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1.

Verwendungszweck

Der Mycoplasma pneumoniae ELISA dient dem semiquantitativen und qualitativen Nachweis von 1gG-, IgM- und IgA-
Antikdrpern im Humanserum. Der IgG-Antikérpernachweis ist so eingestellt, dass er vor allem frische Infektionen detektiert.

Diagnostische Bedeutung

Das zellwandlose Bakterium Mycoplasma pneumoniae ist der Verursacher der atypischen Pneumonie und Luftréhren-

bronchitis beim Menschen, die hauptsachlich bei Kindern, jungen Erwachsenen und immundefizienten Personen verbreitet ist

(1,2,3,4). Es heftet sich an Epithelzellen mit Hilfe sogenannter Adhéasine (6), gegen die der Wirt Antikdrper bildet.

Untersuchungen von Foy zeigen, dass in den USA 15-20% aller Pneumonien durch Mycoplasma pneumoniae verursacht

werden (8). Der ELISA detektiert Mycoplasma-Antikorper mit einer mittels monospezifischer Seren definierten Antigenfraktion

des Stammes M129. Sie enthalt Membranproteine, Zytoskelettproteine und rekombinante Proteine.

Die Inkubationszeit bei einer Infektion mit Mycoplasma pneumoniae betragt 10 bis 21 Tage:

e  Spezifische IgM-Antikorper treten 6-10 Tage nach der Infektion auf. Grundsétzlich gilt, dass etwa 80% der Patienten
jinger als 20 Jahre und 40% der Patienten alter als 20 Jahre IgM-Antikorper bilden, d.h. eine spezifische IgM-Antwort
kann vor allem bei alteren Patienten fehlen. IgM-Antikdrper kénnen laut Literatur noch mindestens ein Jahr nach Beginn
der Symptome nachgewiesen werden.

e  Spezifische IgG-Antikdrper erscheinen 9-14 Tage nach der Infektion. Sie kénnen bis zu 4 Jahre persistieren.

e  Spezifische IgA-Antikorper erscheinen eine Woche nach Infektionsbeginn und sinken etwa 5 Wochen nach
Infektionsbeginn wieder ab. Der IgA-Titer Ubersteigt in der Regel den IgM-Titer.

Unter Beruicksichtigung der Tatsache, dass IgM-Antikérper bei machen Personen lange persistieren und bei anderen véllig

fehlen, ist es wichtig, neben dem IgM- auch den spezifischen IgG- und IgA-Titer zu bestimmen. Re-Infektionen verlaufen haufig

ohne Bildung von IgM-Antikdrpern, aber der IgG- und IgA-Antikorper-Titer steigt deutlich an. Zwei Seren eines Patienten im

Abstand von 5-10 Tagen lassen eine sichere Aussage Uber den Anstieg der Antikdrper zu (5). Wichtig ist zu berlicksichtigen,

dass eine erste Auseinandersetzung mit Mycoplasma pneumoniae keinen ausreichenden Schutz vor einer erneuten

Kolonisierung hinterlaRt. Bei der Diagnosestellung sollte in jedem Fall zu den serologischen Ergebnissen auch das klinische

Bild herangezogen werden.

Mycoplasmainfektionen lassen sich in der Regel durch Antibiotika wie Tetracycline und Makrolide gut behandeln. Dagegen

fuhrt die Gabe ungeeigneter z.B. zellwandspezifischer Antibiotika (Penicillin) zu einem Selektionsvorteil fir Mycoplasma

pneumoniae gegeniber allen Penicillin-sensitiven Mikroorganismen.

Testprinzip

Der im Humanserum gesuchte Antikorper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-Konjugat.
Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Substratldsung (TMB)
entsteht durch Enzymaktivitat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplésung nach Gelb umschlagt.

