisch gebundene Antikrper nachgewiesen. Falls eine Antigen-
Antikorper-Reaktion stattgefunden hat, féarbt sich die Farbesubstratlo-
sung entsprechend der Menge der gebundenen anti-Chlamydia pneu-
moniae 1gG-, IgM- oder IgA- Antikorper. Die Intensitét der Farbung
kann mit Hilfe eines Photometers gemessen werden und erlaubt eine
Aussage uber die Konzentration der anti-Chlamydia pneumoniae-Anti-
korper in der Probe.

4 Reagenzien

4.1 Packungsinhalt

Die Reagenzien einer Packung reichen fir 96 Bestimmungen.
Jeder Reagenziensatz enthalt:

MIKROGEN

A G N O S T

recomWell Chlamydia pneumoniae IgG enthélt zusétzlich:

MTP 12x8 Kavitaten-Mikrotiterplatte (Riegel rot markiert)
Beschichtet mit spezifischen Chlamydia pneumoniae
Antigenen im Vakuum-Druckverschlussbeutel.

CONTROL] + | lgG] 450 pl Positive Kontrolle (Violette Verschlusskappe),

Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)

I CONTROL] £ [ 9G]

450 pl Cutoff Kontrolle (Gelbe Verschlusskappe),
Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)

CONTROL| - [ IgG 450 pl Negative Kontrolle (Weif3e Verschlusskappe),
humanes Serum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und

Oxypyrion (0,1%)

|

CONJ | IgG 500 pl Anti-human 1gG-Peroxidase-Konjugat aus Ziege,
Anti-Kaninchen 1gG-Peroxidase-Konjugat aus Schwein
(101-fach konzentriert, Rote Verschlusskappe)
Konservierungsmittel: Thimerosal (<0,02%), MIT

(<0,01%) und Chlorazetamid (<0,1%)

-
[9)

comWell Chlamydia pneumoniae IgM enthélt zusatzlich:

12x8 Kavitaten-Mikrotiterplatte (Riegel griin markiert)
Beschichtet mit spezifischen Chlamydia pneumoniae
Antigenen im Vakuum-Druckverschlussbeutel.

[CONTROL] + | igM] 450 pl Positive Kontrolle (Schwarze Verschlusskappe),
Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)

CONTROL| % | IgM] 450 pl Cutoff Kontrolle (Farblose Verschlusskappe),
Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)

CONTROL] - | IgM] 450 pl Negative Kontrolle (Weif3e Verschlusskappe),
humanes Serum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)

CONJ | IgM| 500 pl Anti-human IgM-Peroxidase-Konjugat aus Ziege,

Anti-Kaninchen 1gG-Peroxidase-Konjugat aus Schwein
(101-fach konzentriert, Griine Verschlusskappe),
Konservierungsmittel: Thimerosal (<0,02%), MIT
(<0,01%) und Chlorazetamid (<0,1%)

recomWell Chlamydia pneumoniae IgA enthalt zusatzlich:
12x8 Kavitaten-Mikrotiterplatte (Riegel blau markiert)

Beschichtet mit spezifischen Chlamydia pneumoniae
Antigenen im Vakuum-Druckverschlussbeutel.

100 ml Waschpuffer (zehnfach konzentriert)
Enthalt Phosphat-Puffer, NaCl, Detergenz.
Konservierungsmittel: MIT (0,01%) und Oxypyrion (0,1%)

125 ml Verdiinnungspuffer (gebrauchsfertig)
Enthalt Protein, Detergenz und blauen Farbstoff.
Konservierungsmittel: MIT (0,01%) und Oxypyrion (0,1%)

12 ml Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
(gebrauchsfertig)

12 ml Stopplésung 24,9% Phosphorséaure (HsPO4)
(gebrauchsfertig)

