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SeroCP™ [gM

Applicazioni

SeroCP™-IgM & un kit immunoenzimatico (ELISA) per la determinazione di anticorpi
IgM specifici per Chlamydia pneumoniae nel siero umano. Il test consente la diagnosi
precoce di infezione corrente con un singolo campione di siero mediante la
determinazione di anticorpi IgM.

Per Uso Diagnostico In Vitro.

Introduzione

Chlamydia pneumoniae (TWAR) e uno dei nuovi agenti infettivi emergenti con uno
spettro di manifestazioni cliniche che include manifestazioni a carico del tratto
respiratorio superiore e inferiore (1). La maggioranza delle infezioni da C.pneumoniae
sono blande e asintomatiche, tuttavia possono causare malattie gravi quali faringiti,
sinusiti, bronchiti acute e polmoniti acquisite in comunita. Infezioni non rilevate e non
trattate possono portare a malattia prolungata e persistente. Dati recenti indicano una
possibile associazione tra infezione da C.pneumoniae e malattie croniche (2).

La sieroprevalenza di C.pneumoniae tra i bambini € bassa, aumenta bruscamente fino
alla mezza eta e rimane elevata negli anziani (>50%).Difficolta nella raccolta del
campione e l'inaccessibilita del sito di infezione compromettono seriamente
I'utilita dei metodi di rilevazione diretta. Quindi, i test serologici sono usati di
routine e servono come strumento non invasivo per l'identificazione di infezioni
clamidiali sia distali sia croniche (3), quando i metodi diretti sono scarsamente efficienti
(4). Inoltre, la presenza di alcuni tipi di anticorpi puo anche indicare la fase della
malattia.

L’infezione primaria da clamidia e caratterizzata da una risposta predominante IgM entro
2-4 settimane e da una risposta ritardata IgG e IgA entro 6-8 settimane. Dopo
un’'infezione acuta da C.pneumoniae, gli anticorpi IgM di solito spariscono entro 2-6 mesi (5),
| titoli anticorpali IgG di solito diminuiscono lentamente; mentre gli anticorpi IgA
tendono a diminuire rapidamente (6). Quando si sospetta un’infezione primaria, la
ricerca delle IgM ha grande valore diagnostico (7). Comunque, nelle reinfezioni e nelle
infezioni croniche, la prevalenza delle IgM € bassa e quindi 'assenza di I|gM non esclude
necessariamente un ‘infezione in atto.

Nelle reinfezioni i livelli di IgG e IgA aumentano rapidamente, spesso in una o due
settimane (8).Gli anticorpi IgA si sono rivelati un marker immunologico affidabile di
infezione primaria, cronica e ricorrente. Questi anticorpi di solito declinano rapidamente
ai livelli basali a seguito di trattamento ed eradicazione dell infezione da clamidia (3).
La persistenza di titoli elevati di IgA & generalmente considerata un segno di infezione
cronica (6)
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Gli anticorpi 1gG persistono a lungo e calano lentamente. Quindi, la presenza di IgG é
principalmente indicativa di un’infezione da clamidia sviluppata in un tempo
indeterminato. Comunque un titolo quadruplicato delle IgG o alti livelli di IgG possono
indicare una infezione cronica in atto.

SeroCP™ & un ELISA in cui corpi elementari purificati di C.pneumoniae (TWAR-183)
sono usati come antigeni per rilevare la risposta immunitaria nell'uomo. Per una diagnosi
completa di infezione corrente, cronica o passata, si raccomanda di determinare IgG,
IgM e IgA verso C.pneumoniae.

Principio del Test

* | pozzetti di SeroCP™ sono forniti rivestiti con corpi elementari purificati di
C.pneumoniae (TWAR 183).

« Il siero da analizzare viene diluito e incubato nei pozzetti per 1h a 37°C. In questo
passaggio gli anticorpi anti C.pneumoniae vengono legati agli antigeni
immobilizzati.

«  Gianticorpi non specifici vengono rimossi con un lavaggio.

«  Siaggiungono anti-lgM umane coniugate con perossidasi di rafano (HRP) e si
incuba 1h a 37°C. In questo passaggio il coniugato-HRP si lega al complesso
antigene-anticorpo preformato.

« Il coniugato non legato viene rimosso con un lavaggio.

«  Siaggiunge un substrato-TMB che viene idrolizzato dalla perossidasi, producendo
una soluzione blu di substrato ridotto.

«  Su aggiunta della Soluzione di Arresto il colore blu vira al giallo e viene letto in un
lettore per ELISA a 450nm.

