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Utilizacéo

O SeroFIA™ Chlamydia IgM é um ensaio de
imunofluorescéncia  semi-quantitativo para a
determinacdo  diferencial de anticorpos IgM

especificos para C. pneumoniae, C. trachomatis e C.
psittaci numa amostra de soro humano Unica.

Para uso em Diagnoéstico In Vitro .

Introducéo

A Chlamydia, uma bactéria Gram-negativa altamente
especializada, € composta por quatro espécies: C.
trachomatis, C. pneumoniae (TWAR), C. psittaci e C.
pecorum.

A C. trachomatis inclui 15 serotipos que partilham
epitopos imunogénicos em varios graus. A
C.trachomatis é a principal doenga sexualmente
transmissivel e estd associada com a uretrite nédo
gonorreica (NG) e epididimite nos homens, cervicite,
uretrite e doenca inflamatoéria pélvica nas mulheres,
sindrome de Reiter em individuos com haplotipo HLA-
B27 e conjuntivite néonatal e pneumonia em recém-
nascidos (2-6).

A C. pneumoniae € um patogénio respiratorio
importante no Homem e causa até 10% dos casos de
pneumonia adquirida pela comunidade. Tem sido
associada com doencas respiratérias agudas,
pneumonia, asma, bronquite, faringite, sindrome
respiratorio agudo da anemia das células falciformes,
doencgas coronérias e sindrome de Guillain-Barre (7-
9).
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A C.psittaci infecta uma vasta gama de espécies,
desde moluscos, aves e mamiferos e também causa
pneumonia grave.

Os testes seroldgicos sdo usados por rotina no
diagndstico das infecgbes por Chlamydia. Servem
como métodos ndo invasivos na identificacdo de
infeccdes clamidiais distais e crénicas (10, 11), nas
guais os métodos de detecgdo directos sdo raramente
eficazes. Além disso, a presencga de certos tipos de
anticorpos também pode indicar o estado da doenca.
A infeccéo clamidial primaria é caracterizada por uma
resposta predominantemente IgM nos espago de 2 a
4 semanas e uma resposta IgG e IgA atrasada no
espaco de 6 a 8 semanas. Apos uma infecgdo aguda
por C. pneumoniae os anticorpos IgM geralmente
desaparecem em 2 a 6 meses (12), os titulos de
anticorpos 1gG aumentam e geralmente diminuem
lentamente; enquanto que os anticorpos IgA tendem a
desaparecer rapidamente (13).

As reinfec¢Bes clamidiais sdo caracterizadas pela
auséncia de resposta IgM e respostas IgG e IgA
imediatas (9). Os anticorpos IgA demonstraram ser
um marcador imunolégico de confianga para
infec¢des priméarias, crénicas e recorrentes. Em geral,
estes anticorpos descem rapidamente a niveis base
apos o tratamento e erradicacdo da infeccao clamidial
(1-6, 10, 11).

A persisténcia de titulos de anticorpos IgA elevados é
geralmente considerada como um sinal de infeccéo
cronica (13). Num estudo efectuado em individuos de
certa idade com infec¢Bes respiratérias estimou-se
que um quinto dos casos de C. pneumoniae ndo seria
detectado sem a determinagdo de IgA (14). Os
anticorpos 1gG persistem por longos periodos e
diminuem muito lentamente. Assim, a presenca de
anticorpos IgG é basicamente indicativa de uma
infeccdo clamidial numa altura indeterminada.
Contudo, um aumento de quatro vezes dos anticorpos
IgG ou niveis elevados de anticorpos IgG podem
indicar uma infecgdo crénica ou sistémica em curso.