1 Gebrauchsanweisung

1 Auswertebogen

[TAPE] 2 Stiick Abdeckfolien
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CONTROL] + [ 1gA | 450 pl Positive Kontrolle (Braune Verschlusskappe),
Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)
450 pl Cutoff Kontrolle (Orange Verschlusskappe),
Kaninchenserum, Konservierungsmittel: MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)
450 pl Negative Kontrolle (WeiRe Verschlusskappe),
humanes Serum, Konservierungsmittel:MIT (0,1%) und
Oxypyrion (0,1%)
CONJ1gA] 500 pl Anti-human IgA-Peroxidase-Konjugat aus Ziege,
Anti-Kaninchen 1gG-Peroxidase-Konjugat aus Schwein
(101-fach konzentriert, Blaue Verschlusskappe),
Konservierungsmittel: Thimerosal (<0,02%), MIT
(<0,01%) und Chlorazetamid (<0,1%)
4.2 Zusatzlich bendtigte Reagenzien, Materialien und Geréte
e Deionisiertes Wasser
e Testrohrchen
e Vortex-Mixer oder andere Rotatoren
e 8-Kanalpipette oder Washer mit Pumpe
e Saubere Messzylinder, 50 ml und 1000 ml
e Mikropipetten mit Einwegspitzen, 10 pl und 1000 pl
e 10 ml Pipette oder Dispenser
e Inkubationsschrank 37°C
e Mikrotiterplatten-Photometer
e Timer
e Einweg-Schutzhandschuhe
o Abfallbehalter fur Biogefahrstoffe
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recomWell Chlamydia pneumoniae 1gG, IgM, IgA
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5 Haltbarkeitsdauer und Handhabung

Reagenzien vor und nach Gebrauch bei +2°C bis +8°C lagern,

nicht einfrieren.

¢  Vor Testbeginn alle Bestandteile fur mindestens 30 Minuten auf
Raumtemperatur (+18°C bis +25°C) temperieren.

¢ Die Komponenten Verdiunnungspuffer, Waschpuffer, Substrat und
Stopploésung flr die recomWell-Teste kdnnen parameter- und
chargenubergreifend eingesetzt werden. Dabei ist die Haltbarkeit
dieser Komponenten zu beachten.

¢ Die Kontrollseren und Konjugate sind chargengebunden und dur-
fen nicht parameter- oder chargenubergreifend eingesetzt werden.

¢ Vor Gebrauch die konzentrierten Konjugate, Kontrollen und Pati-
entenproben gut durchmischen. Schaumbildung vermeiden.

¢ Alle MIKROGEN Mikrotiterplatten sind mit Break-a-part-Riegeln

ausgestattet.

Die Abdeckfolien sind fur den einmaligen Gebrauch bestimmt.

Die Packungen tragen ein Verfallsdatum, nach dessen Erreichen

keine Qualitatsgarantie mehr tbernommen werden kann.

¢  Kitkomponenten wahrend der gesamten Testdurchfiihrung vor di-
rektem Sonnenlicht schiitzen. Insbesondere die Substratlésung
(TMB) ist lichtempfindlich.

¢ Der Test ist nur von geschultem und autorisiertem Fachpersonal
durchzufuhren.

4 Bei substanziellen Anderungen am Produkt bzw. der Anwendungs-
vorschrift durch den Anwender kann die Anwendung auf3erhalb
der von MIKROGEN vorgegebenen Zweckbestimmung liegen.

¢  Kreuzkontamination der Patientenproben oder Konjugate kann zu
falschen Testergebnissen fuhren. Fligen Sie Patientenproben und
Konjugatlésung sorgféltig zu. Achten Sie darauf, dass Inkubations-
I6sungen nicht in andere Kavitaten verschleppt werden.

¢  Automatisierung ist moglich, nahere Informationen erhalten Sie
von MIKROGEN.

&

6 Warnungen und Sicherheitsvorkehrungen

Nur fur die In-vitro-Diagnostik verwenden.

Séamtliche Blutprodukte missen als potenziell infektios behandelt

werden.

4  Die Mikrotiterkavitaten wurden mit inaktivierten Ganzzelllysat-,
bakteriellen oder viralen Antigenen beschichtet.

¢ Nach der Zugabe von Patienten- oder Kontrollmaterial miissen die
Mikrotiterkavitaten als potenziell infektios betrachtet und entspre-
chend behandelt werden.

¢  FUr die Herstellung von Kontrollmaterial wird Blut von Spendern
verwendet, bei denen keine Antikdrper gegen HIV 1/2, HCV und
kein HBs-Antigen nachgewiesen wurden. Da trotzdem eine Infek-
tion nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, muss das
Kontrollmaterial mit der gleichen Sorgfalt behandelt werden wie
eine Patientenprobe.

