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SeroELISA™ Chlamydia IgA

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
pro stanoveni protilatek IgA proti Chlamydiim
v lidském séru.

Testovaci souprava pro 96 stanoveni.
(Katalogové €. 113-01)

Skladujte pfi 2 — 8°C. Nezmrazujte.
Pouze pro profesionalni pouziti
Pouze pro In Vitro stanoveni.

Dovazi: GALI spol. s r.o.
Libstat 314, 512 03
Tel. 481 689 050
Fax. 481 689 051

E-mail: info@agali.cz

Vyrabi: Savyon Diagnostics Ltd.
3 Habosem St. Ashdod 7761003
ISRAEL
Tel. +972.8.8562920
Fax. +972.8.8523176
E-mail: support@savyondiagnostics.com

Pouziti

Tento test se pouziva pro stanoveni specifickych IgA
protilatek proti Chlamydiim ve vzorku lidského séra metodou
ELISA.

Pro In Vitro diagnostické ucely.

Uvod

Chlamydie jsou gram-negativni, intracelularni parazitujici
bakterie, které u savcl zplUsobuji akutni a chronicka
onemocnéni. Vyskytuji se ¢tyfi druhy: Ch. trachomatis, Ch.
pneumoniae, Ch. psittaci a Ch pecorum.

Ch. trachomatis je rozdélena do 15 sérotypl(1). Serotypy A,
B, Ba a C se poji strachomem (2). Serotypy Li- Lz jsou
odpovédny za infekéni venerickou chorobu postihujici
lymfatickou tkan. D az Kse poji se sexualné prenosnymi
infekénimi onemocnénimi: cervicitida, endometritida,
salpingitida (3) u Zen a zanét mocovodu (4) u Zen i u muzd.
Endometritida/salpingitida muze vést ktubalni okluzi
s vysokym rizikem mimodélozniho téhotenstvi a infertility.
Genitalni infekce mlze byt pfi€inou akutni nebo pretrvavajici
infekce, nékdy bez jakychkoli klinickych pfiznakd. Pokud se
onemocnéni diagnostikuje, je lécCitelné. Bez I|éCby toto
onemocnéni postupuje a mize byt pFic¢inou chronickych
zanétl vedoucich kinfertilité, mimodéloznimu téhotenstvi,
umélym  potratim, pfedéasnym  porodim.  Mimoto,
novorozenec nakazené matky miZe byt infikovan bé&hem
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porodu, coZ mulze byt pfiGinou zanétu ocni spojivky nebo
pneumonie (5).

Ch. pneumoniae je dulezity respiracni patogen, byva
nalezena asi u 10 % starSich dospélych s ,community
acquired” pneumonii. Ch. pneumoniae je asociovana
s infekcemi hornich a dolnich cest dychacich, pneumonii,
astmatem, bronchitidou, faryngitidou, vyskytem srpkovitych
erytrocytll, koronarnim srde¢nim onemocnénim a Guillain-
Barre syndromem (6).

Ch. psittaci jsou primarnimi patogeny raznych druhl
zivoc€icht. Meékkysi, ptaci, savci, mohou byt ddvodem
nékterych pfipadd pneumonii.

Sero-diagnostické  testy, které pouzivaji  specifické
imunologické znaceni, slouzi jako neinvazivni diagnosticky
nastroj pfi identifikaci infekci (7).

Bylo zjisténo, Ze specifické IgA protilatky proti Chlamydii jsou
spolehlivym markerem primarni, chronické a opakované
infekce (8). Bylo zjiSténo, Ze anti-Chlamydia IgA protilatky
jsou detekovatelné na diagnostické hodnoté u pacientld s
negonokokovou uretritidou (NGU) (9), u Zzen s akutni
salpingitdou a  mechanickou infertilitou  (10), pfi
mimodéloznim téhotenstvi, prostatitidé, epididymitidé, zanétu
spojivek, u Reiterova syndromu (10) a pneumonitidé.