O teste Chlamydia SeroFIA™ da Savyon é um ensaio
micro-IF baseado nos principios da MIF. O SeroFIA™
utiliza como antigénio corpos elementares purificados
de C. pneumoniae (TW-183), C. trachomatis (L2) e C.
psittaci (SZ-1). Cada lamina de reacgdo SeroFIA™
contém 3 filas de 7 pocgos, cada fila com antigénio C.
pneumoniae, C. trachomatis ou C. psittaci. Esta
separagdo entre cada um dos antigénios clamidiais
evita possiveis confus@es entre as diferentes espécies
de Chlamydia e torna a interpretacao dos resultados
simples e isenta de erros.

Principio do teste

= Corpos elementares purificados (Ebs) de C.
pneumoniae (C.pn), C. trachomatis (C.tr) e C.
psittaci (C.ps) sdo fixados nos pocos das laminas
SeroFIA™, cada um em sua fila da lamina.

= As amostras diluidas sdo incubadas 90 minutos a
37°C em cada fila com os respectivos antigénios.

= Os componentes séricos ndo ligados sao
eliminados por lavagem.
= Adiciona-se um conjugado anti IgM humano

marcado com Fluoresceina e incuba-se 30

minutos a 37°C.
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= O conjugado néo ligado é eliminado por lavagem.

= As laminas sdo secas e adicionam-se 3 gotas de
Meio de Montagem Fluido.

= As laminas sdo examinadas num microscopio de
fluorescéncia. As reacgfes positivas aparecem
com uma fluorescéncia verde-mag¢d dos Ebs
contra um fundo escuro.

= A determinacdo qualitativa consegue-se com uma
Unica diluicho do soro. Os resultados semi-
quantitativos resultam de titulagBes seriadas.

Conteudo do kit

1. Léaminas (3x7 pocos/unidade): Léaminas

revestidas com antigénios C. pneumoniae, C.
trachomatis, e C. psittaci, em trés filas. Cada
lamina esta embalada numa saqueta de aluminio
com um pacote de gel de silica

15 unidades

2. Tampédo de Lavagem Concentrado (x20):
Tampédo PBS-Tween, (pH 7.4-7.6) que contém
NaCl, Na2HPOas, KH2PO4 e Tween 20.

1 frasco, 100ml

3. Diluente de Soro: Tampao PBS. Contém
gelatina, albumina bovina sérica, MgClz e <0.1%
azida sédica

1 frasco, 80ml

4. Controlo Negativo: Soro humano negativo para
anticorpos IgG, IgA e IgM para C. pneumoniae, C.
trachomatis, C. psittaci. Contém <0.1% azida
sédica. Pronto a usar.

1 frasco, 0.5 ml

5. Controlo Positivo C. trachomatis: Soro
humano positivo para anticorpos IgM para C.
trachomatis. Contém <0.1% azida sédica. Pronto
a usar.

1 frasco, 0.2ml

6. Controlo Positivo C. pneumoniae: Soro humano
positivo para anticorpos IgM para C. pneumoniae.
Contém <0.1% azida sédica. Pronto a usar.

1 frasco, 0.2ml

7. Controlo Positivo C. psittaci : Soro humano
positivo para anticorpos IgM para C. psittaci.
Contém <0.1% azida sddica. Pronto a usar.

1 frasco, 0.2ml

8. Reagente de Inactivagao IgG: 1gG anti-humana
com <0.1% azida sodica.
1 frasco, 4ml

9. Conjugado-FITC: Anti-lgM humana de Coelho
(especifica da cadeia p) conjugada a Fluoresceina.
Pronto a usar.

1 frasco, 3.3ml

512-01P 07-11/25

10. Meio de Montagem: Contém <0.1% azida
sodica.

1 frasco conta-gotas, 1.5ml
11. Lamelas: 1 unidade

12. Manual de Instrugdes: 1

Material Necessario mas Nao Fornecido |

1. Placas de microtitulagdo limpas ou tubos para
a diluicao do soro dos doentes

2. Centrifuga

3. Micropipetas ajustaveis (5-50, 50-200, 200-
1000 microlitros) e pontas descartaveis.

4. Baldo volumétrico (1 litro).

5. Vortex.

6. Banho a 37°C com tampa ou cadmara humida

colocada numa incubadora a 37°C.

