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Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac

Imunoensaio enzimdtico para a detecgdo de anticorpos IgA anti-
Chlamydia trachomatis em soro, plasma e fluido seminal

Cat. no.: 498-TMB

APENAS PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

INTRODUCAO

As chlamydiae sdo patogénios gram-negativos. Tém um ciclo de vida
intracelular obrigatdédrio nas mucosas e de acordo com dados recentes
nas células endoteliais e células do musculo 1liso. Dependem de
fosfatos ricos em energia das suas células hospedeiras e sao,
portanto, chamados parasitas de energia.

O género chlamydia compreende quatro espécies: C. pneumoniae,
C. psittaci, C. pecorum e C. trachomatis.

A C. pneumoniae e C. trachomatis sao patogénios humanos obrigatdrios.
C. psittaci ¢ patogénico para o Homem e uma variedade de espécies
animais. Até agora C. pecorum apenas foil isolada de animais.

A C. trachomatis é um dos agentes causadores de infeccgdes sexualmente
transmissiveis do tracto urogenital e olho mais frequentes. Durante o
parto pode ser transferido para o bebe e causa conjuntivite e
pneumonia neonatal.

A C. trachomatis estd subdividida em 19 serogrupos dgue causam
diferentes manifestacdes clinicas. Os serogrupos A-C sdo responsaveis
por tracoma endémico,que pode conduzir a cegueira. Afecta centenas de
milhdes de pessoas em paises em desenvolvimento. O linfogranuloma
venéreo, uma doenca sexual tropical, é o resultado de infecgdes com os
serogrupos Li—-Ls. Em paises industrializados 0s serogrupos D-K sédo a
causa mais comum de doencas oculo-genitais sexualmente transmissiveis.

A maioria das infecgdes C. trachomatis nas mulheres sao
assintomdticas. Dagui resultam muitas doencas crénicas. O 1local
inicial da infecgdo é geralmente o cervix com manifestacdo clinica de
cervicite. A Uretrite é menos comum nas mulheres. Entre a infeccéao
primdria e o aparecimento das sequelas frequentemente passam meses ou
anos.
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As manifestagdes assintomdticas C. trachomatis podem conduzir a
endometrite, adnexite, ©periapendicite, perihepatite, ©peritonite e
artrite reactiva. Este tipo da artrite é sabido igualmente nos homens
como a artrite reactiva apds uretrite.

Adnexite repetida pode frequentemente conduzir a infertilidade. Nos
homens infeccgdes ascendentes apds uretrite assintomatica podem
resultar em epidimite e prostatite. O correspondente processo
inflamatdério pode influenciar a motilidade do espermatozoide de forma
negativa do que resulta uma fertilidade diminuida.

Os patogénios C. trachomatis periféricos podem ser detectados com
elevada sensibilidade e especificidade por métodos laboratoriais como
ELISA, IF, PCR, LCR. Estes dois ultimos altamente sensiveis métodos
sdo usados também para a deteccdo de patogénios em ejaculados. A
presenca de inibidores PCR/LCR leva frequentemente a resultados falso-
negativos. O cléassico isolamento dos patogénios de culturas celulares
é problematico devido a substéncias tdxicas no sémen do que resultam
também resultados falso-negativos.

Uma possibilidade de ultrapassar estas dificuldades ¢é Dbaseada na
deteccdo de IgA secretdria contra C. trachomatis em fluido seminal. Na
primeira resposta 1imune a mucosa genital produz IgA secretédria
especifica de C. trachomatis.

Em varios casos IgA secretdéria é a Unica manifestacdo de resposta
imune indicando um processo restrito localmente. Adicionalmente,
anticorpos séricos detectdveis reflectem uma J& disseminacdo sistémica
da infeccao.

A chlamydia contém antigénios imunodominantes comuns como o LPS. Para
efectuar uma serologia especifica de espécie para a C. trachomatis séo
necessarias estruturas imunogénicas especificas. Estas estruturas
estdo localizadas nos dominios varidveis da proteina membranar externa
principal (MOMP) .

Até agora o teste de microimunofluorescéncia (MIF) ¢é considerado o
»gold standard” da serologia especifica de espécie. Os antigénios MIF
consistem de corpos elementares totais purificados e fixados. Assim
ndo se pode excluir a reactividade cruzada entre espécies.