«  L’assorbanza e proporzionale alla quantita di anticorpi specifici che sono legati agli
antigeni fissati nei pozzetti.
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Procedimento del Test

Dispensare 2 x 50ul di Controllo Negativo,1x50ul di Controllo Positivo e di campioni
diluiti nei pozzetti di micropiastra ri\iestiti con antigeni di C.pneumoniae

Coprire la piastra e incubare 1h a 37°C con 100% di umidita
Lavare 3 volte con Tampone di Lavaggio (300-350ul)
Aggiungere 50ul di contgato HRP diluito 1/300
Coprire la piastra e incubare 1¢h a 37°C con 100% di umidita
Lavare 3 volte con Tampone di Lavaggio (300-350pl)
Aggiungere 100u|¢di Substrato-TMB
Coprire la piastra e incubare 1¢5min a temperatura ambiente
Aggiungere 100l diiSquzione d ’Arresto

Leggere 'assorbanza a 450nm

Calcolare e interpretare i risultati

Contenuto dei kit
Test kit per 96 Determinazioni Cat. No. A192-01

1. Micropiastra rivestita con antigeni di C.pneumoniae: 96 pozzetti separabili
(8x12) rivestiti con antigeni di C.pneumoniae, confezionati in busta di alluminio
contenente un dessiccante.

1 micropiastra

2. Tampone di Lavaggio concentrato (20X): un tampone PBS-Tween.

1 flacone, 100ml

3. Diluente del siero-IgM (rosso): Una soluzione tamponata di anti-lgG umane
pronta per l'uso. Contiene meno dello 0,05% di Proclin quale conservante.

2 flacone, 60ml

4. Diluente del coniugato (verde): Una soluzione tampone pronta per l'uso.
Contiene meno dello 0,05% di Proclin.

2 flacone, 20ml

5. Controllo Negativo: Un siero umano, pronto per I'uso, negativo per le IgM anti-
C.pneumoniae. Contiene meno dello 0,05% di Proclin e meno dello 0,1% di sodio
azide come conservanti.

1flacone, 2,5ml
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6. Controllo Positivo: Un siero umano, pronto per 'uso, positivo per IgM anti-
C.pneumoniae. Contiene meno dello 0,05% di Proclin e meno dello 0,1% di sodio
azide come conservanti.

1 flacone da 2,0ml

7. Coniugato-HRP Concentrato (300X): Anti-lgM umane (catene p specifiche)
coniugate con perossidasi di rafano (HRP).Contiene meno dello 0,05% di Proclin.

1 flacone, 0,2ml

8. TMB-Substrato: Una soluzione pronta per [luso contenente
3,3',5,5'tetrametilbenzidina come cromogeno e perossido di idrogeno quale
substrato.

1 flacone, 16ml

9. Soluzione d’Arresto: Una soluzione pronta per | 'uso. Contiene H2SO4 1M.

1 flacone, 16ml

10. Istruzioni per l'uso 1 unita



Materiali Necessari Ma Non Forniti
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Provette pulite per la diluizione dei sieri dei pazienti.

Provetta di plastica monouso per la diluizione del coniugato HRP concentrato.
Micropipette regolabili o multicanale (5-50,50-200 e 200-1000pl) e puntali
Monouso.

Flacone graduato da un litro.

Cilindro graduato da 50ml.

Spruzzetta.

Carta assorbente.

Vortex mixer.

Bagnomaria a 37°C con coperchio, 0 camera umida in un termostato a 37°C
Lettore ELISA con filtro a 450nm.

Acqua distillata o bi-deionizzata.

Avvertenze e Precauzioni

Per Uso Diagnostico in Vitro

1.

Questo kit contiene siero umano che é stato testato con metodiche approvate
dal’FDA e CE, ed é risultato negativo per HBsAg, e per anticorpi anti-HCV e anti-
HIV 1 & 2. Poiché nessun metodo conociuto puo dare assicurazione totale che i
prodotti derivati da sangue umano non trasmettano infezioni, tutte le componenti
derivate da sangue umano fornite in questo kit devono essere maneggiate come
siero 0 sangue potenzialmente infettante, secondo le raccoman-dazioni pubblicate
nel manuale del CDC/NIH "Biosafety in Micro Biological and Biomedical
Laboratories”, 1988.

La soluzione TMB-Substrato € irritante per la pelle e le mucose. Evitare il contatto
diretto.

Tutte le componenti di questo kit sono state calibrate e testate per lotto. Non €
raccomandabile mescolare componenti da lotti diversi in quanto potrebbe
influenzare i risultati.

La soluzione di acido solforico (H2SO4 1M) e irritante per gli occhi e per la pelle. In
caso di contatto con gli occhi, sciacquare immediatamente e abbondantemente con
acqua e consultare un medico.

Alcuni reagenti contengono sodio azide la cui quantita risulta all'interno dei limiti di
concentrazione consentiti. Tuttavia,a causa dell'alta tossicita di questa
sostanza,manipolare con estrema cautela,evitando ogni contatto diretto.