Packungsinhalt

4.1 IgG/IgM Testkit
1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitaten, lyophilisiert
PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig), 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
PBS-Waschlésung (20x konzentriert) 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmitte und Tween 20
IgG negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
1gG cut-off Kontrolle, 1300pl, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
1gG positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IlgG-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
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11. IgM-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf-oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

12. Tetramethylbenzidin - Substratlésung (3,3",5,5 TMB), 11ml, gebrauchsfertig

13.  Citrat-Stopplésung, 6ml, enthalt ein S&uregemisch

4.2 IgA Set
IgA negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgA cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgA positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgA-Konjugat 2 (anti-human), 11ml, (Schaf-oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

AP E

5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-

Haltbarkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit
Trockenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.

2.  Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und missen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratlésung, so ist diese zu verwerfen.

3. Nur die fiir den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel
entnommenes Konjugat bzw. TMB darf nicht zurtickgefiihrt werden, sondern ist zu verwerfen.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben "e“’”f‘”t *+2 b?s +8°C max. 6h
unverdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate

- +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten

MTP nach Offnen Beutel r(nit g]I'rockgtinmittelgeutel) 3Monate
unverdinnt, nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
RF Sorbo Tech verdiinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschlosung nach Offnen _ +2 pis +8°C 3Monate
endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen

6. Vorsichtsmallnahmen und Warnhinweise

1.  Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdinnte Proben, Kontrollen, Konjugate und die
Mikrotiterstreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden. Es gelten
die jeweiligen Richtlinien fur Laborarbeiten.

2. Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopp-Losung und TMB wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimhé&ute. Bei Beruihrungen die betroffenen Korperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und
eventuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien

7. Zusatzlich bendétigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

Aqua dest./demin.
Mehrkanalpipette 50pl, 100pl
Mikropipetten: 10pl, 100ul, 1000ul
Reagenzglaser

Zellstofftlicher

Abdeckung fur ELISA-Platten

S S
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8.

7.  Abfallbehélter fur infektioses Material

8. ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fur Mikrotiterplatten

9.  Spektralphotometer fur Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
10.  Brutschrank

Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fiir das Erzielen korrekter Ergebnisse.

8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwahnt ist.
Patienten-Verdiinnungen immer frisch ansetzen.
Fur eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.
1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
2. Hyperlipamische, hdmolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch
positive/negative Ergebnisse).

8.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Maf3 an Flexibilitat durch die Moglichkeit, Verdiinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargenlbergreifend einzusetzen. Die
gebrauchsfertigen Kontrollen (positive Kontrolle, cut-off Kontrolle, negative Kontrolle) sind parameterspezifisch und
ausschlieRlich mit der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Plattencharge zu verwenden.

Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Giberzeugen.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.

Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schitteln).

5. Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kénnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikérpern stéren und zu falsch
positiven bzw. falsch negativen Ergebnissen fihren. Fur eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die
Seren mit RF-SorboTech (VIROTECH-Adsorptionsmittel) vorzubehandeln. Bei IgM-Kontrollen entféllt die
Voradsorption.

PN e

8.3 VIROTECH ELISA Testdurchfihrung

1. Pro Testansatz 100pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der negativen-, cut-off und der positiven
1gG-, IgM und IgA- Kontrolle, sowie der verdiinnten Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen
Doppelansatz (Leerwert, Kontrollen und Patientenseren); bei der cut-off Kontrolle ist ein Doppelansatz zwingend
notwendig. Arbeitsverdiinnung der Patientenseren: 1+100; z.B. 10ul Serum + 1ml Verdiinnungspuffer.

2. Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fur 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).

3. Beenden der Inkubationsperiode durch 4-maliges Waschen mit je 350-400ul Waschlésung pro Kavitat. Waschlésung

nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage

entfernen.

100pl des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.

Inkubation der Konjugate: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).

Beenden der Konjugatinkubation durch 4-maliges Waschen (siehe Pkt. 3).

100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratlésung in jede Kavitat pipettieren.

Inkubation der Substratldsung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).

Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50ul Citrat-Stoppldsung pipettieren. Die Platte vorsichtig und

sorgfaltig schitteln bis sich die Flissigkeiten vollstéandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar

wird.

10.  Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, dass der gemessene

Leerwert von allen anderen Extinktionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stoppldsung durchgefiihrt werden.

