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Uso Indicado
O kit SeroCP IgM é utilizado para a deteccéo de anticorpos
especificos da classe IgM contra Chlamydia pneumoniae no
soro humano.

O kit SeroCP IgM é um kit de imunoensaio (ELISA)
qualitativo, que € utilizado como um auxiliar no diagnostico
de infecgdo causada por Chlamydia pneumoniae .

Para Diagndstico In Vitro .

Introducédo

Chlamydia pneumoniae (TWAR) é um agente infeccioso ,
que apresenta uma variedade de manifestacdes clinicas
incluindo infecgBes do tracto respiratdrio superior e inferior
(1). A maioria das infec¢gfes causadas por C. pneumoniae €
leve ou assintomética. No entanto, ele pode causar doencas
graves, como a faringite, sinusite, bronquite aguda e
pneumonia adquirida na comunidade. Infecgbes néo
detectadas ou ndo tratadas podem causar doengas
persistentes e prolongadas. Dados recentes mostram uma
possivel associagdo entre infecgBes causadas por C.
pneumoniae e doengas cronicas (2).

A seroprevaléncia de C. pneumoniae em criancas € baixa,
mas aumenta significativamente para a vida adulta, apés o
que se mantém a um nivel elevado (> 50 %). Dificuldades na
recolha da amostra e na inacessibilidade das areas
infectadas, afectam sériamente a utilidade dos métodos de
deteccgdo direta. Portanto, os testes serologicos sdo usados
rotineiramente e servem como um método ndo-invasivo para
a identificacdo de Chlamydia tanto passadas como cronicas
e (3), onde os métodos de deteccdo directa raramente sdo
eficazes (4). Além disso, a presenga de certos tipos de
anticorpos sdo um indicador do estado de doenca. A
infeccdo primaria por Chlamydia é caracterizada por uma
resposta de IgM predominante nas primeiras 2-4 semanas e
uma resposta subsequente de IgG e IgA nas seguintes 6-8
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semanas. Apos uma infec¢do aguda a IgM de C.pneumoniae
desaparece na maioria dos casos, apos 2-6 meses (5) e 0
titulo de anticorpo IgG diminui lentamente, as IgA tendem a
desaparecer rapidamente (6). Quando se suspeita de
infeccdo primaria de Chlamydia, a presenca de anticorpos da
subclasse IgM tem um alto valor diagndstico (7). No entanto,
infeccdes recorrentes ou infecgBes cronicas, o nivel de
anticorpos IgM é baixo e é por isso que a auséncia de IgM
ndo exclui necessariamente uma infec¢do em curso.
Em re-infecgéo, o titulo de IgG e IgA aumenta rapidamente,
normalmente em 1-2 semanas (8).

Os anticorpos da classe IgA demonstraram ser um marcador
imunoldgico confiavel de infecgGes primarias, crénicas e
recorrentes. Em geral, o titulo de anticorpos diminui
rapidamente para niveis de linha de base, uma vez que a
infeccdo por clamidia foi erradicada tratada e (3) a
persisténcia de elevado titulo de anticorpos IgA é
considerado um indicador de infec¢cdo crénica (6).
Anticorpos das subclasses de IgG persistem por longos
periodos e diminuem lentamente. Portanto, a presenca de
anticorpos 1gG, indica principalmente uma infec¢do por
Chlamydia com um tempo indeterminado. No entanto, um
aumento de 4 vezes no nivel de IgG ou IgG de um valor
muito alto pode indicar uma infec¢do cronica em curso.
SeroCP é um ensaio imunoenzimético (ELISA ) utilizando
como antigénio corpos elementares de purificado de C.
pnemoniae (TWAR-183) para detectar a resposta
imunolégica em seres humanos. Para um completo
diagnostico de infecgBes em curso, crénicas ou passadas, é
recomendado determinar a presenca de anticorpos IgG, IgA
e IgM contra C. pneumoniae.