Sero ELISA Chlamydia test vyuziva L, serovar (Siroce
reaktivni antigen Ch. trachomatis), ktery stanovuje protilatky
Ch.trachomatis, Ch.psittaci a Ch.pneumoniae (TWAR).

Princip testu.

e Vprvnim kroku se lidské sérum prenese na
mikrotitraéni desti¢ku. Specificka protilatka pfitomna
v séru pacienta se navaze na antigen navdzany na
mikrodesticce a vytvofi se komplex antigen-
protilatka. Jestlize testované sérum neobsahuje
protilatku pro tento druh antigenu, nevznikne
komplex a vSechny komponenty séra jsou vymyty v
promyvaci fazi testu.

e Vdruhém kroku se pfidava kfenova peroxidaza
(HRP) konjugovanéa s anti-lidskou IgA (a-specificky
fetézec) protilatkou. Jestlize v prvnim kroku vznikl
komplex antigen-protilatka, HRP znacena protilatka
se navaze na protilatku a vytvofi komplex. Jestlize
se vprvnim kroku nevytvofil komplex antigen-
protilatka, je konjugat vymyt v promyvacim kroku.

e Ve tfetim kroku je do jamek pfidavan chromogenni
substrat, ktery pfi pozitivni enzymatické reakci
vytvofi modré zbarveni. Enzymatickd reakce je
ukoncena stop ¢inidlem (1M H2SOy).

Absorbance se méfi pfi 450nm. Vysledkem testu je
titr 1IgA anti-Chlamydia protilatek ve vzorku séra
pacienta.
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Piehled krokt

1. Chlamydiovy + Sérum positivni na IgA
Antigen Anti-Chlamydia (Ab1)
navazany na pevné
fazi (Ag)
Vv

AgAb; komplex

2. AgAb; komplex +  HRP konjugovany

Anti-lidské IgA (Abyz)
AgAb;Ab; komplex

3. AgAbi1Ab, +  TMB-Substrate

komplex
Vv
Modry roztok
¥ € Chromogen Stop roztok

Zluty roztok
(Méfeni absorbance pfi 450nm)

Upozornéni

e Chlamydiovy antigenni material byl inaktivovan a
nemél by obsahovat detekovatelné Zivé organismy.
PFesto s timto materidlem zachazejte jako s moznym
biologicky nebezpecnym laboratornim materialem.
Opatfeni: Slozky lidského séra v testovacich
soupravach jsou testovany metodami schvélenymi
FDA a neobsahuji povrchovy antigen Hepatitidy B
(HbsAg) a protilatku k viru HIV. Pfesto zachazejte se
slozkami lidského séra a se vzorky séra pacienta
jako s biologicky nebezpecnym materialem.

e Roztok chromogenniho substratu pusobi drazdivé na
pokozku a mukdézni membrany. Vyvarujte se
pfimého kontaktu.

e Pouze pro in-vitro diagnostické pouziti!

Soucasti kitu

1. mikrodesticka (8x12 jamek v
potazena antigenem Chlamydie

ramecku), 12 stripd,
1
2. Pozitivni kontrola (lidské sérum pozitivni na IgA protilatky
proti Chlamydiim); v pracovni koncentraci
1 lahvicka, 2.0ml
3. Nizce pozitivni kontrola (lidské sérum nizko pozitivni na
IgA protilatky proti Chlamydiim), v pracovni koncentraci
1 lahvicka, 2.0ml
4. Negativni kontrola (lidské sérum negativni na IgA
protilatky proti Chlamydiim), v pracovni koncentraci
1 lahvicka, 2.0ml
5. HRP-konjugat pfipraven k pouziti anti-lidské IgA (o-
fetézec specificky), v pracovni koncentraci
1 lahvicka, 10ml
6. Roztok na fedéni vzorku sér, v pracovni koncentraci
2 lahvicka, 60ml
7. Promyvaci pufr (Concentrated Wash Buffer); 20x
koncentrovany
1 lahvicka, 100ml
8. TMB substrat, v pracovni koncentraci
1 lahvicka, 16ml
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9. Stop roztok (1M H2S0.), v pracovni koncentraci

