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1. UvOD

Chlamydie jsou nepohyblivé gramnegativni nitrolin& bakterie, které t¥b charakteristické inkluze v cytoplaZmbunsk na nichZz parazituji. Pod
mikroskopem jsou snadno viditelné. Jsou znéfinAizné druhy rodu Chlamydia patogenni glovéka: Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae a
Chlamydia psittaci a jeden druh patogenni prdatai Chlamydia pecorum. Chlamydia trachomatis $@wzasnosti nejiZzn€jSi agens fenosné pohlavnim
stykem, ve sité rocné 400-500 milior piipadi. Téhotné Zeny infikované bakterii Chlamydia pneumonraghou tuto bakterii ignést Bhem porodu na
novorozence. Bsledkem pak riize byt zagt spojivek nebo plic u novorozeindNel&ené pipady infekce Chlamydiemi mohou vést ke chronicigiagiticg,
mohou mit za nasledek i nespravnou polohu plodihaténstvi nebo neplodnost. U nitg Chlamydia trachomatis hlavnifiginou negonokokové uretritidy.
Zavaznym problémem infekci Chlamydiemicgesty asymptomaticky pbéh, ktery nize vést ke chronickému onemenh V mnoha fipadech neni primarni
infekce viibec identifikovana a je diagnostikovano az naslemrémockini zpisobené setrvavanim bakterie v organismu pacienta.

Druh Mechanismus infekce Onemocreni Diagnostika

Chlamydia_l Primy prenos pohlavnim stykem:| lymphogranuloma venereum (Hodgkinova nemoc),Sérologicky
trachomatis | Primarnim mistem infekce je trachom

sliznice @i nebo urogenitalniho | zart spojivek u novorozerica dosglych, PCR
traktu zaret délozniho hrdla,
zaret Eustachovy trubice (salpingitida), Mikroskopicky

uretritida (za#st matové trubice),
epididymitida (zast nadvarlat),
proktitida (za®t sliznice konéniku) a
pneumonie (z&t plic)

u novorozent

Chlamydia | |nfiltraci sliznice respireniho Respir&ni choroby
pneumoniae | traktu endokarditida (z&# srde&ni nitroblany)
koronarni srdéni onemocgni

Chlamydia | ydechnutim vykai infikovanych | ornitéza (psitak6za)
psittaci ptakii, kontaktem s infikovanymi
ptadimi vnitinostmi

P¥itomnost infekce Ize identifikovat nasledujicimigpbem:
. Mikroskopicky: Giemsovo barveni
. PCR
. Sérologicky:  detekci antigémrmetodou ELISA
detekci protilatek metodami IF, EIA, ELISA

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Imundiagnostica Chlamydiaymoniae IgG-ELISA je @ena pro kvalitativni stanoveni IgG protilatek pi@Gtilamydia
pneumoniae v lidském krevnim séru nebo pkagetirat).

3. PRINCIP TESTU

Stanoveni IgG protilatek proti Chlamydia pneumonjmealoZzeno na principu ELISA. &ty jamek strifi mikrotitratni desttky jsou potazeny antigeny
Chlamydia pneumoniae, které na sebe navazuji odajbei protilatky ze vzorku pacienta. Po promytngk, kterym se odstrani nenavazany material vzork
se do jamek fida konjugat anti-lidského IgG zéeny kKenovou peroxidazou (HRP). Tento konjugat se vazeawhycené specifické protilatky proti
Chlamydia pneumoniae. Takto vytemy imunokomplex je zviditelm piidanim substratu tetrametylbenzidinu (TMB) za venikodrého zabarveni. Intenzita
zabarveni je fimo Unerna mnozstvi IgG protilatek proti Chlamydia pneumaengitomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce sedast@nou pH,
pridanim kyseliny sirové. Intenzita kafmeho Zlutého zabarveni seifnfpomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagenty dodavané v soupraév

. Mikrotitra &ni destitka, 12 lomitelnych strifi po 8 jamkach potazenych antigeny Chlamydia pneiamprmakuo¥ zabaleno v uzaviraci aluminiové
folii.