Principio do Teste

e As placas SeroCP sdo revestidas com corpos
elementares de C. pnemoniae (TWAR 183) purificada
como antigénio.

e O soro a testar € diluido e incuba-se nas placas SeroCP
durante 1 hora a 37 ° C. Neste passo, 0s anticorpos
contra a C. pneumoniae ligam-se aos antigénios
imobilizados .

e Os anticorpos que ndo reagiram sao removidos pela
lavagem.

e O anticorpo anti-lgM humano, conjugado com peroxidase
de rdbano (HRP ) foi adicionado e incubado 1h a 37 ° C.
Neste passo, o conjugado de peroxidase liga ao
complexo antigénio-anticorpo ja formado.

e O conjugado nao ligado é removido por lavagem.

e ApoOs adicdo do substrato -TMB, ha hidrolise pela
peroxidase e redugdo, uma vez que o substrato torna-se
azul.

e Ao adicionar a solugdo de paragem (solugéo stop), a cor
azul fica amarela e deve ser lida num leitor de placas
ELISA no comprimento de onda de 450 nm.

e A absorvancia é proporcional a quantidade de anticorpo
especifico ligado ao antigénio imobilizado.

| Procedimento |

Adicionar 2x50pl de Controlo Negativo e 1x50ul controlo
positivos assim como as amostras diluidas 1/105 para os
pocos revestidos com antigénio C. pneumoniae

Cobrir a placa e incubar durante 1 h a 37 ° C, com uma
humidade de 100%

Lavar 3 vezes com a solucao de lavagem (300-350ul
Wash Buffer)

Adicionar 50 ul de conjugado com peroxidase (HRP
conjugado ), diluido 1/300
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Cobrir a placa e incubar durante 1 h a 37 ° C, com uma

humidade de 100%

Lavar 3 vezes com a solugéo de lavagem (300-350ul

Wash Buffer)

!
Adicionar 100 pl de substrato TMB ( TMB- substrato )

Cobrir a placa e incubar durante 15 min a temperatura

ambiente

!
Adicionar 100 pl de solucdo de paragem (Stop Solution).

Ler a absorvancia a 450 nm

!

Calcular e interpretar os resultados

[ Contetdo do Kit

Kit para 96 testes

1.

10.

11.

Referéncia A192 -01M

Microplaca revestida com antigénio de C.
pneumoniae:
96 pocos separaveis ( 8x12 ), revestidos com o
antigénio de C. pneumoniae, embalados numa
bolsa de aluminio contendo uma placa de gel de
silica.
1 Placa
Solugéo de Lavagem Concentrada (20x): Solucéo
de PBS e Tween .
1 frasco, 100ml
Diluente de Soro-IgM (vermelho): Anti- I1gG
humana em tampé&o , pronto para uso . Contém
menos do que 0,05 % de Proclin, como
conservante.
1 frasco, 60ml
Conjugado Diluente (verde): Uma solugdo
tamponada pronta para uso. Contém menos do que
0,05 % de Proclin, como conservante.
1 frasco, 40ml
Controlo negativo: soro humano IgM negativo
para C. pneumoniae, solugcdo pronta a usar.
Contém menos do que 0,05 % de Proclin e menos
de 0,1 % de azida de s6dio como conservantes.
1 frasco, 2,5 ml
Controlo positivo: soro humano IgM positivo para
C. pneumoniae, solugcdo pronta a usar. Contém
menos do que 0,05 % de Proclin e menos de 0,1 %
de azida de sddio como conservantes.
1 frasco, 2,0 ml
Conjugado-HRP concentrado (300X): Anticorpo
anti-lgM humano (especifico cadeia p) conjugado
com peroxidase de rabano (HRP), que contém
menos de 0,05 % de Proclin como conservante.
1 frasco, 0,2 ml
Substrato TMB Solucdo pronta para usar.
Contendo 8. 3,3',5,5 tetrametilbenzidina como
cromogénio e peroxidase como substrato.
1 frasco, 14ml
Solucdo Stop (Solugdo de paragem) :
Solugéo pronta para usar. Contendo H2S0O4 1M.
1 frasco, 15ml
Cobertura da placa: 1 unidade

Instrucdes de uso: 1
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Kit para 192 testes

1.

10.

11.