1 lahvi¢ka, 16ml
10. félie na prikryti desticky 1
11. navod 1

Potiebny material, nedodavany v soupravé

1. naprosto Cisté zkumavky pro Fedéni séra
pacienta

2. vhodné mikropipety nebo multi-kanalové pipety
(5-50, 50-200 a 200-1000 pl) a $picky

3. plastové pipety na jedno pouziti (rlznych

rozmérd) a bezpecnostni pipetovaci nastavec

4. jednolitrova volumetricka lahev

5. 50 ml volumetricky valec

6. promyva¢ ELISA desticek nebo promyvaci
nadoba

7. filtracni papir

8. vortexové michadlo

9. vodni lazen svickem (37+ 1°C) nebo mizna
komora umisténa v inkubéatoru (37+ 1°C)

10. reader s filtrem 450 nm pro méfeni mikrodesti¢ek

11. destilovana nebo dvakrat deionizovana voda pro
fedéni promyvaciho pufru (Wash Buffer)

Uchovavani a trvanlivost reagencii

VSechen dodany materidl musi byt uchovavan pfi teploté 2-
8°C. P¥i této teploté zlistavaji testovaci reagencie stabilni po
dobu exspirace vyznaené na obalu. Ponechate-li originalné
zabalené nebo zaplombované sloZky v okolni teploté po dobu
nékolika hodin, nedojde k poSkozeni reagencii.

NEMRAZTE !!!

Trvanlivost oteviené soupravy je 60 dni ode dne otevieni.
Lahvicky s otevienou hlinikovou folii zalepujte lepici paskou a
pridejte balicek se susidlem.

Odbér vzorku

Vzorky sér by mély byt odebirany asepticky a uchovavany pfi
teploté 2-8°C sroztokem 0,05% azidu sodného (NaNs)
pouzivate-li vzorky po dobu nékolika dni. Pro delSi dobu
pouziti uchovavejte potfebné mnozstvi séra pfi —20 °C. Kalné
vzorky nebo vzorky s hemolytickym sérem mohou poskytovat
méné reprodukovatelné vysledky. Proto pouzivejte vzdy Ciré a
nehemolytické vzorky.

Pracovni postup

Poznamky:

a) Vzdy pouzivejte slozky jen z jedné jediné testovaci
soupravy. Nemichejte testovaci soupravy s rdznou
Sarzi nebo od jiného vyrobce.

b) Reagencie ponechte pfed pouzitim vytemperovat
pfi laboratorni teploté. Redidla sér a konjugat
v chladu gelovati, k odstranéni gelu mizeme
¢inidla zahfat na dobu nékolika minut na 37°C.
Koncentrovany promyvaci pufr pfi teploté 2-8°C
muze tvofit krystalky soli, ty odstranime zahfatim
na 37°C pred fedénim.

c) Test neprovadéjte v pfitomnosti par kyselin, zdsad
nebo aldehydu , které mohou ovlivnit enzymovou
aktivitu HRP konjugétu s anti-human IgA.



d) Nedotykejte se povrchu mikrodestiCky. Pfi
pridavani reagencii do jamek dbejte, aby nedoslo
ke kontaktu Spi¢ky se sténou jamky.

e) Pouzivejte vhodné pipetovaci Spicky. Vyvarujte se
kontaminace jednotlivych reagencii.

f)  Lehkym klepnutim na sténu desticky sklepnéte
pfidavany roztok.

g) Vyvarujte se vzniku vzduchovych bublin v jamkach.

h) Pfidavejte kapaliny pomalu, aby nedoSlo
k vystfiknuti.

i) S kazdou sérii méfeni sér by meéla byt sou¢asné
proméfena pozitivni, nizko pozitivni a negativni
kontrola.

) Jedna jamka testu je vZdy uréena pro stanoveni
hodnoty blanku pfi kazdém provedeni testu.

k)  VSechny kroky by mély byt provadény postupné a
bez preruseni.