7. Tabuleiro de plastico para a incubagdo das
laminas.

8. Agua destilada ou duplamente desionizada
para a diluicho do Tampdo de Lavagem
Concentrado.

9. Esguichos de plastico.

10. Suporte de l&dminas e de coloragéo.

11. Cronémetro.

12. Microscopio de fluorescéncia com filtros
adequados a leituras com FITC e com
magnitudes de 40x e 100x.

Avisos e Precaucdes

Para uso em Diagndstico In Vitro.

1. Este kit contém soros humanos que foram
testados e considerados negativos por técnicas
aprovadas pela FDA, CE para antigénio HBV e
para anticorpos HCV e VIH 1 e 2. Dado que
nenhum método pode oferecer completa
seguranga que os produtos derivados de sangue
humano n&o transmitem infeccdo, todos os
componentes de sangue humano fornecidos
neste kit ttm de ser manuseados como soro ou
sangue potencialmente infecciosos de acordo
com as recomendagdes publicadas no manual
CDC/NIH "Biosafety in Micro Biological and
Biomedical Laboratories” 1988.

2. O material antigénico clamidial que reveste as
laminas foi inactivado e ndo contém organismos
vivos detectaveis. Contudo, como nenhum método
pode asseguar completamente que os produtos

derivados de organismos patologicos nédo
transmitem infeccdo, as |aminas devem ser
manuseadas como qualquer material

potencialmente infeccioso, de forma idéntica ou
similar as recomendagdes publicadas no manual
CDC/NIH, "Biosafety in Micro - biological and
Biomedical Laboratories" 1988.

3. A azida soédica pode formar azidas de chumbo ou
cobre  explosivas nas canalizagbes  dos
laboratérios. Para evitar a acumulagdo destes
componentes, passar fluxos abundantes de agua
apos a eliminacao de solugdes contendo azida.

4. Na&o pipetar com a boca.

5. Evitar o contacto da pele com qualquer dos
reagentes do Kkit.



6. Utilizar luvas descartaveis ao manusear 0S SOros e | Procedimento

efectuar o teste. Lavar cuidadosamente as maos
apos retirar as luvas.

7. Qualquer equipamento, liquido ou outras
substancias que entrem em contacto directo com
soro humano devem ser consideradas
potencialmente  contaminadas. Deverdo ser
esterilizadas ou inactivadas ap6s utilizagdo e antes
de serem limpas. A inactivacdo pode ser
conseguida em autoclave a 121°C durante, pelo
menos, uma hora, ou fazendo um tratamento com
uma solucéo de hipoclorito de sédio (lixivia) a 5%
de concentragdo final, durante pelo menos, 30
minutos.

8. O Conjugado-FITC contém Evans Blue que é
carcinogénico. Evitar o contacto com a pele e
olhos.

9. O Meio de Montagem contém componentes
corrosivos. Evitar o contacto com a pele e ndo
inalar. Em caso de contacto com a pele e olhos
lavar imediatamente com agua abundante.

| Armazenamento e Validade dos Reagentes |

Todos o0s materiais fornecidos devem ser
armazenados a 2-8°C. Se mantidos a 2-8°C os
reagentes sdo estaveis até a data de validade
indicada na embalagem. N&o utilizar os componentes
para além das datas de validade. A exposi¢cdo dos
componentes do kit a temperatura ambiente por
poucas horas ndo causara danos aos reagentes.

N&o expor os reagentes a luz forte. Nao congelar
0s reagentes.