L] 1gG fedici roztok vzorki ***: 1 lahvic¢ka, 100 ml pufru préedini vzorki, pripraveno k okamzitému pouziti, pH #2,2, barvalutd, bily uzawr.

L] Stop roztok: 1 lahvitka, 15 ml 0,2 mol/l kyseliny sirovéfipraveno k okamzitému pouzitierveny uzasr.

. Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvicka, 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %,2,2) uteného k promyvani jamek mikrotitiai destéky, bily
UZAawer.

L] Konjugat anti-IgG **: 1 lahvicka, 20 ml kralki protilatky proti lidskému IgG zri@né Kenovou peroxidazou, bar¢arvena, fipraveno k okamzitému
pouZziti,cerny uzavr.

L] Substrat TMB: 1 lahvitka, 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMBjipraveno k okamzitému pouziti, Zluty uzav

L] Pozitivni kontrola Chlamydia pneumoniae IgG**: 1 lahvi ¢ka, 2 ml pozitivniho séra, barva Zlutdippaveno k okamzitému pouzitierveny uzawr.

L] Cut-off kontrola Chlamydia pneumoniae IgG***: 1 lahvitka, 3 ml, barva Zluta ijpraveno k okamzitému pouzitieleny uzaér

. Negativni kontrola Chlamydia pneumoniae IgG***: 1 lahvitka, 2 ml nagativniho séra, barva Zlutdpmaveno k okamzitému pouzithodry uzavér.

* obsahuje 0,1 % Bronidoxu L — péezini
ki obsahuje 0,2 % Bronidoxu L
Fokk obsahuje 0,1 % Kathonu
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4.2. Material dodavany v soupra¥

1 rameek mikrotitraini destéky

2 kryci félie

1 protokol testu

1 schéma rozlozeni a identifikace vzibrka destice

.
w

. DalSi potebné materialy a z#&izeni

ELISA reader pro rfeni absorbancefipd50 nm s referemim filtrem 620 nm
Inkubator pro 37° C

Rwni nebo automatick& promytkea mikrotitratnich destiek

Pipety pro davkovani objeirod 10 - 1000 pl

Vortex

Deionizovana voda

Jednorazové zkumavky

Stopky

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty obsazené v sougrgsou i teplot 2 - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedengatepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileiZité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosahnout pokojové teploty 29 °C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Stény jamek mikrotitrénich strigh jsou potazeny antigeny Chlamydia pneumoniae. g8praveny k okamzitému pouziti. Skladujté fplot 2 - 8 °C.
Stripy jsou vakuo¥ zabalenylhned po otekeni sa&ku musi byt nepouzité stripydwzduchaisre uzaveny do aluminiového obalu s vysouSecim peatkem
dodavanym v soupréyva musi byt skladovanyigeplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do exspirace.

6.2. Konjugat anti-IgG

Lahvicka obsahuje 20 ml kréli protilatky proti lidskému IgG zri@né kenovou peroxidazou, pufru, stabilizatpkonzervant a inertnihaserveného barviva.
Tento roztok je pipraven k okamzitému pouziti. Skladuijté feplo& 2 - 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace pokud jeenq# teplot
2-8°C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky oznaené jako Pozitivni kontrola, Cut-off kontrola a Mégni kontrola obsahuji kontrolni roztokyipravené k okamzitému pouziti. Roztoky
obsahuji 0,1% Kathon a musi byt skladovatiytgplot 2 — 8 °CPo prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace pokud jeaniqs# teplot 2 — 8 °C.

6.4. IgGfedici roztok vzorki

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $itationi, konzervant a inertniho Zlutého barviva. Pouziva seif@ani vzorki. Roztok je pipraven

k okamzitému pouziti a musi se skladoviatgplots 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulg#eteplot 2 — 8 °C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrterdenti a konzervarit RozZed’te v pongru 1:20; nap. 10 ml promyvaciho roztoku + 190 ml
deionizované vody. Nadny roztok je stabilni 5 dnitplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi po z&tii na teplotu 37°C ve vodni lazni.