¢ Wahrend des gesamten Testverfahrens missen geeignete Ein-
weg-Handschuhe getragen werden.

¢ Die Konjugate sowie Wasch- und Verdinnungspuffer enthalten die
antimikrobiellen Mittel und Konservierungsstoffe Thimerosal, MIT
(Methylisothiazolon), Oxypyrion und Chlorazetamid. Eine Beriih-
rung mit der Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

¢ Phosphorséaure ist reizend. Kontakt mit Haut und Schleimh&uten
unbedingt vermeiden.

¢  Alle verworfenen Flussigkeiten miissen gesammelt werden. Alle
Sammelbehélter mussen geeignete Desinfektionsmittel zur Inakti-
vierung humanpathogener Erreger enthalten. Sémtliche Reagen-
zien und Materialien, die mit potenziell infektidsen Proben in Be-
ruhrung kommen, missen mit geeigneten Desinfektionsmitteln be-
handelt oder entsprechend den Hygienevorschriften entsorgt wer-
den. Die Konzentrationsangaben und Inkubationszeiten der Her-
steller miissen beachtet werden.

4  Mikrotiterkavitaten nur einmal verwenden.

¢ Ersetzen oder mischen Sie die Reagenzien nicht mit Reagenzien
anderer Hersteller.

4 Vor Durchfiihrung des Tests die gesamte Gebrauchsanweisung

durchlesen und sorgfaltig befolgen. Abweichungen vom in der Ge-
brauchsanweisung aufgefuhrten Testprotokoll kdnnen zu fehlerhaf-
ten Ergebnissen fiihren.

7 Probenentnahme und Vorbereitung

7.1 Probenmaterial

Das Probenmaterial kann Serum oder Plasma (EDTA, Citrat, Heparin,
CPD) sein, das nach Entnahme mdoglichst rasch vom Blutkuchen ge-
trennt werden muss, um eine Hamolyse zu vermeiden. Eine mikrobi-
elle Kontamination der Probe ist unbedingt zu vermeiden. Unlésliche
Stoffe sind vor der Inkubation aus der Probe zu entfernen.
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Die Verwendung von hitzeinaktivierten, ikterischen, hdmolytischen, lip-
amischen oder trilben Proben wird nicht empfohlen.

Achtung!

Sollen die Bestimmungen nicht sofort erfolgen, kann das Proben-
material bis zu 2 Wochen bei +2°C bis +8°C aufbewahrt werden.
Eine langere Lagerung der Proben ist durch Aufbewahrung

bei -20°C oder tiefer méglich. Ein wiederholtes Einfrieren und Auf-
tauen der Proben wird wegen der Gefahr fehlerhafter Resultate
nicht empfohlen. Mehr als 3 Tiefgefrier- und Auftau-Zyklen sollten
vermieden werden.

7.2 Herstellung der Losungen

Die Nachweisreagenzien reichen fur 96 Bestimmungen. Die unten ge-
nannten Mengenangaben beziehen sich jeweils auf die Bearbeitung
von einem Mikrotiterplattenstreifen mit 8 Kavitaten. Bei der Verwen-
dung von mehreren Mikrotiterplattenstreifen gleichzeitig missen die
angegebenen Mengen jeweils mit der Anzahl der verwendeten Mikroti-
terplattenstreifen multipliziert werden. Geréatespezifisches Totvolumen
muss bericksichtigt werden. Verdinnungspuffer, Substrat- und Stopp-
lI6sung sind gebrauchsfertig.

7.2.1 Herstellung des Waschpuffers

Das Waschpuffer-Konzentrat wird 1 + 9 mit H,O deion. verdiinnt. Pro
Mikrotiterplattenstreifen mit 8 Kavitaten werden 5 ml Konzentrat mit
45 ml H,O deion. gemischt. Der gebrauchsfertige Waschpuffer kann
vier Wochen bei +2°C - +8°C oder eine Woche bei Raumtemperatur
gelagert werden.

