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Technique en Immunofluorescence indirecte (IFI)

sur lame pour la détection spécifique des anticorps
IgG anti-Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci et
Chlamydia trachomatis dans le sérum

Kit complet pur 3 x 105 déterminations
Conserver a 2-8°C. Ne pas congeler
Pour usage professionnel uniquement
Pour usage in vitro.
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COMPOSITION DU COFFRET

UTILISATION

SeroFIA™ |gG Chlamydia est une nouvelle technique en
Immunofluorescence pour le diagnostic clinique des
infections & Chlamydia pneumoniae, mais aussi a
Chlamydia psittaci et Chlamydia trachomatis. Ce test permet
la détermination qualitative et semi-quantitative des
anticorps IgG spécifiques dans un seul et méme échantillon
de sérum humain.

Pour diagnostic in vitro

PRINCIPE DE LA METHODE

SeroFIA™ IgG Chlamydia est une technique en
immunofluorescence en phase solide, exécutée sur une
lame a 21 puits enduite dantigenes. Des corps
élémentaires purifiés (CE) de C. pneumoniae (C.pn), C.
trachomatis (C. tr) et C. psittaci (C.ps), utilisés comme
antigénes, sont fixés sur les puits de la lame, chacun
occupant une rangée différente de celle-ci. Des sérums de
patients dilués sont disposés sur les antigénes
correspondants de chaque rangée. Aprés lincubation, les
lames sont lavées afin d'éliminer les composants non fixés
du sérum.

Au cours de la deuxieme étape, de I'lgG anti-humaine
conjuguée a de la fluorescéine est appliquée sur chaque
puits. Aprés incubation et lavage, les lames sont séchées et
montées. Elles sont examinées par microscopie a
fluorescence. La réaction est positive si des CE fluorescents
de couleur vert pomme se détachent sur un fond noir.

Une seule dilution des sérums suffit pour la détermination
gualitative. L'analyse semi-quantitative nécessite des séries
de dilutions.
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Coffret pour 3 x 105 déterminations
référence: SAV 511-01

1. Lames pour immunofluorescence (3x7 puits/unité)

15 lames
Les lames sont enduites d'antigenes de C. psittaci, C.
trachomatis, C. pneumoniae dans des rangées distinctes.
Chaque lame est emballée dans un sachet aluminium
contenant un déssicant.

2. Tampon de lavage concentré (20x) 1 flacon, 100ml

Tampon PBS-Tween (pH 7,4-7,6) contenant 2,7 M de NacCl,
0,19 M de NazHPO4, 0,03 M de KH2PO4, 0,05 M de KCI et
1% de Tween-20.

3. Diluant pour sérums 1 flacon, 80 ml

Tampons PBS contenant 0,5 % de gélatine, 0,1 %
d'albumine sérique bovine, 0,001 M de MgCl2 et moins de
0,1 % d'azide de sodium. Prét a I'emploi.

4. Contrble négatif 1 flacon, 0.5 ml

Sérum humain réagissant négativement pour les anticorps
IgG, IgA et IgM contre C. pneumoniae, C. trachomatis et C.
psittaci. Contient moins de 0,1 % d'azide de sodium. Prét &
I'emploi.

5. Contrdle positif C. psittaci 1 flacon, 0.2 ml

Sérum humain réagissant positivement pour les anticorps
IgG a C. psittaci. Contient moins de 0,1 % d'azide de
sodium. Prét a I'emploi.

6. Contrdle positif C. trachomatis 1 flacon, 0.2 ml

Sérum humain réagissant positivement pour les anticorps
IgG contre C. trachomatis. Contient moins de 0,1 % d'azide
de sodium. Prét & I'emploi.

7. Contrdle positif C. pneumoniae 1 flacon, 0.2 ml

Sérum humain réagissant positivement pour les anticorps
IgG contre C. pneumoniae. Contient moins de 0,1 % d'azide

de sodium. Prét a I'emploi.
8. Conjugué-FITC IgG 1 flacon, 3.3 ml

IgG anti-humaine de lapin marquée a la fluorescéine
(spécifique de la chaine y). Contient du contre-colorant au

bleu Evans et un stabilisateur protéique. Prét a I'emploi.
9. Liquide de montage 1 flacon, 1.5 ml

Un flacon compte-goutte contenant du glycérol tamponné a
la glycine. Le pH du liquide de montage est de 8,6 + 0,1.

10. Lamelles 15 pieces

11. Notice en frangais 1
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MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

1. Plaques ELISA propres ou tubes a hémolyse pour la
dilution des sérums des patients.

2. Micropipettes réglables (plages de 5-40, 40-200, 200-
1000 microlitres) et pointes jetables.

3. Tube volumétrique (1 litre).

4. Vortex

5. Chambre humide.

6. Etuvea37°Cz+1°C

7. Eau distillée ou désionisée en deux passages pour la
dilution du tampon de lavage concentré.

8. Pissette en plastique pour le lavage.

9. Porte-lame et bac de coloration.

10. Chronometre

11. Microscope a fluorescence avec des filtres convenant
pour la fluorescence de FITC et objectifs de
grossissement 40x et 100x.