Colheita e Preparacdo das Amostras

Colheita do Soro

Preparar o soro a partir de amostras colhidas
assepticamente por técnicas standard. Ndo deve
ser usado soro inactivado pelo calor. Nao é
recomendada a utilizacéo de soro lipémico, tdrbido
ou contaminado. Soros com particulas e
precipitados podem conduzir a falsos resultados.
Tais amostras devem ser limpas por centrifugacéo
ou filtracdo antes de serem testadas

Armazenamento

As amostras devem ser armazenadas a 2-8°C e
testadas em 7 dias (recomenda-se a adicdo de azida
sédica 0.1%). Se se prever um periodo de
armazenamento maior, aliquotar e armazenar as
amostras a menos de -20°C. Evitar ciclos de
congelamento-descongelamento

Preparacdo da Amostra

1. Adicionar 5yl de cada amostra a 45pl de
Reagente de Inactivagdo 1gG. Vortex
suavemente.

2. A cada um dos 50pl de soro tratados adicionar
50pl de Diluente de Soro. A dilui¢éo final obtida
neste passo é 1:20.

Para determinar os titulos finais fazer diluicdes
seriadas a comegar de 1:20.
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Nota:
Para cada ensaio recomenda-se testar um pogo com
Controlo Negativo e um pogo com Controlo Positivo

para cada uma das espécies C.pneumoniae,
C.trachomatis and C.psittaci na respectiva fila.
Controlo positivo pode ser utilizado como

controlo end point da reacc¢ao, quando diluido de
1:64.

1. Colocar todos os componentes e amostras
clinicas a serem testados a temperatura
ambiente.

2. Diluir o Tampdo de Lavagem Concentrado
1:20 adicionando 50ml de Tampdo de
Lavagem Concentrado a 950ml de &agua
destilada ou duplamente desionizada. O
tampéo diluido pode ser armazenado a 2-8°C
até 2 semanas.

3. Pipetar 10ul de controlos e soros diluidos nos
pocos apropriados de cada uma das trés filas.

4. Incubar as laminas em camara humida a 37°C
durante 90 minutos.

5. Remover as laminas da camara hdmida e
enxaguar cuidadosamente cada lamina com
um esguicho de Tampao de Lavagem diluido.
Lavar as laminas num copo de coloracédo
submergindo-as em Tamp&o de Lavagem
diluido. Deixar durante 10 minutos. Mergulhar
as laminas lavadas em &gua duplamente
destilada. Remover e secar ao ar.

6. Pipetar 10ul de Conjugado- FITC em cada
poco.

7. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

8. Repetir o enxaguamento e lavagem das
laminas como no passo 5.

9. Colocar 3 gotas de Meio de Montagem no

centro de cada lamina. Cobrir com a lamela

fornecida. Remover as bolhas de ar
pressionando suavemente a lamela.

Ler os resultados num microscopio de

fluorescéncia a uma magnitude de 400x ou

1000x. Para obter melhores resultados, ler as

laminas no mesmo dia em que 0 ensaio é

efectuado. Se tal ndo for possivel, as laminas

podem ser armazenadas no escuro a 2-8°C até

3 dias.

10.

Validacdo do Teste

Para que o teste seja valido devem ser reunidos os
seguintes critérios. Caso isso ndo aconteca o teste
deve ser considerado invalido e deve ser repetido.

1. Os Controlos Positivos apresentam uma
fluorescéncia verde-maca moderada a intensa
dos corpos elementares (Eb)) da respectiva
espécie de Chlamydia.

2. O Controlo Negativo apresenta reactividade
negligenciavel com cada uma das espécies de
Chlamydia.




| Interpretacéo e Significado dos Resultados

Recomenda-se fazer primeiro a leitura dos pocgos
controlo para assegurar a correcta interpretacdo dos
resultados do teste.

Ler a fluorescéncia das amostras clinicas e classificar
da seguinte forma:

3.

4.

+ Moderada a
fluorescéncia
elementares.

intensa, distinta ou
verde-maca dos

difusa,
corpos

Chlamydia deve-se obter uma segunda
amostra 2-3 semanas mais tarde e ser testada
em paralelo com a amostra inicial.