7.2.2 Herstellung der Konjugatlésung

Pro Mikrotiterplattenstreifen mit 8 Kavitaten wird 1 ml Verdiinnungspuf-
fer mit je 10 pl IgG-Peroxidase-Konjugat (Rote Verschlusskappe) oder
10 pl IgM-Peroxidase-Konjugat (Griine Verschlusskappe) oder 10 pl
IgA-Peroxidase-Konjugat (Blaue Verschlusskappe) in einem sauberen
Gefal versetzt und gut gemischt (Verdiinnung 1 + 100). Die Konjugat-
l6sung ist kurz vor Gebrauch herzustellen, eine Lagerung der ge-
brauchsfertigen Konjugatlésung ist nicht méglich.

8 Testverfahren

Nr.

Durchfiilhrung

Anmerkung

1

Alle Reagenzien vor Testbeginn fur
mindestens 30 Minuten auf +18°C
bis +25°C (Raumtemperatur) tempe-
rieren.

Zur Vermeidung von Kondenswas-
serbildung in der Mikrotiterplatte
muss diese im verschlossenen
Beutel auf Raumtemperatur ge-
bracht werden. Nach der Entnahme
der bendétigten Riegel soll die Platte
im Beutel wieder verschlossen und
im Kihlschrank gelagert werden.
Vor Gebrauch die Kontrollseren und
Patientenproben sowie die kon-
zentrierten Konjugate gut durchmi-
schen und soweit mdglich anschlie-
Bend kurz abzentrifugieren, um die
Flussigkeit am Boden der GefalRe
zu sammeln.

Proben und Kontrollen vorbereiten
Zu je 1 ml Verdunnungspuffer 10 pl
Probe bzw. Kontrolle pipettieren und
gut mischen (Verdiinnung 1 + 100).

Die Verdunnung der Proben und
Kontrollen muss immer unmittel-
bar vor der Testdurchfuhrung er-
folgen.

Bei jedem Testansatz missen alle
Kontrollen mitgefiihrt werden, die
ebenso wie die Patientenproben
verdunnt werden.

Probeninkubation

100 pl verdunnte Probe bzw. ver-
diinnte Kontrolle pro Kavitéat pipettie-
ren und 1 Stunde bei +37°C inkubie-
ren.

Von der Negativkontrolle, Positiv-
kontrolle und den Patientenproben
mindestens einen Wert anlegen.
Die Cutoff-Kontrolle muss doppelt
angelegt werden. Vorzugsweise je
eine Cutoff-Kontrolle am Anfang der
Serie und am Ende der Serie pipet-
tieren. Mikrotiterplatte bei manueller
Abarbeitung sorgféltig mit unge-
brauchter Abdeckfolie abkleben. In-
kubationsschrank +37°C verwen-
den.
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4 Waschen Es wird empfohlen, diesen Schritt
mit einem entsprechenden ELISA-
Waschgerét durchzufuhren. Es ist
unbedingt darauf zu achten, dass
der Waschpuffer zwischen den
Waschschritten vollstéandig entfernt
wird.

a) | Abdeckfolie vorsichtig abziehen.

b) | Kavitéaten vollsténdig leeren. Absaugen oder ausschitten und

ausklopfen.

c) | Kavitaten mit je 300 pl gebrauchsfer- | Waschschritte 8.4b und 8.4c insge-
tigem Waschpuffer fiillen (siehe samt viermal durchfuhren.

7.2.1) > 8.4b

5 Inkubation mit Konjugat Die Mikrotiterplatte wird bei manuel-
100 pl verdunnte Konjugatlésung ler Abarbeitung sorgféltig mit unge-
(siehe 7.2.2) zugeben und 30 Minu- | brauchter Abdeckfolie abgeklebt.
ten bei +37°C inkubieren.

6 Waschen (siehe 8.4b und 8.4c) Waschschritte insgesamt viermal

durchfihren.

7 Substratreaktion Abkleben der Platte ist nicht erfor-
100 pl gebrauchsfertige Substratlé- | derlich. Vor direkter Sonnenein-
sung pro Kavitat pipettieren und strahlung schitzen.

30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren. Die Zeit wird ab Pipettie-
ren der ersten Kavitét gerechnet.

8 Abstoppen der Reaktion Vor Zugabe der Stopplésung wird
100 pl gebrauchsfertige Stopplésung | die Substratldsung nicht entfernt!
pro Kavitét hinzu pipettieren. Dasselbe Pipettierschema wie beim

Pipettieren der Substratldsung ein-
halten.