Pracovni postup - Ruéni

Aplikacni listy pro automatické zpracovani jsou na
vyzadani

A) Promyvani stripu
Promyti stripti pfed zacatkem testovani je mozné, ale neni
nutné. Pokud budete strip promyvat, musi byt pred
pouZzitim vysuSen. Jestlize mate automaticky ELISA
promyvac, postupujte nasledovné:

1. Vyndejte potfebné mnozstvi strip z hlinikové félie a vlozte
je do ramec¢ku mikrodesticky.

2. Zredte koncentrovany roztok promyvaciho pufru (Wash

Buffer) v poméru 1:20 destilovanou vodou.
Napf. pro jeden strip pfipravte 100 ml promyvaciho pufru
(5 ml Concentrate Wash Buffer a 95 ml destilované vody).
Kruzte mirné po dobu 20 min. Potfebné mnozstvi roztoku
si pfipravte pfedem a zbytek vylijte.

3. Naplite kazdou z jamek roztokem promyvaciho pufru do
poloviny jamky.

4. Nechejte namocené po dobu 2 min, poté obsah wylijte a
postup opakujte jesté 2x.

5. Vysuste jednotlivé stripy jemnym poklepanim na Cistém
filtracnim papiru. Dokonalé promyti jamek po inkubaci je
zarukou spravného vysledku. V jamkach nesmi zistat
zbytky promyvaciho roztoku.

B) Inkubace vzorki sér a kontrol.

6. Kazdé sérum pacienta zfedte fedicim roztokem (Serum
Diluent) v poméru 1: 64 nasledovné:
1:16 - 10 ul séra pacienta prfidejte ke 150 pul fediciho
roztoku (Serum Diluent)
1:64 - 30 pl roztoku (fedéni 1:16) pfidejte k 90 ul Fediciho
roztoku (Serum Diluent)
KONTROLY JSOU V PRACOVNI
NEREDTE JE Il!

7. Odpipetujte 50 ul pozitivni, nizko pozitivni a negativni
kontroly a vzorku séra (fedéného 1:64) do pfisluSnych
jamek testovaciho stripu. Odpipetujte 50 ul roztoku Serum
Diluent do jamky uréené pro hodnotu blanku. Pipetovani
vzorku sér a kontrol nesmi prekrocit dobu 10 min.

8. Prikryjte desticku fdélii a inkubujte v mizné komore pfi 37°C
po dobu 30 min.

9. Odstrafite prebyte¢né mnozstvi kapalin v jamkéach.
Promyvejte a suste (celkem 5x) jamky stejnym postupem
jako v bodu A)3-5.

KONCENTRACI
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C) Inkubovani s konjugatem.

10. Pipetujte 50ul HRP konjugatu pfipraveného k pouziti do
kazdé jamky.

11. Pfikryjte stripy vickem a inkubujte po dobu 30 min. pfi
37°C v mlZzné komore.

12. Odstrarite prebyte€né mnozstvi kapaliny zjamek a
provedte promyvaci postup popsany v A)3-5 celkem 5x.

D) Inkubovani s TMB substratem.

13. Odpipetujte 100 pl substratu do kazdé jamky.

14. Prikryjte stripy folii a inkubujte pfi laboratorni teploté 30
min.

15.Reakci ukoncete pfidanim 100 ul chromogenniho stop
¢inidla (1M H>S0O4) do kazdé jamky.

TMB substrat pipetujte ve stejném poradi a ve stejném
Casovém intervalu jako jste postupovali v kroku D)14.

16. Nakalibrujte  spektrofotometr na ,blankové® jamce;
promérte pfi 450 nm a vysledné hodnoty zapiste.
Okamtité stanoveni absorbance je mozné, ale neni nutné.
Doba méreni absorbance vzorku by neméla pfesahnout
30 min od probéhnuti chromogenni reakce.