© ® N o oA
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[Testablaufschema siehe letzte Seite]

8.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren

Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs konnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist

verpflichtet eine regelméRige Geratevalidierung durchzufihren.

VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

1. Bei Geratestellung bzw. groéReren Reparaturen Ihres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die
Validierung des Gerates gemal den Vorgaben des Gerateherstellers vorzunehmen.

2. Es wird empfohlen, anschlieBend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberpriifen. Diese
regelmaRige Uberprifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiihrt werden.

3. Beijedem Testlauf missen die Freigabekriterien des Qualitéatskontrollzertifikates zum Produkt erfullt werden.

Diese Vorgehensweise gewadhrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dariiber hinaus der

Qualitatssicherung des Labors.

9. Testauswertung

Die gebrauchsfertigen Kontrollen dienen einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer IgG- IgA-und IgM-Antikdrper, deren
Konzentration in VIROTECH Einheiten (=VE) angegeben wird. Durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen werden
Uber die Berechnungsmethode ausgeglichen und es wird damit eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht. Fir die Berechnung
der VE werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

9.1 Testfunktionskontrolle
a) OD-Werte
Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein.
Die OD-Werte der negativen Kontrollen sollten unterhalb der im Qualitéatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrollen sowie der cut-off Kontrollen sollten oberhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-
Werte liegen.
b) VIROTECH Einheiten (VE)
Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrollen sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrollen
sollten innerhalb der im Qualitétskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.
Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erfiillt, so ist der Test zu wiederholen.

9.2 Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)
Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muf3 von allen Extinktionen abgezogen werden.

OD (positive Kontroll
VE (positive Kontrolle) = (posithve Kantrolle) x10
oD (cut-off Kontrolle)
OD (Patientenserum
VE (patientenserum) = (Pati um) x10
oD (cut-off Kontrolle)
9.3 Auswertung der Ergebnisse
a) ImIgM und IgA fir alle Patienten, im IgG fur Patienten > 14 Jahre
Ergebnis (VE) Beurteilung
(IgG > 14 Jahre, IgM und IgA)
<9,0 negativ
9,0-11,0 grenzwertig
>11,0 positiv

b) Im IgG fur Kinder (0-14 Jahre), wenn IgM und/oder IgA positiv
Bei Kindern zwischen 0 und 14 Jahren kann der grenzwertige Bereich (Cut off) im IgG nach unten verschoben werden,
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da der VIROTECH ELISA im IgG so eingestellt ist, dass vorwiegend akute Infektionen detektiert werden. Bedingung fur
die Anwendung dieses Schemas ist jedoch, dass das Serum ein positives IgM- und /oder IgA-Ergebnis liefert.

Ergebnis (VE) Beurteilung
(IgG 0-14 Jahre)
<70 negativ
7,0-8,0 grenzwertig
>8,0 positiv

1. Liegen die gemessenen VE der Probe oberhalb des grenzwertigen Bereiches, so werden die Proben als positiv
betrachtet.

2. Fur den sicheren Nachweis einer Infektion ist es erforderlich, den Antikdrpergehalt zweier Serumproben zu bestimmen.
Eine Serumprobe sollte direkt nach Beginn der Infektion, eine zweite Probe 5-10 Tage spater (rekonvaleszentes Serum)
getestet werden. Die Antikdrperkonzentration beider Proben muR3 parallel, d.h. in einem Testansatz bestimmt werden.
Eine korrekte Diagnose aufgrund der Bewertung einer einzelnen Serumprobe ist nicht moglich. Die hdchste Sensitivitat
wird erreicht, wenn alle 3 Antikorperklassen 1gG, IgM und IgA getestet werden, denn es muR3 beriicksichtigt werden, dass
manche Personen kein IgM bilden.

3. Liegen die gemessenen Werte unterhalb des definierten grenzwertigen Bereiches, sind keine messbaren
antigenspezifischen Antikorper in der Probe vorhanden. Die Proben werden als negativ betrachtet.