9 Messung der Extinktionen Der Nullabgleich erfolgt gegen Lulft.
Die Extinktionen der einzelnen Kavi- | Die Messung muss innerhalb von
taten werden in einem Mikrotiterplat- | 60 Minuten nach Abstoppen der
ten-Photometer bei 450 nm und der | Reaktion erfolgen.
Referenzwellenlange 620 nm (620
bis 650 nm zuléssig) gemessen.

Achtung!

Inkubationslésungen dirfen nicht in andere Kavitaten verschleppt werden.

Insbesondere beim Abziehen und Anbringen der Abdeckfolie sind Spritzer

zu vermeiden.

9 Ergebnisse

9.1 Auswertung

Cutoff (Grenzwert) = Von den Extinktionswerten der beiden Cutoff-
Kontrollen (am Anfang und am Ende der Serie) wird der Mittelwert ge-
bildet.

9.1.1 Qualitative Auswertung

Graubereich untere Grenze = Cutoff
obere Grenze = Cutoff + 20% (Cutoff x 1,2)

Negativ Proben mit Extinktionswerten unterhalb des Graubereiches

Grenzwertig Proben mit Extinktionswerten im Graubereich

Positiv Proben mit Extinktionswerten oberhalb des Graubereiches

9.1.2 Quantitative Auswertung

Den Extinktionswerten wird mit Hilfe einer Formel die entsprechende
Antikorperaktivitat in Units pro ml zugeordnet. Bei der Messeinheit
U/ml handelt es sich um eine arbitrére Einheit, die keine direkten
Ruckschlusse auf (internationale) Referenzwerte erlaubt.

U/ml Probe (Extinktion Probe / Extinktion Cutoff) x 20

untere Grenze = 20 U/ml

Graubereich =
obere Grenze = 24 U/ml

Negativ U/ml Probe < 20

Grenzwertig 20 < U/ml Probe < 24

Positiv U/ml Probe > 24

Proben mit grenzwertigem Testergebnis sollten innerhalb von zwei bis
vier Wochen erneut getestet werden. Sind sie nach dem zweiten Test
wiederum grenzwertig, empfiehlt es sich nach einiger Zeit eine weitere
Probe zu nehmen und zu testen.

Die Linearitat des Tests konnte bei der Evaluierung innerhalb des fol-
genden Messbereiches nachgewiesen werden:

IgG: 20 U/ml bis 65 U/ml (R?= 0,95)

IgA: 20 U/ml bis 56 U/ml (R?= 0,95)

IgM: kein Serum > 35 U/ml unter 1000 Pneumonie-Verdachtsseren der
Leistungsbewertung gefunden; keine Linearitatsermittlung moglich.

Bei einer Extinktion = 3,0 oder bei einem Messwert oberhalb dieses li-
nearen Bereiches, sollte entweder das Resultat fur IgG mit > 65 U/ml
oder fir IgA mit > 56 U/ml angegeben werden oder die Probe verdiinnt
und erneut getestet werden. Wir empfehlen zunéachst eine Endverdin-
nung von 1:500 und ggf. weitere Verdinnungsschritte.
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9.1.3 Validierung - Qualitatskontrolle

Der Test ist unter folgenden Bedingungen auswertbar:

e Die einzelnen Extinktionswerte der Doppelbestimmung der Cutoff-
Kontrolle weichen nicht mehr als 20% von ihrem Mittelwert ab.

e Extinktion negative Kontrolle < 0,150

e Extinktion Cutoff-Kontrolle — Extinktion negative Kontrolle = 0,050
(ECutoff - Eneg. Kontr. 2 0,050)

e Extinktion positive Kontrolle > Extinktion Cutoff-Kontrolle
(Epos. Kontr. > ECquff)

Die Kontrollen dienen der Validierung der Testergebnisse gemaf die-
sem Kapitel. Die Bestimmung spezifischer Antikorper relativ zur Cutoff-
Kontrolle in U/ml erhdht die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, da
durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen mit einbezogen
werden. Eine Auswertung der positiven Kontrolle und der negativen
Kontrolle ist fur die Validierung des Tests nicht notwendig. Bei Bedarf
kann sie jedoch zum Zweck der internen Qualitatskontrolle durchge-
fuhrt werden. In diesem Fall sollten die Ergebnisse in dem im Analy-
senzertifikat oder auf dem Etikett ausgewiesenen Zielwertbereich lie-
gen.