AVERTISSEMENT ET PRECAUTIONS

Utilisation in vitro seulement.
e Précautions d’emploi

1. Les produits d’origine humaine ont subi un dépistage
négatif concernant l'infection a VIH1 et 2, 'Hépatite B,
I'Hépatite C, mais doivent cependant étre manipulés
comme des produits infectieux.

2. Le matériau antigénique de Chlamydia enrobant les
lames a été inactivé et ne contient pas de germes
vivants détectables. Toutefois, dans la mesure ou
aucune méthode connue ne peut garantir absolument
que les produits tirés d’'organismes pathologiques ne
transmettent aucune infection, les plaques doivent étre
manipulées et éliminées comme les matiéres présentant
un danger biologique potentiel, selon les
recommandations du manuel CDC/NIH "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, 1988, ou
similaires.

3. |l a été rapporté que I'azide de sodium forme des azides
de plomb ou de cuivre explosifs dans les tuyauteries des
laboratoires. Pour empécher la formation de ces
composés, rincer [|'évier et la canalisation avec
beaucoup d’eau aprés avoir jeté les solutions contenant
de l'azide.

4. Ne pas pipeter directement a la bouche.
5. Eviter le contact des réactifs du kit avec la peau.

6. Porter des gants jetables pour manipuler les sérums
(échantillons et témoins) et le conjugué. Se laver
soigneusement les mains apres avoir enlevé les gants.

7. Léquipement, les liquides et les autres substances
venant en contact direct avec les sérums humains
doivent tous étre considérés comme potentiellement
contaminés. lls doivent étre stérilisés ou inactivés apres
usage, avant leur élimination ou leur nettoyage.
L’inactivation peut étre obtenue par un séjour en
autoclave a 121°C pendant au moins une heure, ou par
traitement avec une solution d’hypochlorite de sodium a
5 % de concentration finale (eau de Javel) pendant au
moins 30 minutes.

8. Le bleu Evans contenu dans le Conjugué-FITC est
carcinogéne : éviter le contact avec la peau et les yeux.

M511-01F 09-11/25

9. Le liquide de montage contient des ingrédients corrosifs.
Eviter le contact avec la peau et l'inhalation. En cas de
contact avec la peau ou les yeux, rincer immédiatement
a grande eau.

e Stockage et durée de conservation des réactifs

1. Toutes les substances fournies doivent étre stockées a
2-8°C. Conservés dans cette plage de température, les
réactifs restent stables jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'emballage du kit. Ne pas utiliser les
éléments du kit aprés la date de péremption.

2. L’exposition des composants du kit a température
ambiante ne détériore pas les réactifs si elles se limitent
a quelques heures.

3. Protéger les réactifs de la lumiére.

4. Ne pas congeler les réactifs.

PRELEVEMENT ET PREPARATIONS DES
ECHANTILLONS

e Préléevement des échantillons

Les échantillons de sérum doivent étre prélevés de facon
aseptique selon des techniques standards, et stockés a 2-
8°C pendant 48 heures au maximum. Pour les intervalles
plus longs, des aliquotes des échantillons de sérum doivent
étre conservés a -20 °C. L’analyse des sérums troubles,
hémolytiqgues ou lipémiques peut donner des résultats
incohérents, il est donc recommandé de l'éviter.

e Préparation des échantillons — Dépistage

Pour le dépistage initial, diluer les sérums comme indiqué
dans le tableau en fonction de I'dge du patient et de I'espece
recherchée :

Espece Age du Dilution des sérums
Recherchée patient dépistage
C. 0al4ans 1:32 (10 pl sérum +
pneumoniae 310 pl diluant)
15 a +88
ans 1:128 (100 pl sérum au
1:64 + 100 pl diluant)
C. psittaci 0 a +88 ans 1:64 (10 pl sérum + 630
pl diluant)
C. trachomatis tous 1:64 (10 pl sérum + 630
patients pl diluant)

REALISATION DU TEST

Pour chaque essai, il est conseillé de tester un contrdle
Positif et un contrble Négatif pour C. pneumoniae, C.
trachomatis et C. psittaci.

Contrdle Positif IgG joint, dilué au 1/64 eme est a interpréter
comme un résultat Positif limite.

1. Porter les lames et les réactifs a température ambiante.

2. Diluer le tampon de lavage concentré au 1:20 en
ajoutant 50 ml de tampon de lavage concentré a 950 ml
d’eau désionisée en deux passages ou distillée.