Interpretationsschema
IgG IgA IgM Interpretation

- - - Kein Kontakt mit Mycoplasma pneumoniae oder Antikdrperspiegel ist bereits unter
das cut-off-Level abgesunken.

- + + Ganz frilhe Phase einer akuten Infektion oder Re-Infektion.

- + - Ganz frihe Phase einer akuten Infektion; entweder Erstinfektion oder Re-Infektion
ohne IgM oder IgM-Titer kommt noch.

+ + + Akute Infektion, i.d.R. Erstinfektion, spate Phase, 1gG und IgM bereits gebildet, IgA
noch nicht abgesunken.

+ - + Akute Infektion, i.d.R. Erstinfektion, spate Phase, 1gG und IgM bereits gebildet, IgA
bereits abgesunken.

+ + - Re-Infektion, sehr spate Phase, IgA noch vorhanden, kein IgM mehr vorhanden,
oder Re-Aktivierung oder Infektion ohne Bildung von IgM.

+ - - Re-Infektion, sehr spate Phase, IgA bereits abgesunken, bzw. gar nicht gebildet
(kommt bei einigen Erwachsenen vor) oder Re-Aktivierung oder Infektion ohne
Bildung von IgM oder persistierender IgG-Titer nach durchlaufener Infektion.

- - + Akute friihe Infektion, IgA fehlt noch oder ist bereits abgesunken, IgG noch zu
geringer Titer.

Wichtiger Hinweis: Isolierte falsch positive IgA- oder IgM- Ergebnisse sind nie 100-prozentig auszuschlieBen. Zur Bestéatigung
ist eine Uberpriifung des IgG-Titers in 5-10 Tagen oder die Uberpriifung mittels Immunoblot (LINE) zu empfehlen.

9.4 Grenzen des Tests

1. Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell
weitere zur Verfiigung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

2. Eine Mycoplasma-Infektion ist trotz Anamnese-Erhebung, klinischer Untersuchung, inklusive Standardlabor und
Rontgenkontrolle schwierig von anderen Infektionen der oberen und unteren Atemwege oder atypischen Pneumonien zu
unterscheiden. Bei unklaren Fallen oder weiter bestehenden Symptomen bei einem negativen Befund empfehlen wir
neben der Serologie die Diagnose durch molekularbiologische Nachweisverfahren zu stiitzen.

3. Kreuzreaktionen mit M. genitalium oder M. hominis sind nicht auszuschlieen. Auch EBV-positive Seren kénnen
kreuzreagieren.

Seite 7 von 12 REV 26
VIROTECH M. pneumoniae 1gG/IgM/IgA ELISA DE Freigabedatum 07.02.2022 10:19



10. Leistungsdaten

10.1 Informationen zur Analyseleistung

10.1.1 Probentypen

Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (EDTA, Heparin, CPD, Citrat) eingesetzt werden.
Informationen zu Probentypen, deren Stabilitat und Lagerbedingungen befinden sich in den Kapiteln 5 und 8.

10.1.2 Genauigkeit
a) Richtigkeit
Fur den VIROTECH M. pneumoniae 1gG/IgM/IgA ELISA gibt es keinen WHO-Standard oder vergleichbaren
Referenzwert, anhand dessen die Richtigkeit bestimmt werden kdnnte.
b) Préazision
Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit): In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten
einer Charge mit zwei Seren schachbrettartig getestet. Die so ermittelten Variationskoeffizienten liegen unter
9% (n=2x48).
Inter-Assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit): In 10 unabhéngigen Testansétzen wurden an 3
verschiedenen Testtagen 3 Seren getestet. Die so ermittelten Variationskoeffizienten betragen < 15%.

10.1.3 Analytische Spezifitat

a) Interferenzen

Der VIROTECH M. pneumoniae IgG/IgM/IgA ELISA wurde gemaR der Richtlinie EP07-A3 ("Interference Testing
in Clinical Chemistry" vom Clinical and Laboratory Standards Institute) auf Interferenzen untersucht. Drei Proben,
eine negative, eine schwach positive und eine mafig positive, wurden mit hohen Konzentrationen von
interferenten Substanzen versetzt und zusammen mit Serum ohne interferente Substanzen getestet. Die
folgende Tabelle zeigt die getesteten Substanzen, die den Patientenproben in den angegebenen
Konzentrationen zugesetzt wurden. Diese entsprechen den Empfehlungen in der CLSI-Richtlinie zur Darstellung
pathologisch erhdhter Konzentrationen in Patientenproben.