9.2 Testinterpretation

Méogliche Ergebnisse
IgM IgA 19G

Interpretation

Serologischer Hinweis auf eine akute In-

* * * fektion.

Serologischer Hinweis auf eine akute In-
fektion. Uberpriifung des 1gG-Status
nach zwei bis vier Wochen.

Serologischer Hinweis auf eine akute In-
fektion.

Serologischer Hinweis auf eine akute In-
fektion.

Serologischer Hinweis auf ein frihes In-
fektionsstadium. Uberprifung des IgM,
IgA und IgG nach zwei bis vier Wochen.

Serologischer Hinweis auf ein frihes In-
fektionsstadium oder solitar persistieren-
des IgA. Uberpriifung des IgM, IgA und
1gG nach zwei bis vier Wochen.

Serologischer Hinweis auf eine zuriicklie-
gende oder bestehende Infektion. Bei kli-
nischem Verdacht nach zwei bis vier Wo-
chen auf IgA und IgG Uberprifen.

Kein serologischer Hinweis auf eine be-
stehende oder abgelaufene Infektion. Bei
klinischem Verdacht nach zwei bis vier
Wochen auf IgM, IgA und I1gG tberprii-
fen.

Eine akute Chlamydia pneumoniae-Infektion ist wahrscheinlich, wenn
der IgG-Titer im Verlauf der Infektion deutlich ansteigt.

10 Grenzen der Methode, Einschrankungen

e Serologische Testergebnisse sind immer in Zusammenhang mit
dem klinischen Bild zu sehen. Therapeutische Konsequenzen der
serologischen Befundung sind im Zusammenhang mit den Klini-
schen Daten zu ziehen.

e Ein negatives Ergebnis schlie3t die Moglichkeit einer Chlamydia
pneumoniae-Infektion nicht aus. Bei klinischem Verdacht auf eine
Infektion mit Chlamydia pneumoniae und negativem serologischen
Befund sollte nach 2 Wochen eine weitere Probenentnahme und
Testung erfolgen.

e [Falsch negative Ergebnisse kénnen auftreten, wenn die Serumpro-
ben sehr friih nach einer Infektion gewonnen worden sind.

e Ein positives recomWell Chlamydia pneumoniae-Testresultat be-
deutet nicht in jedem Fall, dass ein aktives Krankheitsgeschehen
vorliegt.

e Zur Diagnose einer Chlamydia pneumoniae-Infektion sind neben
den Labormesswerten in jedem Fall auch das klinische Bild und
ggf. die Anamnese mit einzubeziehen.

e Fur die Beurteilung des Chlamydia pneumoniae-Immunstatus soll-
ten immer die Ergebnisse des IgM-, IgA- und IgG-Nachweises zu-
sammen betrachtet werden.

e Wir empfehlen generell, positive und grenzwertige ELISA-Resul-
tate in einem Bestéatigungstest nachzuprifen.
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11 Leistungsmerkmale
11.1  Seropravalenz von Chlamydia pneumoniae-Antikdpern bei
Blutspendern

recomWell recomWell recomWell
n = 200 Chlamyd_ia Chlamyd_ia Chlamyd_ia
pneumoniae pneumoniae pneumoniae
19G IgA IgM

positiv 69 5 0
grenzwertig 10 4 0
negativ 121 191 200
Seropravalenz 39,5% 4,5% 0%
(positiv und
grenzwertig)

Herkunft der Proben: Bayerisches Rotes Kreuz

11.2  Diagnostische Leistung (positive und negative Uberein-
stimmung mit MIF (MI, MC Phoon 2011)

1gG:

Ein Routinekollektiv von 81 Verdachtsseren fiir atypische Pneumonie

wurde mit einem kommerziellen MicrolmmunFluoreszenz-Test (MIF 1gG)

analysiert und als Referenz fir die Testentwicklung des recomWell

Chlamydia pneumoniae herangezogen (Bewertung MIF >=1:32 =positiv

und <1:32 =negativ, nach Empfehlung des Konsiliarlabors fir Chlamy-

dien); positive Proben n=42, negative Proben n=39.