Kritéria testu

Test je validni jestlize:
e absorbance pozitivni kontroly je > 0,8 pfi

450 nm

e absorbance nizce pozitivni kontroly je > 0,4
pfi 450 nm

e absorbance negativni kontroly je < 0,15 pfi
450 nm

Pokud nejsou splnény tyto podminky, neni test validni a musi
byt zopakovan.

| Vypoéet hodnoty Cut-Off (COV)

Vzorec pro vypocitani hodnoty Cut-Off:
COV =0,198 x (Pc — Nc) + Nc

Pc = Absorbance pozitivni kontroly pfi 450 nm
Nc = Absorbance negativni kontroly pfi 450 nm



Vyhodnoceni testu

Charakteristika Guc¢innosti

Absorbance pri Interpretace Titr
450nm vysledku Chlamydia
IgA

pod COV - 0.03 Negativni <64
COV £ 0.03 Neurcité* 64
nad COV +0.03 az Slabé pozitivni 64-128
do slabé pozitivni
kontroly
Nad slabé pozitivni Positivni 256-512
kontrolou az do
pozitivni kontroly
Nad pozitivni Silné pozitivni >512
kontrolu

e vysledky vtomto intervalu jsou brany jako
nejisté a doporucuje se proméfit znovu.

Porovnani SeroELISA Chlamydia IgA stestem IPAzyme
Chlamydia IgA (serologicky test pro stanoveni protilatek 1gG
proti Chlamydiim od f. Savyon Diagnostics (kat.c. 011-01).
Studie zahrnuje jak pacienty s podezifenim na chlamydiovou
infekci, tak zdravé pacienty (n=200). Vysledky jsou shrnuty
v nasledujici tabulce.

Srovnani SeroELISA™ s IPAzyme™

SeroELISA™
Positivni | Negativni Total
IPAzyme™
Positivni 96 4 100
Negativni 7 93 100
Total 103 97 200

Vyznam vysledku

Klinické zkuSenosti a moderni studie naznacuji, ze hodnoty
IgA protilatek proti Chlamydiim jsou vyznamné pro zjiStovani
pribéhu akutni nebo chronické infekce Chlamydiemi
(3,11,12).

Stanoveni endpoint titru

Pro sledovani imunitniho profilu pacienta se musi srovnavat
vzorky séra pfi akutni infekci a po rekonvalescenci. Titrace
endpoint obou vzorkd sér pacienta musi byt provadéna
v jednom méfFeni. Nejvyssi fedéni séra vykazujici absorbanci
vys$Si nez je hodnota cut-off je konecny titr.

Omezeni testu

e Jednotlivé serologické testy nemohou byt pouzivany
jako jediné kriterium pro stanoveni diagnozy. Musi
se brat vuavahu vSechny klinické a laboratorni
vysledky.

e Test je ELISA pro jeden serovar (Lz). L, obsahuje
antigenni material existujici jak v serovaru Ch.
trachomatis, tak ve skupinovém antigenu. Testem se
tedy také stanovi protilatky proti Ch. psittaci, Ch.
pneumoniae (TWAR) a Acinetobakter calcoaceticus.

e Vyznamnost titrd vzorkl musi byt brana v poméru
k charakteristikam danym testovanou populaci. Tyto
charakteristiky zahrnuji vék, zemépisnou polohu,
sexualni chovani a dalSi faktory.

e Timto testem nelze lokalizovat infekci Chlamydiemi.
Nelze jim nahradit stanoveni provadéné kultivaci
bunék (pokud je to mozné).

e Nepfitomnost protilatek v testovaném séru
nevylu€uje moznost chlamydiové infekce.

e Bakteriemi kontaminované nebo hyperlipemické
sérum muze vykazovat chybné vysledky.
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Celkové shoda: (189/200) x 100 = 94.5%

| ZkFizena reaktivita

Hospitalizovani pacienti, infikovani Neisseria gonorrhea,
Staphylococcus aureus a Peptostreptococcus anaerobius,
ktefi byli diagnostikovany komerénimi serologickymi testy, byli
téz testovany kitem SeroELISA Chlamydia. Zkfizena reaktivita
nebyla detekovana.
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