O teste Chlamydia trachomatis—pELISA medac wutiliza um ©péptido
sintético da regido imunodominante do MOMP. Com este antigénio
altamente especifico ¢é possivel fazer uma descriminacdo entre
anticorpos especificos de C. trachomatis com elevada especificidade.

Em infecg¢des com uma evolugdo crdénica a serologia é o método de
escolha. Aqui, a deteccdo de anticorpos IgA em combinacao com
anticorpos IgG desempenha um papel decisivo. A serologia também é
indicada como método adicional ©para o diagndstico de infeccgdes
C. trachomatis periférica s e para seguimento pds—-tratamento.
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PRINCIPIO DO TESTE

*

A placa é revestida com péptido
sintético para C. trachomatis.

Os anticorpos da amostra espe-
cificos de C. trachomatis ligam-se
ao antigéno.

Os anticorpos anti-IgA  humanos
conjugados & peroxidase ligam-se

aos anticorpos IgA (P = per-
oxidasa) .
Incubacdo com TMB-substrato (*). A

reacgcdo e parada pela adicdo de
dcido sulfurico. A absorcdo e lida
fotometricamente.

Vantages do teste

& Ausencia de resultados falso-positivos causados por reactividade

cruzada com outras chlamydiae.

9

q

q

Antigénio nao infeccioso.

Estrutura do antigénio gquimicamente definida.

As tiras separaveis permitem uma utilizacdo eficiente.
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CONTEUDO DO KIT
Cat. no.: 498-TMB

1. | MTP

Microplaca: 12 X 8 pogos separdveis, (impresso com CTA, com suporte
e dessecante selado no vacuo em saco de aluminio), formato U,
revestidos com peptideo sintético especifico de C. trachomatis e
NCS, pronta a usar.

2. CONTROL | -

Controlo negativo: 1 frasco de 1,5 ml, soro humano, azul, pronto a
usar, contém NCS, fenol, ProClin™ 300 e sulfato de gentamicina.

3. CONTROL | +

Controlo positivo: 1 frasco de 1,5 ml, soro humano, azul, pronto a
usar, contém BSA, fenol, ProClin™ 300 e sulfato de gentamicina.

4. WB

Tampao de lavagem: 1 frasco de 100 ml, PBS/Tween (10X), pH 7,2 -
7,4, contém ProClin™ 300.

5. BAC-DIL

Diluente de amostras: 1 frasco de 110 ml, PBS/Tween/NCS, pH 7,0 -
7,2, pronto a usar, azul, contém ProClin™ 300.

6. | CON

Conjugado: 3 frascos de 4,5 ml cada, IgA anti-humana de cabra
conjugada a HRP, pronto a wusar, amarelo, contém BSA, fenol,
ProClin™ 300 e sulfato de gentamicina.

7. | TMB

TMB-substrato: 1 frasco de 10 ml, pronto a usar.

8. | STOP

Solucao stop: 2 frascos de 11 ml cada, 0,5 M de &cido sulfurico
(H2S04), pronta a usar.
Pode ser corrosivo para os metais.
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1. ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Material/Reagente Estado Armazenamento Estabilidade
Kit fechado 2...8 °C prazo de validade
Microplaca aberta 2...8 °C no 12 semanas

saco com

dessecante
Controlos abertos 2...8 °C 12 semanas
Tampao de lavagem diluido 2...8 °C 12 semanas
Diluente de amostra aberto 2...8 °C 12 semanas
Conjugado aberto 2...8 °C 12 semanas
TMB-substrato aberto 2...8 °C 12 semanas
Solucao stop aberta 2...8 °C prazo de validade

Nao utilizar os reagentes apds a data do prazo de validade.

2. REAGENTES E MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

2.1. Agua destilada ou desionizada.

2.2. Micropipetas adjustéaveis.

2.3. Recipientes de vidro ou plastico para a diluicdo do tampéo

lavagem.

2.4. Dispositivo adequado

para

a lavagem

multipipeta ou lavador ELISA).

2.5. Incubadora de 37

°C.

2.6. Leitor com filtros para 450 nm e 620 - 650 nm.

3. PREPARACAO DOS REAGENTES

Antes de iniciar o
temperatura ambiente.

teste

reagentes

Calcular o numero de pocgos necessarios.