Positive und Grenz- recomwell Bestatigung von Kommer- | Kommer-
wertige (%) - recomWell IgG - !
Chlamydia P ziell er- ziell er-
; positiven Befun- i i
_ pneumoniae ) . héltlicher | héltlicher
n=42 nach MIF-Test (IgG) den mit recomLine Test A TestB
(1gG)>=1:32 9 (IgG)
Egse'rtg’iﬁsﬂmmung 83,3% 73,8% 97,6% | 100%
Negative (%) recomWell Bestatigung von
Chlamydia recomWell IgG Ver- Ver-
n=39 nach MIE-Test | pneumoniae positiven Befun- | gleichs- | gleichs-
(IgG)<1:32 (IgG) den mit recomLine | testA test B
S 9 (IgG)
Eﬁgfé'i‘r’}‘;immung 74,4% 92,3% 436% | 46,2%

IgA:

Analysiert wurde ein Serenkollektiv von Patienten, die mit unterschiedli-
chen Diagnosen in Krankenh&user eingeliefert wurden und bei denen eine
atypische Pneumonie als Zufallsbefund festgestellt wurde (IgA positive
n=16 mit MIF-Test (IgA) >= ++; IgG positiv und gleichzeitig IgA negativ
n=13 mit MIF-Test (IgA) < ++). Bei einem Teil dieser Patienten wurde
eine bakterielle Pneumonie durch die radiologische Untersuchung besta-
tigt.

Es wurden zwei Kontrollkollektive in die Testevaluierung einbezogen.
Kollektiv 1: negative Kontrollgruppe (n=26, MIF < ++, Klinikum Jena);
Kollektiv 2: potenziell kreuzreagierende Kontrollgruppe (n=3, Chlamy-
dia trachomatis 1gG-positiv im MIF-Test, Chlamydia pneumoniae MIF-
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b) Kreuzreaktionen: Potenzielle Interferenzen von Antikérpern gegen
EBV konnen selten auftreten. Potenzielle Interferenzen durch andere
Konditionen, die auf eine atypische Aktivitat des Immunsystems zu-
ruckzufuhren sind (antinukleare Autoantikrper, Schwangerschaft)
kénnen weitestgehend ausgeschlossen werden. Ausnahme: Selten
kann eine Interferenz mit Rheumafaktor zu falsch positiven Ergebnis-
sen im recomWell Chlamydia pneumoniae IgG fiihren.

Gelegentlich kdnnen auch Chlamydia trachomatis IgG positive Seren falsch
positive Ergebnisse im recomWell Chlamydia pneumoniae IgG zeigen.

Fur die Bestimmung der analytischen Spezifitdt gegentiber potenziell inter-

ferierenden Antikdrpern wurden folgende Seren herangezogen:

Blutspender (n=200)

— Seren von Patienten mit Pneumonie, vermutlich verursacht durch
Mycoplasma pneumoniae, IgM-positiv (n=10)

— Chlamydia trachomatis IgG-positive Seren (n=20)

— Chlamydia trachomatis IgG- und IgA-positive Seren (n=10)

— Rheumafaktor-positive Seren (n=50)

— EBV-IgM-positive Seren (akute EBV-Infektion) (n=29)

— lkterische Seren (n=9)

— Lipadmische Seren (n=10)

Positivitét recomWell kommerziell kommerziell
(positive und Chlamydia erhéltlicher erhéltlicher
grenzwertige) pneumoniae Vergleichstest A Vergleichstest B

in %
19G IgA | IgM | 1gG IgA | IgM | 1gG | IgA | IgM
(Bn'ggsg(gf)“dEf 95| 45| 0 | 74 | 38| 1 | 63 |545]| 7
Mycoplasma
:’g”;f’g‘;::;je' 30 | o 0o | 40 | 30 | 20| 40 | 30 | 40
(n=10)**
Chlamydia
trachomatis
1gG- (n=20) 73,3 | 3,3 0 83,3 | 33,3 0 86,7 | 60 6,7
bzw. 19G,IgA-
positiv (n=10)***
nge”nm(iz"gg;r' 56 | 22 | 4 [ng*|ng |ng| 76| 70| 12
EBV-Seren
IgM-positiv 414 | 34 | 24,1 | 483 | 345|276 |51,7| 60 | 96,6
(n:29)~k*~k*
'(l;tfg)“hesere” 889|11,1| o | 100 |556| 0 | 100 | 77,8 100
rLéﬁa(r:':Sf(:‘)e S 170 | 20| o |9 |9 | o |9 |100]| 20