Referéncia B192-01M

Microplaca revestida com antigénio de C.
pneumoniae:
96 pocos separaveis ( 8x12 ), revestidos com o
antigénio de C. pneumoniae, embalados numa
bolsa de aluminio contendo uma placa de gel de
silica.
2 Placas
Solucéo de Lavagem Concentrada (20x): Solugéo
de PBS e Tween .
2 frascos, 100ml
Diluente de Soro-IgM (vermelho): Anti- IgG
humana em tampédo , pronto para uso . Contém
menos do que 0,05 % de Proclin, como
conservante.
2 frascos, 60ml
Conjugado Diluente (verde): Uma solugéo
tamponada pronta para uso. Contém menos do que
0,05 % de Proclin, como conservante.
1 frasco, 80ml
Controlo negativo: soro humano IgM negativo
para C. pneumoniae, solu¢gdo pronta a usar.
Contém menos do que 0,05 % de Proclin e menos
de 0,1 % de azida de s6dio como conservantes.
1 frasco, 2,4 ml
Controlo positivo: soro humano IgM positivo para
C. pneumoniae, solugdo pronta a usar. Contém
menos do que 0,05 % de Proclin e menos de 0,1 %
de azida de sddio como conservantes.
1 frasco, 1,25 ml
Conjugado-HRP concentrado (300X): Anticorpo
anti-lgM humano (especifico cadeia p) conjugado
com peroxidase de rdbano (HRP), que contém
menos de 0,05 % de Proclin como conservante.
1 frasco, 0,2 ml
Substrato  TMB Solucdo pronta para usar.
Contendo 8. 3,3',5,5 tetrametilbenzidina como
cromogénio e peroxidase como substrato.
1 frasco, 24ml
Solugao Stop (Solucéo de paragem) :
Solugéo pronta para usar. Contendo H2S0O4 1M.
1 frasco, 30ml
Cobertura da placa: 2 unidades

Instrucdes de uso: 1

| Materiais Necessérios mas néo Fornecidos

1. Tubos de ensaio limpos para a diluicio do soro do
paciente.

2. Frascos plasticos descartaveis para a diluicdo do
concentrado de conjugado-HRP.

w

Micropipetas ajustaveis, ou multicanal (varia de 5-50 , 50-

200, 200 -1000pl ) e pontas descartaveis.

©CoNOGOA

Reservatorio de precipitados (1 litro).

Proveta (50 ml).

6. Frasco plastico (lavagem).

Papel absorvente.

Vortex.

Banho a 37 ° C, com tampa, ou camara de incubacéo

hamida a 37 °C.
10.Leitor de placas de ELISA com um filtro de 450 nm.

11.Agua

desionizada ou duplamente destilada.



Precaucdes |

| Procedimento de Ensaio - Manual |

Para utilizagcdo em Diagnostico In Vitro

1. Este kit contém soro humano foi analisada por técnicas
aprovadas pela FDA e CE e descobriram que é negativa
para o HBsAg, e anticorpos para o0 HCV e HIV-1 e 2. No
entanto, como ndo existe um método conhecido que
possa oferecer total garantia de que os produtos
derivados do sangue humano néo transmitem a infeccao,
todos os componentes do sangue humano previstos nas
amostras do kit devem ser tratados como amostras de
soro ou sangue potencialmente infecciosos, de acordo
com as recomendacdes publicadas no manual do CDC /
NIH " Biosseguranga em Laboratérios de Micro Bioldgicas
e Biomédicas " (Biosseguranca em laboratérios de
microbiologia e Biomédica), 1988 .

2. O material de substrato TMB ¢€ irritante para a pele e
membranas mucosas. Evite o contacto directo.

3. Todos os componentes do kit séo calibrados e testados
por lote. Nao é recomendado usar solugdes de lotes
diferentes, uma vez que pode afectar os resultados.

4. O acido sulfarico diluido (H.SO4 1M) é irritante para a
pele e olhos. Em caso de contacto com os olhos, lave
imediatamente com agua e consulte um médico.

Conservacao e estabilidade dos reagentes |

1. Todos os materiais fornecidos devem ser armazenados a
2-8 °C. Os reagentes em frascos fechados sdo estaveis
até a data de validade indicada no rotulo. Expondo os
componentes do kit de recém-abertos a temperatura
ambiente durante algumas horas , ndo produz quaisquer
danos . NAO CONGELAR REAGENTES.

2. O kit expira 90 dias depois de ter sido aberto.

3. Tiras ndo utilizadas, devem ser conservadas em
recipientes fechados na bolsa de folha de embalagem
com gel de silica, envolvendo a bolsa ao longo da
abertura e selagem com fita adesiva.

4. E possivel que exista formacéo de cristais na solucdo de
concentrado de lavagem (20x) devido a armazenagem a
frio, isto €& perfeitamente normal. Os cristais s&o
redissolvido por aquecimento da solucdo a 37 ° C antes
da diluicdo. Uma vez diluida, a solugdo pode ser
guardada a 2-8 °C até 21 dias.