6.6. Roztok TMB Substratu

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidiiMB) a peroxidu vodiku. fpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté teplot 2 — 8 °C. Christe
pred s¥tlem. Tento roztok by gh byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tenbstsat zmodra byl kontaminovéan &lrby byt zlikvidovan. Po prvnim
oteveni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgizeteplot 2 — 8 °C.

6.7. Stop roztok

Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (RB86S 26). Hpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je
obsah stabilni do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek rize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (gitfdbkud test provadite do 5 dni po &dbvzorki, mohou byt vzorky
skladovany {i teplot 2—8 °C, jinak museji byt zamrazeny (—70 az -20R@kud jsou vzorky skladovany v hluboce zmrazengavus gled pouzitim je nutno
je rozmrazit a dafe promichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Redéni vzorki

Pred provedenim testu musite vSechny vzoredigdit v pongru 1:101tfedicim roztokem vzork Pipetujte 10 pl vzorku a 1 ml Igigdiciho roztoku vzork
do zkumavek a obsah @i & promichejte na VortextPozitivni a negativni kontroly dodavané v souprpou pipraveny k okamzitému pouziti a nesmi se
déleredit.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. FRriprava testu

Drive nez zéneteprovadt rozbor, pectéte si pélive protokol testu. Spolehlivost vysletlzavisi na pesném dodrzeni popsaného postiNide uvedeny
postup plati pro manualni provedeni testu. Budgegrovadt na automatu, dopotujeme zvysit pdet promyvacich krakze ¥ na gt a promyvat 300-350
pl promyvaciho roztoku. Nez &aete s praci, stanovte si plan rozloZeni a idémati® vSech vzorka kontrol na mikrotitréni destéce na pislusSném formula
dodavaném v soupr&wWyberte pozadovany pet mikrotitracnich jamela vlozZte je do rand&u.

Je velmi dlezité, aby ped zaatkem testu byly vSechny reagenty vytemperovappkagovou teplotu!
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Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) pro slepy test se substrat&hANK
1 jamka (nah B1) pro negativni kontrolu

2 jamky (nap. C1+D1) pro cut-off kontrolu

1 jamka (nap E1) pro pozitivni kontrolu

Ponechavame na uzivateli, zda sefpad® nutnosti rozhodne provéttest vzork pacienta i test kontrolnich vzerkluplicitré.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémidi a bez zbytmych restavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytoozivatisté jednorazové Sghy.
Inkubator nastavte na teplotu 37°C + 1°C.

Pipetujte 100 pl negativni kontroly, pozitivni kooly a predtedénych vzorki do jamek, které jste vybrali. Jamku Al ponecheiteBLANK
Jamky pikryjte folif dodavanou jako s@ast soupravy
Inkubujte 1 hodinu + 5 minut p¥i teploté 37°C £ 1°C

Po skoreni inkubace odstiige kryci félii, odsajte obsah jamek, a promyjte 360 pl promyvaciho roztoku. Zalita preplreni a geteteni
roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdymlecykby nela byt delSi nez 5 sekund. Nakonec opatodstraite zbyvajici kapalinu
oklepnutim mikrotitréni destéky na savy papir!

Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostaté promyti nize vést k malépsnosti testu nebo k faleSnym hodnotam absorbance.
Pipetujte 100 pl konjugatu Chlamydia pneumoniaelg@ do kazdé jamky s vyjimkou jamky Aldemé praBLANK Fikryjte kryci folii.
Inkubujte 30 minut p¥i pokojové teplot. Chraiite ped pimym slunénim sétlem.

Opakuijte krok 4.

Pipetujte 100 pl roztoku substratu TMB do vSechglam

Inkubujte 15 minut p ¥i pokojové teplot, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamek vméte pdadi, a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni jamek seni na Zluté, barva je stabilni 30 minut.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich pacienbhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto sraZeniny wiigjha snimani optické hustoty.
U téechto vzork doporu‘ujeme provést prvotredeni vzorku fyziologickym roztokem chloridu sodnétaqy’. 1:1. Pak vzorky nedte standarnim
postupem 1:101 IgMedciim roztokem vzatlze soupravy. V tomtafpads musite vysledky vyjéehé v jednotkach NTU nasobit 2x.