* nicht geprift

** mit einem kommerziell erhaltlichen Mycoplasma pneumoniae ELISA gepriift
*** mit dem recomLine Chlamydia gepruft

**% mit dem recomLine EBV gepruft

11.4  Prazision

Test (IgG) <1:32 und gleichzeitig MIF-Test (IgA) negativ).

recomWell Chlamydia
pneumoniae IgA

Chlamydia pneumo-
niae — seronegativ
nach MIF-Test (IgA)

Chlamydia pneumo-
niae — seropositiv
nach MIF-Test (IgA)

recomWell recomWell recomWell
Chlamydia pneu- | Chlamydia pneu- | Chlamydia pneu-
moniae IgG moniae IgA moniae IgM
Intra-Assay- VK < 6,1% VK < 9,9% VK < 5,3%
Varianz*
Inter-Assay- VK < 5,2% VK < 10,4% VK < 8,2%
Varianz**

* Drei positive oder grenzwertige Patientenproben wurden auf je 10, 11 oder 12

< ++ >= 4+
n=42 (13 +26 +3) n=16
Positive Ubereinstim- o
mung - 87,5%
Negative Ubereinstim- 0
mung 83,3% -

Fir IgM konnte keine Sensitivitat ermittelt werden, da klinisch defi-
nierte IgM-positive Seren nicht zur Verfligung standen.

11.3  Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat wird definiert als die Eignung des Tests, den
Analyten genau zu bestimmen bei Vorhandensein von potenziellen In-
terferenz-Faktoren in der Proben-Matrix oder Kreuzreaktionen mit po-
tenziell interferierenden Antikdrpern.

a) Interferenzen: Kontrollstudien Uber potenziell interferierende Fakto-
ren haben gezeigt, dass die Leistung des Tests nicht durch Antikoa-
gulanzien (Natriumzitrat, EDTA, Heparin, CPD) beeinflusst wird. Inter-
ferenzen durch Lipamie oder Bilirubindmie der Probe kdnnen in einzel-
nen Féllen auftreten.
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Kavitaten in diagonaler Anordnung auf einer Mikrotiterplatte getestet. Der Varia-
tionskoeffizient (VK) wurde fir die U/ml der Proben errechnet.

** Drei positive oder grenzwertige Patientenproben unterschiedlicher Extinktio-
nen wurden an drei verschiedenen Tagen als Vierfachbestimmung untersucht.
Der Variationskoeffizient (VK) wurde fiir die U/ml der Proben errechnet.
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Auf Anforderung senden wir Ihnen gerne weiterfihrende Literatur zur
Chlamydia-Diagnostik zu.

13 Erlauterung der Symbole
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Inhalt ist ausreichend fir <n> Anséatze
Anzahl der Ansatze

WASHBUF [10 X] Waschpuffer (zehnfach konzentriert)
DILUBUF Verdinnungspuffer

TMB Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin
SOl Stopplésung
TAPE Abdeckfolie

Mikrotiterplatte

CONTROL]| + | 19G Positive Kontrolle 1gG

CONTROL] | IgG Cutoff Kontrolle 1IgG

CONTROL[ - [19G Negative Kontrolle 1gG

o

CONJ | Ig IgG-Peroxidase-Konjugat

CONTROL] + [ IgM] Positive Kontrolle IgM
CONTROL] * T IgM] Cutoff Kontrolle IgM
Negative Kontrolle IgM
IgM-Peroxidase-Konjugat
CONTROL] + [ 19A] Positive Kontrolle IgA
CONTROL| £ ] IgA | Cutoff Kontrolle IgA
[CONTROL] - TigA] Negative Kontrolle IgA
[CONJTIgA] IgA-Peroxidase-Konjugat

TV, Zielwert und/oder Zielwertbereich in U/ml

EVALFORM Auswertebogen

Gebrauchsanweisung

Gebrauchsanweisung beachten

Inhalt, enthalt

In-vitro-Diagnostikum

Chargen-/Versionsnummer
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