3.1. Microplaca

O saco de aluminio

dessecante apds
armazenamento e
sob ponto 1.

cada

devem ser colocados

de

da microplaca (p.ex.

a

tem de ser bem fechado Jjuntamente com o
remocao de pocos. As condicgodes

de

estabilidade dos pogos estao indicadas
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3.2. Tampao de lavagem
Misturar um volume de tampdo de lavagem (10x) com nove volumes de
dgua destilada/desionisada (p.ex. 50 ml de tampdo de lavagem
(10x) em 450 ml de &gua). Sao necessarios 10 ml de tampdo de
lavagem diluido para 8 pocgos.

Os cristais no tampdo de 1lavagem (10x) tém ser dissolvidos
aquecendo (madx. 37 °C) e/ou agitando a temperatura ambiente.

N3ao misturar reagentes especificos do teste (microplaca, controlos,
conjugado) de diferentes lotes. Por seu lado, o diluente de amostra,
tampdo de lavagem, substrato TMB e solugao stop sado reagentes dque
geralmente se podem trocar entre todos os kits ELISA medac Chlamydia e
Mycoplasma da medac.

Em geral, nao se devem utilizar reagentes de outros fabricantes.

Apenas se obtém resultados validos e reprodutiveis quando o
procedimento é rigorosamente seguido

4. AMOSTRA

4.1. O teste ¢é adequado para soro, EDTA-plasma e fluido seminal. As
amostras dos doentes podem ser armazenadas durante 7 dias a 2-8

°C. Armazenagem a longo prazo deve ser feita a < -20 °C.
Descongelacao e congelacao repetida das amostras tem de ser
evitada.

4.2. Nao é necessario prétratamento das amostras, p.ex. inactivacéo.
Contudo ndo devem esta contaminados com microorganismos nem
conter gldébulos vermelhos.

4.3. Os soros e EDTA-plasma tém de ser diluidas 1:50 com diluente de
amostras. Podem ainda ser diluidas para determinacdo de titulo.

4.4. O ejaculado tem de ser centrifugado durante 15 minutos a 600 xg.
O sobrenadante (fluido seminal) é processado para o teste.

4.5. O fluido seminal é diluido 1:10 com diluente de amostra.

5.A. PROCEDIMENTO

5.1. Cortar o saco de aluminio e retirar o numero de pogos necessarios
(ver 3.1.).

Os pogos da microplaca estdo prontos a usar e ndo tém de ser
prélavados.

5.2. Pipetar 50 pl de diluente de amostras no pogo Al para branco (ver
6.A.), e 50 pl de controlo negativo (em duplicado), controlo
positivo e amostras diluidas.
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5.3. Incubar a microplaca 60 minutos (x 5 min) a 37 °C (x 1 °C) numa
cédmara humida ou selada com o selo.

5.4. Lavar a microplaca 3 vezes com 200 pl de tampao de lavagem por
poco. Ter atencdo para que todos os pogos estejam preenchidos.
Apds lavagem absorber em papel de filtro.

Nao deixar secar os pogos! Continuar o teste imediatamente!

5.5. Adicionar conjugado (cor amarelo) a cada poco.

Se o teste for feito manualmente tém de ser pipetados 50 ul de
conjugado.

Nota:

Se o teste for feito em sistema automdtico tém de ser pipetados
60 pl de conjugado devido a maior evaporagdao nas camaras humidas
dos instrumentos.

A adequagdo do teste para aparelhos automdticos foi confirmada
durante a avaliagdao do teste. Contudo, recomenda-se a verificacgao
da compatibilidade do teste <com o aparaelho wutilizado no
laboratédrio.

5.6. Incubar a microplaca 60 minutos (X 5 min) a 37 °C (£ 1 °C) numa
cédmara humida ou selada com o selo.

5.7. Apos incubao lavar novamente os pocos (ver 5.4.).

5.8. Adicionar 50 pl de TMB-substrato a todos os pogos e incubar 30
minutos (X 2 min) a 37 °C (x 1 °C) numa clmara humida ou selados e
no escuro. As amostras positivas ficam azuis.

5.9. Parar a reaccdo adicionando 100 pl de solugdo stop a cada pogo.
As amostras positivas ficam amarelas.

Limpar os pogos por baixo antes da leitura fotometrica e ter atengédo
para que nao hajam bolhas de ar nos pogos.