O

Protocolo para automatizacéo, disponivel sob requisi¢ao

A. Preparacgdo dos reagentes

Todos o0s reagentes e amostras devem estar a
temperatura ambiente da sala. Homogeneizar as
amostras e 0s controlos positivos e negativos antes da
utilizacao.

Determinar o nUmero de amostras testadas. Além das
amostras, em cada ensaio deve ser adicionado dois
poc¢os com controlo negativo e um com controlo positivo.
Remova a microplaca da embalagem de aluminio,
cortando perto do lado selado. Remova o nimero de tiras
necessarias (de acordo com o nimero de amostras de
ensaio) e coloque na microplaca.

Diluir a solugdo de lavagem concentrada 1/20 com agua
bidestilada ou desionizada. Por exemplo, para preparar
um litro de solucdo de lavagem, adicionar 50 ml de
solugdo de lavagem concentrada para 950 ml de agua
destilada ou duplamente desionizada.
ado a 950ml de agua destilada ou bi-desionizada.

B. Aincubacé&o das amostras e controlos

. Dilui-se cada amostra de soro do paciente 1/105 com
diluente de soro fornecido, da seguinte maneira:
Adicionam-se 5 pl de soro de um paciente para 520ul de
diluente de soro.

Diluicdo em duas etapas: Diluir cada amostra de soro do
paciente 1/105 com diluente de soro fornecido, como se
segue : adicionar 10 pl de soro de um paciente a 200 ul
diluente Soro (1/ 21) e, em seguida, diluiu-se pela adicdo
de 25 ul da diluigdo 1/21 a 100ul diluente soro .

Nota: O diluente do soro contém anticorpos anti-lgG
humano para a remocao de anticorpos IgG a partir de
soro humano.

. Adicionar 50 ul a cada pogo de controlo positivo , de
controlo negativo e do soro diluido a 1/ 105. O Controlo
negativo deve ser adicionado em dois pogos separados.

. Cobrir as tiras com uma tampa de placa e incubar durante
1 hora a 37 ° C numa camara hiumida.

. Descartar o liquido dos pocgos.

. Lavar: Encher completamente cada pogo com solucdo de
lavagem e descarte o liquido, repita este passo mais duas
vezes, para um total de trés vezes.

[ Colheita de soro

10.Seque o suporte e tiras tocando em papel de filtro.

O soro deve ser preparado a partir de amostras colhidas de
forma asséptica utilizando técnicas padrdao. As amostras que
tenham sido inactivadas pelo calor ndo devem ser utilizadas.
Nao € recomendado o uso de soro lipémico, turvo ou
contaminado. Particulas ou precipitados no soro podem
causar resultados errados. Estas amostras devem ser
clarificadas por centrifugacéo ou filtragem antes de submete-
las a avaliacéo.

Conservacado das amostras

As amostras podem ser armazenadas entre 2-8 ° C até 7 dias
(recomendamos a adicdo de 0,1% de azida de sddio). Se
necessitar armazenamento a longo prazo, as amostras
devem ser armazenadas a -20 ° C em aliquotas. Evite
repetir o descongelamento e congelamento.
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C. Aiincubag¢&o com conjugado

11.0 conjugado-HRP concentrado deve ser diluido
imediatamente antes da utilizag&o.
Diluir o concentra do conjugado anti-lgM humana-HRP
1/300 com diluente do conjugado. Por exemplo, para
preparar duas tiras, prepare um minimo de 3ml
conjugado -HRP diluido ( 10 ul de conjugado-HRP
concentrado, misturado com 3 ml de Diluente do
Conjugado) .

12. Adicionar 50 ul de conjugado diluido a cada pogo.

13. Cobrir as tiras com uma tampa de placa e incubar durante
1 hora a 37 ° C numa camara humida.

14. Descartar o liquido e lavar os pogos como descrito nas
etapas 9 e 10.

D. Incubagdo com TMB- substrato

15. Adicione 100ul Substrato-TMB em cada pogo, cubra com
tampa de placa e incube a temperatura ambiente durante
15 minutos.

16 . Parar a reaccgéo pela adicao de solucao de paragem a
cada poco 100ul (H2SO4 1M).



E. Determinacéo dos Resultados
17. Determinar a absorvancia a 450 nm, e anotar os
resultados. A leitura ndo deve ser feita apés 30 minutos
de paragem da reac¢do cromogénica.
Nota: Todas as bolhas de ar tém de ser removidas antes
da leitura. A base da placa ELISA deve ser limpa

cuidadosamente.

| Validagdo do Ensaio

Para que o teste seja valido, deve seguir os seguintes

critérios .