Conservazione e durata dei reagenti

1. Tutti i reagenti forniti devono essere conservati a 2-8°C. | flaconi non aperti sono

stabili fino alla scadenza indicata in etichetta. L’esposizione di componenti ancora

sigillate a temperatura ambiente per alcune ore non causa danno ai reagenti. NON

CONGELARE!

Una volta aperto il kit ha una scadenza di 90 giorni.

Le strisce di pozzetti non utilizzate vanno risigillate nella busta di alluminio con il

dessiccante, arrotolando I'estremita aperta e sigillando l'intera larghezza

dell’'apertura con nastro adesivo.

4. Cristalli possono formarsi nel Tampone di Lavaggio concentrato (20X) durante la
conservazione refrigerata,cio € perfettamente normale. Ridisciolgliere i cristalli
riscaldando il tampone a 37°C prima di diluire. La soluzione diluita puo essere
conservata a 2-8°C fino a 21 giorni.

w N

Prelievo dei Campioni di Siero

Preparare i sieri da campioni raccolti asetticamente usando metodiche standard. Non
usare siero inattivato al calore. L’uso di siero lipemico, torbido o contaminato non é
raccomandabile. Materiali particolati e precipitati nel siero possono causare risultati
erronei. Tali campioni dovrebbero essere chiarificati per centrifugazione o filtrazione
prima del test.

Conservazione dei campioni
| campioni devono essere conservati a 2-8°C e saggiati entro 7 giorni (si raccomanda di

aggiungere sodio azide 0,1%). Se si prevede una conservazione piu lunga, aliquotare e
conservare i campioni sotto —20°C. Evitare di congelare e scongelare ripetutamente.

Procedimento del test

A. Preparazione dei Reagenti

1. Portare tutte le componenti e i campioni a temperatura ambiente. Mescolare bene
il Controllo Positivo, il Controllo Negativo e i campioni prima dell’'uso.

2. Determinare il numero totale di campioni da analizzare. In aggiunta ai campioni,
includere ogni volta due pozzetti per il Controllo Negativo e uno per il Controllo
Positivo.

3. Estrarre la micropiastra dalla sua busta di allumino tagliando un’estremita vicino al
sigillo. Lasciare le strisce necessarie (secondo il numero di campioni da analizzare)
nel portastrisce da 96 pozzetti.

4. Diluire il Tampone di Lavaggio Concentrato 1/20 con acqua bi-deionizzata o
distillata. Per esempio, per preparare un litro di Tampone di Lavaggio, aggiungere
50ml del Tampone di Lavaggio Concentrato a 950ml di acqua bi-deionizzata o
distillata.
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10.

12.
13.

14.

15.
16.

Incubazione dei campioni di siero e dei controlli

Diluizione con un solo passaggio: Diluire ogni campione 1:105 con il Diluente del
Siero fornito come segue: aggiungere 5ul di siero a 520yl di Diluente del Siero.
Diluizione in due tempi: Diluire ogni campione 1/105 con il Diluente del Siero fornito
come segue: aggiungere 10ul di siero del paziente a 200ul di Diluente del Siero
(1/21), e quindi diluire ulteriormente aggiungendo 25pl della diluizione 1/21 a 100l
di Diluente del Siero.

Nota:ll Diluente del siero contiene anti-lgG umane, per la rimozione di anticorpi IgG
dal siero umano.

Dispensare 50ul di Controllo Positivo, Controllo Negativo e sieri diluiti 1/105 in
pozzetti separati. | controlli negativi vanno dispensati in doppio.

Coprire le strisce con un copripiastre e incubare per 1h a 37°C in una camera
umida.

Eliminare il liquido contenuto nei pozzetti.

Lavaggio: Riempire ciascun pozzetto con tampone di lavaggio (300-350ul) ed
eliminare il liquido, Ripetere questo passaggio due volte per un totale di tre lavaggi.
Asciugare strisce e portastrisce sbattendole con attenzione su carta assorbente
pulita.

Incubazione con il coniugato

. Il Coniugato-Anti IgM umane-HRP concentrato deve essere diluito a soluzione di

lavoro subito prima dell’'uso. Diluire 1/300 il coniugato Anti IgM umane-HRP
concentrato con diluente del coniugato. Per esempio, per due strisce preparare un
minimo di 3ml di coniugato-HRP diluito (10ul di Coniugato-HRP Concetrato
mescolato con 3ml di Diluente del Coniugato).

Dispensare 50ul di coniugato diluito in ciascun pozzetto.

Coprire le strisce con un copripiastre e incubare per 1h a 37°C in una camera
umida.

Eliminare il liquido e lavare come descritto ai punti 9-10.

Incubazione con il Substrato-TMB

Dispensare 100pl di Substrato-TMB in ogni pozzetto coprire le strisce e incubare a
temperatura ambiente per 15 minuti.