Le tampon dilué peut étre conservé a 2-8°C pendant
deux semaines.




3. Avec une pipette, prélever 10 ul des controles ou du
sérum dilué et les déposer dans les puits appropriés de
chacune des trois rangées.

Incuber les lames dans une chambre humide a 37 +
1°C pendant 30 minutes.

4. Retirer les lames de la chambre humide et rincer
doucement chaque lame sous un filet de tampon de
lavage dilué, en utilisant une pissette. Laver les lames
en les immergeant dans un bac de coloration contenant
du tampon de lavage dilué. Laisser immergé pendant
10 minutes.

5. Plonger les lames lavées dans de 'eau distillée en deux
passages. Retirer et laisser sécher a l'air.

6. Déposer 10 pl de conjugué-FITC IgG dans chaque
puits avec une pipette. Incuber a 37 £ 1°C pendant 30
minutes.

7. Répéter le ringage et le lavage des lames (étapes 4-5).

8. Placer 3 gouttes de liquide de montage le long de
I'axe central de chaque lame. Couvrir avec une lamelle
fournie. Eliminer les bulles d’air en appuyant doucement
sur la lamelle.

9. Lire les résultats sur un microscope a fluorescence sous
un grossissement de 400x ou 1000x. Pour une
fluorescence optimale, lire les lames le jour méme de
'analyse. Si cela n’est pas possible, les lames montées
peuvent étre stockées dans I'obscurité a 2°C-8°C
pendant 3 jours au moins.

INTERPRETATION DES RESULTATS

e Nous vous conseillons de doser pour chaque patient et
en fonction de I'espece Chlamydia recherchée, au moins
deux marqueurs sérologiques :

- Chlamydia trachomatis :1gG et IgA

- Chlamydia pneumoniae : IgG et/ou IgM et/ou IgA
- Chlamydia psittaci :1gG et IgM
e Validité du test

Les contréles positifs présentent une coloration
fluorescente vert-pomme moyenne a intense des corps
élémentaires des différentes espéces de Chlamydia.

Le contrble négatif présente une réactivité (coloration)
négligeable pour chacune des especes de Chlamydia.

Le test doit étre considéré comme invalide si les contrbles ne
présentent pas ces caractéristiques.

e Interprétation

Il est conseillé de lire d’'abord les puits des témoins, afin
d’assurer une interprétation correcte des résultats du test.

Lire la fluorescence des échantillons cliniqgues testés et
classés de la maniere suivante :

+ Coloration fluorescente vert pomme moyenne a
intense, caractéristique des corps élémentaires.

I+

Fluorescence visible mais atténuée, considérée
comme le titre final.

- Pas de fluorescence ou faible fluorescence de fond
sans morphologie précise des chlamydia.
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19G IgA IgM

=t 1/128* | 1/32 | 1720

Interprétation

Infection primaire

Infection primaire
(plus fréquent chez
I'enfant)

C.

pneumoniae Réinfection ou

réactivation (plus
fréquent chez I'adulte)
Infection ancienne
ou trace
sérologique. Un titre
1gG > 1/512 témoigne
d’une infection
primaire.

Absence d’infection

*1/32 chez +
I'enfant

1/64 1/32 1/20

Infection active et
basse.

Confirmer par la
recherche directe de
la bactérie.

Infection active
Infection active et
haute

Infection débutante
(surtout si IgM +).
Confirmer par la
recherche directe de
la bactérie

Infection ancienne
ou trace
sérologique.

Un titre 1I9G>1/512
peut témoigner d'une
infection active.
Absence d’infection

+ + +/-

C. - + +/-
trachomatis

1/64 1/32 1/20

Infection primaire
Infection primaire

Réinfection ou
réactivation
Infection ancienne
ou trace
sérologique. Un titre
1gG > 1/64 témoigne
d’une infection
primaire.

Absence d’infection

C. psittaci

Remarques :

1.

Il est possible d’observer une fluorescence nette et
identique avec les trois especes de Chlamydia. Il s’agit
probablement d’'une réaction croisée avec le LPS
chlamydien.

Dans de rare cas, on peut également observer une
fluorescence hétérogéne dans de trés petites particules
(taille inférieure aux corps élémentaires de Chlamydia).

Le titrage a la dilution limite est recommandé pour
déterminer l'espéce prédominante en cas d’infection
multiple ou d’'une réaction croisée entre les espéces.
Une différence de titre d’au moins 4 dilutions d’une
espéce par rapport aux autres indique [I'espéce
prédominante probablement responsable de l'infection.

Les réactions croisées entre C. psittaci et les autres
espéces Chlamydia sont rares. La présence d’lgG anti-




C.pneumoniae est fréquente a cause d’'une prévalence
élevée dans la population adulte.