Se estes critérios ndo forem satisfeitos, o teste

deve ser considerado invalido e deve ser repetido.

1. Controlo Positivo: A absorgao deve ser 2 0,8 a 450 nm.

2. Controlo Negativo : A absorvancia média do controle
negativo (NC) deve ser de 0,1 <CN < 0,4 a 450 nm.

O calculo do valor de corte (VPC) e o indice de ponto de

corte (IPC)

O valor de corte foi calculado de acordo com a férmula

seguinte : VPC=CN*2

CN = Absor¢édo média a 450nm dos Controlos Negativos
testados em duplicado. Para normalizar os resultados obtidos
nos diferentes ensaios, o indice de corte é calculado de
acordo com a seguinte férmula :

IPC

= Absorvancia a450nm do soro testado

VPC

[ Interpretacdo dos Resultados

Tabela 1: Correlagdo entre a absorvancia a 450 nm e a
presenca de anticorpos IgM frente a C. pneumoniae

Absorvancia IPC Resultado Interpretacéo do
(450nm) diagnostico
Negativo N&o haindicacéo de
0.D <1.4xVPC <1.4 | AnticorposIgM | infeccédo actual por
ndo detectados | causade
C.pneumoniae
1.4xVPC<0.D Limite Indicativo de uma
< 1.4-15 | Nivel baixo de possivel exposicdo a
1.5xVPC anticorpos IgM | C. pneumoniae Uma
segunda amostra
devera ser submetida a
avaliacdo apds 2-4
semanasl
Positivo Indicativo de infecgéo
0.D>1.5xVPC >1.5 | Niveis em curso por
relevantes de | C- pneumoniae
anticorpos IgM

1. Em caso de resultados duvidosos, uma segunda amostra
deve ser colhida apds 2-4 semanas e testada em
conjunto com a primeira amostra. Se voltar a obter um
nivel limite, a amostra deve ser considerada negativa.

Para obter um perfil mais completo de anticorpos, IgA e
IgG, devem ser testados .
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Tabela 2: Interpretacé@o dos resultados combinados dos
niveis de anticorpos IgG, IgA e IgM a C. Pneumoniae.
Interpretacdo dos resultados

Interpretacéo dos resultados
IgM IgG IgA
Negativo | Negativo | Negativo | No hé indicagao de infecgcéo de
C.pneumoniae
Positivo | Negativo | Negativo | Indicativo de infeccdo em curso
ou ou
Positivo | Positivo
Negativo | Positivo | Negativo | Indicativo de infeccdo em curso
ou passada
Negativo | Negativo | Positivo Indicativo de infecgdo em curso
ou ou crénica
Positivo

| Limitag6es do Procedimento

1. Ndo use apenas um Unico teste sorolégico para o
diagnéstico final. Devem ser levados em conta todos os

dados clinicos e laboratoriais.

2. As amostras recolhidas no inicio de uma infeccéo primaria,
ndo contém quantidades detectaveis de anticorpos. Se
suspeitar de uma infecgdo por Chlamydia, uma segunda
amostra deve ser obtida decorridas 2-4 semanas, e testada
em paralelo com a amostra original.

| Caracteristicas do ensaio

Tabela 3: Teste de comparacao do ensaio SeroCP IgM com
um ensaio microimunofluorescéncia (MIF) da mesma origem

O kit SeroCP™ IgM foi avaliado em comparagéo

com

Chlamydia IgM SeroFIA™ (Savyon Diagnostics Ltd. Cat. No.

512-01).

O estudo foi efectuado em dois centros médicos, usando 113
amostras de soro de individuos sintomaticos (33) e criancas

sas (80).

Se\likam Positivo | Negativo | Total
SeroCP™
Positivos 30 4 34
Negativos 3 76 79
Total 33 80 113

Sensibilidade: 30/33 x 100 =91%
Especificidade: 76/80 x 100 = 95%
Concordancia entre ambos os métodos:

106/113 x 100 =9

4%




Precisao

Num mesmo Ensaio

Amostras No. de Média CV%
Réplicas

Positivas 10 1.469 2.3

Negativas 10 0.236 4.7

Entre Ensaios

Amostras No. de Média CV%
Réplicas

Positivas 10 0.605 5.4

Negativas 10 0.163 6.0
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