Interferente Substanz | Testkonzentration
Albumin 60 mg/ml
Bilirubin 0,4 mg/mi

Cholesterol 4 mg/ml
Hamoglobin 10 mg/ml
Triglyceride 15 mg/ml

Fur alle getesteten Substanzen wurde im VIROTECH M. pneumoniae 1gG/IgM/IgA ELISA kein klinisch signifi-
kanter Storeffekt gefunden.

b) Kreuzreaktivitat

Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat des VIROTECH M. pneumoniae IgG/IgM/IgA ELISA wurden 64
vorcharakterisierte Patientenseren getestet, die fir einen der in der Tabelle gelisteten Erreger positiv waren.
Seren, welche im VIROTECH M. pneumoniae IgG ELISA ein positives Testergebnis ergaben, wurden
anschlieend zuséatzlich mit dem VIROTECH Mycoplasma pneumoniae IgA/IgG/IgM LINE Immunoblot getestet.

Erreger Anzahl getestet
Bordetella pertussis 21
Legionella 17
CAP-pos/Myco neg Seren 26
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Im IgG liegt die Spezifitat bei 98%, im IgA bei 95% und im IgM bei ebenfalls 95%.

10.1.4 Metrologische Ruckfuhrbarkeit
Fur den VIROTECH M. pneumoniae 1gG/IgM/IgA ELISA gibt es keinen WHO-Standard oder vergleichbaren
Referenzwert.

10.1.5 Definition der Testgrenzwerte (Cutoff)
Bei der Auswertung der Testproben wurde der Cutoff so gewahlt, dass die Diagnostische Sensitivitat und
Diagnostische Spezifitdt moglichst maximal waren, wobei ein Mindestwert von 85% fur die diagnostische
Sensitivitat, sowie = 95% fur die diagnostische Spezifitat angestrebt wurde. Hierfur wurde eine ROC-Analyse
durchgefihrt.

10.2 Informationen zur klinischen Leistung

10.2.1 Diagnostische Sensitivitat

Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat wurden 49 klinisch charakterisierte Seren von Patienten mit
gesicherter atypischer Pneumonie getestet. Diese Seren stammten aus dem Bestand der CAPNETZ Stiftung
(CAP: Community-acquired Pneumonia). Die Proben dieser Patienten zeigten im Vorbefund ein positives PCR-
Ergebnis fur Mycoplasma pneumoniae.

Von den 49 PCR-positiv getesteten Proben zeigten 44 im VIROTECH M. pneumoniae 1gG ELISA eine positive
Diagnostik, 2 wurden grenzwertig getestet und 3 zeigten eine negative Diagnostik. Unter Nicht-Beriicksichtigung
der grenzwertigen Proben errechnet sich hieraus eine diagnostische Sensitivitat von 94%. Im VIROTECH M.
pneumoniae IgA ELISA liegt die Diagnostische Sensitivitat bei 91%, im IgM ELISA sind es 79%.

Der serologische Vorbefund mittels ELISA zeigte im IgM bei 34 Seren ein positives und bei 15 Seren ein
negatives Ergebnis (7, 9). Obwohl sich bei diesen Proben Mycoplasma pneumoniae-DNA nachweisen lasst,
missen durch die Verzégerung der Immunantwort noch keine Antikérper nachweisbar sein. Dies erklart die
geringe Sensitivitat der Vorbefundung.