A reactividade do soro com mdltiplas espécies
de Chlamydia pode-se dever a exposi¢cdo a
mais do que uma espécie de Chlamydia ou a
anticorpos com reactividade cruzada.

A determinacdo da intensidade fluorescéncia
geral e titulos finais pode ser afectada pelas
condi¢cdes do microscopio, fontes e tipos de

luz.

*+  Fluorescéncia definida mas esbatida dos corpos —
elementares. Deve ser considerada como o titulo |_Caracteristicas de Desempenho
final do soro.
O titulo final de um soro é definido como a Gltima  Estudo efectuado num centro médico independente
diluicdo que ainda apresenta marcacéo visivel. A com doentes com suspeita de infeccdo C.
diluicdo seguinte apresentar-se-a4 como um soro  trachomatis, C. pneumoniae ou C. psittaci.
negativo.
_ Fluorescéncia de fundo fraca ou ausente sem ResultadosC. trachomatis obtidos pelo SeroFIA™
morfologia clara da Chlamydia. IgM vs. MIF de referéncia
Aspecto da Interpretacdo MIF Positivo | Negativo | Total
Fluorescéncia no titulo
1:20 SeroFIA™
Ccpn | ctr | Cps Positivo 4 0 4
Negativo 1 26 27
N Presenga de anticorpos Total 5 26 31
) ) IgM especificos para .
9 P P Sensibilidade: 4/5 x 100 = 80%
C.pn, C.trou C.ps e
. . Especificidade: 26/26 x 100 = 100%
- + - respectivamente.Titulos c dancia- 30/31 x 100 = 96.8%
>1:20 s&o considerados oncordancia. X 10 =56.6%
como possivel . .
- - + ™
evidéncia de infecc&o Resultados C. pneumoniae obtidos pelo SeroFIA
IgM vs. MIF de referéncia
+ + . Presenca de anticorpos MIF | Positivo | Negativo | Total
IgM para Chlamydia.
Pode representar SeroFIA™
- + + muIt|p~Ias |nfecgges ou Positivo 18 2 22
S - 2
+ - + - .
determinar a espécie Total 19 127 146
de Chlamydia .
predomingnte devem Sensibilidade: 18/19 x 100 = 94.7%
+ + + ser feitas diluicBes para Especificidade: 123/127 x 100 = 96.8%
obter o titulo final Concordancia: 141/146 x 100 = 96.6%
- — Resultados C. psittaci obtidos pelo SeroFIA™ IgM
Negativo. Niveis de vs. MIF de referéncia
) i i anticorpos IgM para
C.pn, C,Z.trz ou C.ps nao MIF | Positivo Negativo | Total
detectaveis.
o o SeroFIA™
Significado dos Titulos Finais Positivo 3 2 5
Sef L. itad . L Negativo 0 26 26
e forem necessarios resultados semi-quantitativos Total 3 58 31

devem ser efectuadas titulagbes para determinar o
titulo final.

Sensibilidade: 3/3 x 100 = 100%

| Limitacdes do Teste

1. Para o diagnostico final ndo deve ser usado
um teste seroldgico Unico. Devem-se ter em
conta todos os dados clinicos e laboratoriais.

2. As amostras obtidas muito cedo durante a
infeccdo primaria podem nao conter anticorpos
detectaveis. Se se suspeitar de infecgdo por
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| Especificidade: 26/28 x 100 = 93%
Concordancia: 29/31 x 100 = 94%
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‘ Glossary of Symbols:

Symbols for IVD components and Reagents

In vitro diagnostic
M Manufacturer medical device
EU |REP EU Authorized Consult
representative [1d |instructions for
use
Contains Temperature
W Sufficient for /ﬂ/ limitati
n | <n> tests imitation
gggﬂog“e = Use by Date
[LoT] Batch Number |3 CE mark
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