Fermare la reazione aggiungendo 100ul di Soluzione d’Arresto (H2SO4 1M) in ogni
pozzetto.

Determinazione dei Risultati

Determinare 'assorbanza a 450nm e registrare i risultati. La lettura non dovrebbe
essere fatta oltre i 30 minuti dall’arresto della reazione cromogena.

Nota: Qualsiasi bolla d’aria deve essere rimossa prima della lettura. Il fondo della
piastra ELISA deve essere pulito con cura.
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Validazione del Test

Perche il test sia valido devono essere rispettati i seguenti criteri. Se i seguenti criteri non
sono rispettati il test va considerato non valido e dovrebbe essere ripetuto.

1. Controllo Positivo: Il valore dell'assorbanza dovrebbe essere >0,8 a 450nm.

2. Controllo Negativo: La media delle assorbanze dei Controlli Negativi dovrebbe
essere 0,1<NC <0,4 a 450nm.

Calcolo del Cut-Off (COV) e del Cut-Off Index (COl)

Il valore di cut-off e calcolato in base alla formula seguente: COV = NC x 2

NC = La media delle assorbanze del Controllo Negativo a 450nm usato in duplicato.

Per normalizzare | risultati ottenuti in sedute analitiche diverse,si calcola il cut-off index
secondo la seguente formula:

COIl = Assorbanza del campione di siero a 450nm

COVv.

Interpretazione dei Risultati

Tabella 1: Correlazione tra I’'assorbanza a 450nm e la presenza di anticorpi IgM

anti-C.pneumoniae

Assorbanza COl Risultati Interpretazione Diagnostica
(450nm)
O.D< <14 Negativo Nessuna indicazione di infezione
1.4xCOV corrente da  |C.pneumoniae

Nessuna

indicazione di

Anticorpi IgM

rilevabili
1.4xCOV<0.D | 1.4-1.5 | Borderline Indicazione di possibile esposizione
<1.5xCOV Bassi livelli aC.pneumoniae

di anticorpi Sirichiede un secondo campione

IgM dopo 2-4 settimanel
O.D > >1.5 Positivo Indicazione di infezione corrente da
1.5xCOV rilevanti livelli |C.pneumoniae

di anticorpi IgM
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L In caso di risultati borderline si dovrebbe prelevare un secondo campione 2-4
settimane piu tardi per analizzarlo assieme al primo campione. Se si ottiene un

secondo valore borderline, il campione va considerato negativo.
. _______________________________________________________________________________________________________________________________________|

Per ottenere un profilo anticorpale completo si dovrebbero testare anche 1gG e IgA.

Tabella 2: Interpretazione dei risultati basata sulla combinazione degli anticorpi IgG,
IgA e IgM.

Livelli degli anticorpi anti-C.pneumoniae |Interpretazione dei Risultati

IgM [s]€ IgA
Negativo | Negativo | Negativo Nessuna indicazione di infezione da
C.pneumoniae
Positivo Negativo Negativo Indicazione di infezione corrente
0 0

Positivo Positivo

Negativo | Positivo | Negativo Indicazione di infezione corrente o
passata
Negativo | Positivo Positivo Indicazione di infezione corrente 0
0 cronica
Negativo

Limitazioni del Test

1. Non usare un singolo test serologico per formulare la diagnosi finale. Tutti i dati
clinici e di laboratorio dovrebbero essere considerati.

2. | campioni ottenuti troppo precocemente durante un’infezione primaria possono
non contenere anticorpi rilevabili.
Se si sospetta infezione da clamidia, si dovrebbe fare un secondo prelievo 2-4
settimane piu tardi per analizzarlo in parallelo al campione originale.
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Caratteristiche
Tabella 3: Confronto di SeroCP™-IgM con Chlamydia IgM SeroFIA™,

SeroCP™-IgM é stato valutato in confronto con Chlamydia IgM SeroFIA™ (Savyon
Diagnostics Ltd. Cat.No. 512-01).

Lo studio e stato effettuato presso due centri medici usando 113 campioni di siero da
soggetti sintomatici (33) e bambini sani (80).

Positivo Totale

SeroFIA* Negativo

SeroCP™

Positivo

30

34

Negativo

3

76

79

Totale

33

80

113

Sensibilita;:30/33 x 100 =91%
Specificita: 76/80 x 100 =95%
Concordanza:106/113 x 100 =94%

Precisione

Intra-assay (intra-serie)

Campione

No. di Replicati

Valore Medio

CV%

Positivo

10

1.469

2.3

Negativo

10

0.236

4.7

Inter-assay (inter-serie)

Campione

No. di Replicati

Valore Medio

CV%

Positivo

10

0.605

5.4

Negativo

10

0.163

6.0
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IVD In Vitro Diagnostic Medical Device
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Danger

Contains Sufficient for 96 tests
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Consult Instructions for Use
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