Diagnostische Sensitivitat
Vorbefund der CAPNETZ-Seren:
PCR positiv und 69% serologisch positiv

I9G 94 %
IgA 91 %
IgM 79 %

10.2.2 Diagnostische Spezifitat

Zur Bestimmung der diagnostischen Spezifitat wurden Seren aus dem Bestand der CAPNETZ Stiftung getestet,
die eine klinisch bestatigte, nicht durch Mycoplasma pneumoniae —induzierte, ambulant erworbene Pneumonie
(CAP: Community-acquired Pneumonia) mit positivem PCR-Ergebnis fir den jeweiligen Erreger und negativem
PCR-Ergebnis fir Mycoplasma pneumoniae aufweisen.

Fur den VIROTECH M. pneumoniae 1gG ELISA wurden 21 dieser PCR-negativen Seren getestet. 16 Proben
zeigten eine negative Diagnostik, 2 Proben zeigten eine positive Diagnostik und 3 Proben wurden als grenzwertig
beurteilt. Aufgrund der hohen Seroprévelanz fur diesen Parameter wurden die beiden als positiv diagnostizierten
Seren auch auf dem ELISA eines Mitbewerbers getestet. Hier zeigten beide Proben eine negative Diagnostik.
Da die Diagnostik der beiden Tests voneinander abweichend war, wurden die gleichen Seren auf einem dritten
ELISA getestet. Auf diesem Test zeigten die Seren, wie auf dem VIROTECH ELISA, ein positives Ergebnis.
Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass die beiden Proben nicht falsch-positiv diagnostiziert
wurden, sondern dass hier eine durchstandene Infektion vorliegt. Die beiden Proben wurden daher aus der
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Bewertung der Diagnostischen Spezifitdt ausgeklammert. Die ermittelte Diagnostische Spezifitat betragt
demnach = 99% fur den IgG ELISA.

Fur den VIROTECH M. pneumoniae IgA und IgM ELISA wurden jeweils 26 der oben genannten M. pneumoniae
PCR-negativen Seren getestet. Die Diagnostische Spezifitét fir den IgA ELISA betréagt 92%, im IgM ELISA sind
es 2 99%.

Diagnostische Spezifitat
Vorbefund der CAPNETZ-Seren:
M. pneumoniae PCR negativ

1gG = 99%
IgA 92 %
IgM = 99%

10.2.3 Methodenvergleich

1. VIROTECH M. pneumoniae IgG ELISA

Zur Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitat wurden 88 Seren im VIROTECH Mycoplasma pneumoniae 1gG
ELISA und auf dem ELISA Assay eines Mitbewerbers getestet. Hierbei handelt es sich um 48 Proben deutscher
Blutspender und 40 Proben, welche PCR-positiv auf M. pneumoniae getestet wurden. Als grenzwertig
diagnostizierte Proben wurden aus der Bewertung ausgeklammert. Von den 88 getesteten Seren wurden 30 auf
beiden Assays als positiv diagnostiziert, 32 Seren wurden auf beiden Assays als negativ diagnostiziert. 1 Serum
wurde im Vergleich zum Mitbewerber auf dem VIROTECH Mycoplasma pneumoniae IgG ELISA falsch-negativ
diagnostiziert, 9 Proben waren falsch-positiv. Dies entspricht einem PPA von 97% und einem NPA von 78%.
Von den 9 mutmallich falsch-positiven Proben wurden jedoch 6 als PCR-positiv fir M. pneumoniae bestatigt,
der ELISA des Mitbewerbers zeigt fur diese Proben demnach eine falsch-negative Diagnostik.

n =72 Seren M. pneumoniae 1gG ELISA eines Mitbewerbers
POS NEG
VIROTECH POS 30 9
M. pneumoniae IgG ELISA NEG 1 32

2. VIROTECH M. pneumoniae IgM und IgA ELISA

Zur Bestimmung der Sensitivitdt wurden 99 Seren im IgA und IgM im Vergleich zum VIROTECH Mycoplasma
pneumoniae LINE getestet. Das Serenpanel setzte sich wie folgt zusammen: 49 klinisch charakterisierte Seren
von Patienten mit gesicherter Mycoplasma pneumoniae —induzierter atypischer Pneumonie (M. pneumoniae
PCR positiv; bereitgestellt von der CAPNETZ Stiftung), 34 Kinderseren im Alter von 1-14 Jahren von Patienten
mit Verdacht auf eine Mycoplasma pneumoniae Infektion und 16 Erwachsenenseren von Patienten mit Verdacht
auf eine Mycoplasma pneumoniae Infektion.