3. La présence d’anticorps IgG anti-C.trachomatis peut
témoigner d’'une infection ancienne ou active. Il est
conseillé de doser systématiquement les IgA afin de
confirmer une infection passée, récente ou évolutive.

LIMITES DU TEST

1. Un test sérologique unique ne suffit pas pour établir un
diagnostic final. Toutes les données cliniques et
biologiques doivent étre prises en compte.

2. Les échantillons prélevés a un stade trop précoce des
primo-infections peuvent ne contenir aucun anticorps
détectable. Si on soupgonne une infection & Chlamydia,
un deuxieme échantillon doit étre prélevé 14 a 21 jours
plus tard et testé parallelement a I'échantillon d’origine.

3. La réactivitt du sérum a plusieurs especes de
Chlamydia peut résulter de I'exposition a plusieurs
espéces ou d’une réactivité croisée des anticorps.

4. L’optique du microscope et les caractéristiques de la
source lumineuse peuvent influencer la détermination de
l'intensité lumineuse globale et des titres finaux.

Pour assurer une interprétation correcte, les puits de
contrdle doivent étre lus les premiers.

PERFORMANCE DE LA METHODE

La technique SeroFIA IgG™ Chlamydia a été comparée
avec une méthode en Micro-immunofluorescence (MIF).
L’étude a été menée dans un centre médical indépendant.
La population étudiée comprenait des patients avec des
infections suspectées a C. pneumoniae, C. psittaci, et C.
trachomatis.

Tableau 1: Chlamydia trachomatis - SeroFIA™ IgG
Chlamydia VS MIF :

MIF 1gG MIF 1gG Total
positif négatif
SeroFIA™ 47 2 49
19G
positif
SeroFIA™ 5 46 51
19G
négatif
Total 52 48 100
Sensibilité : 47 x 100 = 90,3%
52
Spécificité : 46 x 100 = 95,8%
48

Recouvrement global : 93 x 100 = 93%
100
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Tableau 2: Chlamydia pneumoniae - SeroFIA™ IgG

Chlamydia VS MIF :

MIF 1gG MIF 1gG Total
positif négatif
SeroFIA™ 120 2 122
IgG
positif
SeroFIA™ 0 60 60
IgG
négatif
Total 120 62 182
Sensibilité : 120 x 100 = 100%
120
Spécificité : 60 x 100 = 96,7%

Recouvrement global :

62

180 x 100 = 98,9%

182
Tableau 3 : Chlamydia psittaci - SeroFIA™ IgG Chlamydia
VS MIF :
MIF 1gG MIF 1gG Total
positif négatif
SeroFIA™ 18 1 19
19G
positif
SeroFIA™ 2 10 12
19G
négatif
Total 20 11 31
Sensibilité : 18 x 100 = 90%
20
Spécificité : 10 x 100 =91%

11

Recouvrement global : 28 x 100 = 90%

31
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RESUME DES ETAPES DU MODE OPERATOIRE c € 0483
SeroFIA™ Chlamydia IgG |

1.

11.

Diluer les sérums échantillon comme indiqué :

C. trachomatis - 1:64 (10 pl sérum + 630 pl de diluant
sérum)

C. psittachi - 1:64 (10 pl sérum + 630 pl de diluant
sérum)

C. pneumoniae - 1:32 (10 pl sérum + 310 pl de diluant
sérum)(enfant).

1:128 (100 pl sérum au 1:64 + 100 pl
de diluant)(adulte).

Diluer le tampon de lavage concentré au 1 :20 (50 ml de
tampon + 950 ml d’eau distillée).

Déposer 10 pl de sérum dilué ou de contréle dans
chacun des puits de lalame.

Incuber en chambre humide a 37°C pendant 30
minutes.

Rincer doucement les puits avec une pissette de tampon
de lavage. Immerger les lames dans un bac contenant
une solution de tampon de lavage pendant 10 minutes.

Plonger les lames lavées dans de I'eau distillée. Sécher a
I'air.

Déposer 10 pyl de conjugué-FITC IgG dans chaque
puits.

Incuber a 37°C pendant 30 minutes.

Laver et rincer les lames (étapes 5 et 6).

. Déposer 3 gouttes de milieu de montage et couvrir la lame

avec une lamelle.

Lecture au microscope a fluorescence.

Glossary of Symbols:

Symbols for IVD components and Reagents

wl Manufacturer D In vitro diagnostic
medical device
EU Authorized Consult
representative (13 instructions for
use
Contains
W Sufficient for J’ Terlrrlpe_;a:yre
n <n> tests imitation
Catalogue
Code - Use by Date
LOT Batch Number C€ CE mark

M511-01F 09-11/25

EU |REP

European Authorized Representative:
MedNet EC-REP GmbH

Borkstrasse 10,

48163 Muenster, Germany