11. Zmeite absorbanci vzotkpii 450/620 nm dottceti minut od pidani stopsinidla.

PwdhpRE

© NG

8.2. Méfeni

Vynulujte ELISA reader pomo&LANKu {amka Al) Pokud reader nelze z technickyaivddi vynulovat odététe hodnotuBLANKu od vSech nagienych
hodnot v ostatnich jamkéach. Obdrzitesné hodnoty!

Zméite absorbancivSech jamekip 450 nma zaznamenejte n&bené hodnoty absorbance vzinidio identifikasniho planu rozlozeni jamek.
Doporuwiujeme provést #éfeni i pii duéini hustat 620 nm.

Tam, kde je to nutné, vypitejte primérné hodnoty absorbance

9. VYSLEDKY

9.1. Validita testu
Aby bylo mozno test povaZovat za platny, musi pfn&na nasledujici kritéria:

L] BLANK Al: Hodnota absorbanec&Si nez0,100.

. Negativni kontrola B1: Hodnota absorbano&si nez 0,200 a nizsi nez Cut-off
L] Cut-off kontrola C1+D1: Hodnota absorbaneeozmezi 0,150 - 1,300

. Pozitivni kontrola E1l Hodnota absorbanag§Si nezZCut-off koeficient.

9.2. Vypcaet vysledki

Cut-off je pfimér hodnot absorbanci cut-off kontrol.

Priklad:  hodnota absorbance cut-off kontroly 0,45a@dnota absorbance cut-off kontroly 0,41 = 0,86/20
Cut-off = 0,43

9.3. Interpretace vysledk

Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy$$hoehotaCut-off

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pasmu 10a&mebo pod hodnotdDut-off nelze povaZzovat za jednozna pozitivni nebo negativni -$eda zéna.
U téchto vzorki doporiujeme opakovat test za 2 az 4 tydniesstw odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhého testidou ot v Sedé zd§ je tyto
vzorky mozno povaZzovat 24EGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZNEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% nizs$heehotaCut-off

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy$$hoehotaCut-off
Vzorky Ize povazovat ZNEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% nizs$hoeehotaCut-off

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pasmu 10a%hmebo pod hodnotdDut-off nelze povazovat za jednozné pozitivni nebo negativni -8eda z6na.
U téchto vzorki doporiujeme opakovat test za 2 az 4 tydniesstw odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhého testidou ot v Sedé zd§ je tyto
vzorky mozno povaZzovat 24EGATIVNI .
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9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)

hodnota (piimérnd) absorbance vzorku pacienta x 10=[NovaTec-Units = NTU]
Cut-off koeficient

Priklad: 1,204 x 10 = 28 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0,43 Seda zona: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Rresnost

Interassay pocet prameér CV (%)

Poz. sérum 12 9 10,6
12 32 52

Intraassay pocet pramér CV (%)

Poz. sérum 20 0,41 7,2
24 1,37 4,3

10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkybsenci specifického analytuieBnost tohoto testu je 91,7 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky fitomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje 90,5%.

10.4. Interference

Nebyly pozorovany zadné interference hemolytickjpgmickym nebo ikterickym sérem az do nasledufidioncentraci:
hemoglobin 10 mg/ml, triglyceridy 5 mg/ml a biliiak0,2 mg/ml

Poznamka: Tyto vysledky se vztahuji ke konkrétnim testovanggorkim. Stejné vysledky nelze v praxi zaitu I

11. LIMITY POSTUPU

Namsiené hodnoty mohou byt ovligny opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim vzogbo jejich bakterialni kontaminaci. Diagn6za kdfé choroby
by nengla byt zaloZzena na vysledku jediného testtesRa diagn6za by da brat v ivahu klinickou minulost pacienta, symmpatologii a také sérologicka
data. U pacieiits oslabenym imunitnim systémem a u novoroienaji sérologicka data pouze omezenou platnostg@émtChlamydia pneumoniae, ktery je
neneseny na povrch jamek mikrotiind destéky se sklada ze zékladnich latek. U séra obsahajigfotilatky vytvdené proti LPS a MOMP neni mozno
vylowgit kiizovou reakci s Chlamydia trachomatis.