Zur Bestimmung der Spezifitdt wurden 161 Seren im IgA und IgM im Vergleich zum VIROTECH Mycoplasma
pneumoniae LINE getestet. Das Serenpanel setzt sich wie folgt zusammen: 71 Blutspenderseren, 26 Seren von
Patienten mit einer klinisch bestatigten, nicht durch Mycoplasma pneumoniae —induzierten, ambulant
erworbenen Pneumonie (CAP: Community-acquired Pneumonia) mit positivem PCR-Ergebnis flr den jeweiligen
Erreger und negativem PCR-Ergebnis fir Mycoplasma pneumoniae, 26 Neugeborenenseren im Alter von 0-3
Monaten, und 38 Seren von Patienten mit anderen respiratorischen Erkrankungen (21 B. pertussis positive
Seren und 17 Legionella pneumophila positive Seren).

Sensitivitat Spezifitat
- Referenz: Mycoplasma pneumoniae LINE | - Referenz: Mycoplasma pneumoniae LINE
IgA 95 % 97 %
IgM 94 % 98 %
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10.2.4 Pravalenz

Es wurden Seren von deutschen Blutspendern im VIROTECH M. pneumoniae IgG, IgA und IgM ELISA getestet.
Als grenzwertig diagnostizierte Seren wurden aus der Bewertung ausgeklammert. Auf dem VIROTECH
Mycoplasma pneumoniae 1gG ELISA wurden 80 Seren getestet, 58 Seren zeigten eine negative Diagnostik, 9
wurden als grenzwertig beurteilt und 13 zeigten eine positive Diagnostik. Bei Nicht-Beriicksichtigung der
grenzwertigen Ergebnisse ergibt sich daraus eine Pravalenz von 18%. Der Literaturwert von 17% (10) fir die
Pravalenz von M. pneumoniae in Europa liegt somit innerhalb des ermittelten 95%-Konfidenzintervalls von 9,3
bis 27,3%.

Fir den IgA ELISA zeigten 2 der getesteten 71 Seren eine positive Diagnostik, eines wurde als grenzwertig
beurteilt. Im IgM ELISA wurden 70 der 71 getesteten Seren als negativ diagnostiziert, eines war grenzwertig.
Dies entspricht einer Durchseuchung von 3% fiir IgA und 0% fur IgM. In der Literatur findet man bei Blutspendern
fur den Zeitraum 1992-2002 eine jahrliche Serokonversionsrate von 0,55%.

IgG IgA IgM
negativ 58 68 70
positiv 13 2 0

Durchseuchung | 18% 3% 0%
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12. Testablaufschema

Vorbereitung der Patientenproben und Waschldsung

1:101

z.B.

\ 4 IgG-/IgA-Proben — Verdiinnung

10 pl Serum/Plasma + 1000 pl Verdinnungspuffer
(Serumverdunnungspuffer ist gebrauchsfertig)

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. auffiillen

\ 4 IgM-Proben - Verdiinnung

1:101

Rheumafaktoradsorption mit RF-SorboTech

5 pl Serum/Plasma + 450 pl Verdinnungspuffer +
1 Tropfen RF-SorboTech bei RT 15 min inkubieren

Testdurchflhrung

Probeninkubation

4 x Waschen

Konjugatinkubation

4 x Waschen

Substratinkubation

Abstoppen

Extinktion messen

30 Minuten bei 37°C

30 Minuten bei 37°C

30 Minuten bei 37°C

100 pl Patientenproben

Leerwert (Verdinnungspuffer) und Kontrollen

400 ul Waschldésung

gut ausklopfen

100 pl Konjugat
IgG, IgM, IgA

400 pl Waschldsung

gut ausklopfen

100 pl Substrat

50 ul Stopplésung

vorsichtig schitteln

Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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