12. BEZPECNOSTNI OPATREN| A UPOZORNENI

L] V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/E®@yjrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpmost produktu. Proto postup
testu, informace, upoza¥ni a varovani v navodu pro pouziti musi byt stéldodrzovany. Pouziti testovaci soupravy na anatyaé podobnych
zaizenich musi byt validovano. Jakakolivama ve vzhledu, sloZeni a postupu testu, a takégpokombinaci s jinymi produkty neschvalené
vyrobcem neni autorizované; uzivatel sdm je zodgoy za takovéto zémy. Vyrobce neni zodpe&dny za faleSné vysledky a nehody timtdsagbené.
Vyrobce neni zodpadny za zadné vysledky ziskané vizualni analyzoiepéava vzorku.

L] Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

. VSechny komponenty lidskéhdyodu pouZité pro vyrobu reagéribhoto testu byly testovany n&temnosti_protilatek proti HIV, HCV a HbsAg a

byly shledany nereaktivnNicmérg, vSechny materialy by &y byt povazovany za potenci&linfekeni, a s jako takovymi by s nimido byt

nakladano.

Nezangiiujte reagenty a desky z niznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouZidaéz@agenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esepe uvedené na Stitku.

Pouzivejte pouzé&sté jednorazové Sy, vicekanalové pipety a laboratorniizani.

Nezangtiujte Sroubovaci vka z lahvéek mezi sebou, zabranite tifidové kontaminaci.

Lahvicky s reagenty ddie a tsns zavirejte okamzitpo pouZziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolujegpalSim pouzitim konjugét i lak¥ky s kontrolnimi vzorky, zda u nich nedoslo k

mikrobialni kontaminaci.

. Abyste zabranili Kizové kontaminaci a fale§zvySenym hodnotam vysletikdavkujte pipetou reagencie vzdy na dno jamekpogapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouZité koncentraci fiegstavuje j kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!
POZOR: Kyselina sirova drazddi@ pokozku. Rechovavejte z dosahutdl FYi vniknuti do @i, dikladrg promyjte vodou a vyhledejte |éiea

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a prepanktse obect povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@dd@rodnimi a mistnimi zakony a
naizenimi. Spojte se s mistnimiadly nebo se specializovanymi firmami zabyvajicimiikvidaci nebezpmého a toxického odpadu, které vam poradi, jak
mate timto s nebez{eym odpadem naloZit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

Katalogovésislo vyrobku: CHLGO0510 Chlamydia pneumoniae IgG-EAI(96 tesi)
15. KONTAKTY

Vyrobce: NovaTec Immundiagnostica GmbH

Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany

T: +49 6074-48760, F: +49 6074-487629, E: info@&lec-1D.com
http://www.NovaTec-ID.com

Distributor:  LABOSERV s.r.0.
Hudcova 78b
612 00 BrnoCeska republika
T: 541 243 113, F: 541 243 114, E: laboserv@latvase http://www.laboserv.cz
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Chlamydia pneumoniae IgG-ELISA

Priprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozdeni a identifikace vSech vzarka kontrol.
Umisgte potebny péet jamek do ramigu mikrotitrasni destéky.

Postup testu

Slepytest | Negativni Pozitivni Cut-off Vzorek
Substratu kontrola kontrola kontrola | (fectny 1+100)
(nap. Al)

Negativni

kontrolni vzorek - 100 pl - . ]
Pozitivni

kontrolni vzorek 100 pl

Cut-off kontrola - - - 100 pl -

Vzorek
(feckny 1+100) - ) 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav

Inkubace 1 hodinu i teploté 37°C
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku
Konjugat | - |  100pl | 100 ul | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min p¥i pokojové teplot
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku

Substrat TMB | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
Inkubace 15 min p¥i pokojové teplot€ v temnu
Stoproztok | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl

Méteni @i 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)
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