A leitura deve ser efectuada até 15 minutos apés a adigdo da solugédo
stop.
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5.B. TABELA PARA O PROCEDIMENTO

Branco Controlo Controlo Amostra
(A1) negativo positivo

Diluente de amostra 50 pl - - -
Controlo negativo - 50 pl - -
Controlo positivo - - 50 pl -
Amostra - - - 50 pl
Incubar 60 minutos a 37 °C, lavar 3 x com 200 pl de tampdo de lavagem
Conijugado | 50/60 pl*) | 50/60 pl*) | 50/60 pl*) | 50/60 pl)

Incubar 60 minutos a 37 °C,

lavar 3 x com 200 pl de tampao de lavagem

TMB-substrato | 50 p1 | 50 pl | 50 p1 | 50 pl
Incubar 30 minutos a 37 °C no escuro
Solucdo stop 100 pl | 100 p1 | 100 pl 100 pl
Leitura a 450 nm (ref. 620 - 650)
*) procedimento manual/automatico (ver 5.5.)
6.A. CALCULO DOS RESULTADOS (VALIDACAO)
* Ler os valores de D.O. a 450 nm (ref. 620 - 650 nm).
* Subtrair o valor de D.O. do branco (poco Al) de todos os outros
valores de D.O.
* O valor de D.O. do branco tem de ser < 0,100.
*® O valor médio de D.O. para o controlo negativo tem de ser < 0,100.
* O valor de D.O. para o controlo positivo tem de ser > 0,800.
Cut-off do soro e EDTA-plasma
* Cut-off = valor médio da D.O. do controlo negativo + 0,270
* Zona cinzenta = Cut-off *+ 10 %
Cut-off do fluido seminal
* Cut-off = valor médio da D.O. do controlo negativo + 0,050

* Zona cinzenta = Cut-off * 10 %

Repetir o ensaio se os resultados nao estiverem dentro das

especificagdes.
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6.B.

AVALIACAO DOS RESULTADOS

6.B.1.QUALITATIVO

Resultado Interpretacao
D.0. < Zona cinzenta negativo
D.0. Cut—-off * 10 % equivoco
D.0O. > Zona cinzenta positivo
6.B.2.SEMIQUANTITATIVO
Ind CUt—0ff D.O. amostra Int acs
ndex Cut-off: = - = 0 nterpretacao
< 0,9 negativo
0,9 - 1,1 equivoco
> 1,1 positivo
* Amostras com valores de D.O. na zona cinzenta devem

Ser

retestados Jjuntamente com uma amostra fresca obtida 14 dias mais
tarde para determinacdo da alteracdo de titulo.

influenciam os resultados.

498-TMB-VPP/010416
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6.C. INTERPRETAQAO IgG/IgA ESPICIFICA PARA SEROLOGIA

Resultados possiveis Interpretacgao
IgG IgA
+ + Indicagcdo de infecgcdao. Ter atencdo a
sintomas e evolucdo do titulo.
+ - Indicagdo de uma infecgao passada. Em

caso de suspeita clinica determinar o
aumento do titulo IgG entre 2 amostras
e retestar IgA.

+ +/- Possibilidade de wuma infeccdo fresca
ou desvanescenda; retestar IgG e IgA
apdés 10 - 14 dias.

+/- - Nédo se pode excluir indicacdo da uma
infecgcdo passada. Em caso de suspeita
clinica retestar IgG e IgA apds 10 -

14 dias.
- + Possibilidade de uma fase muito
inicial da infeccao ou IgA

persistente; retestar IgG e IgA apds
10 - 14 dias.

- +/- Possibilidade de uma fase muito
inicial da uma infeccao; retestar IgG
e IgA apdés 10 - 14 dias.

+/- + Possibilidade de fase inicial de uma
infeccdo; retestar IgG e IgA apds 10 -
14 dias.

- - Nao indicacéo serologica de uma

infecgcdo. Em casos de suspeita clinica
deve ser feita a deteccdo directa do
antigénio e devem-se restestar as IgG
e IgA apdés 10 - 14 dias.

Comentario:

Em casos de infecgcdes agudas muito recentes por chlamydia os
resultados seroldgicos podem ser negativos apesar dos sintomas
clinicos e da detecgcdo de antigénio positiva. Para uma confirmacao
seroldégica de um resultado antigénio positivo ou para um follow-up
recomenda-se efectuar o teste 10 - 14 dias apds seroconversao.
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6.D. INTERPRETAQAO IgA ESPICIFICA PARA FLUIDO SEMINAL

Resultados possiveis

Soro/Plasma F. seminal Interpretacgao
IgG IgA IgA
— - + Indicacéo de uma infeccao C.
trachomatis, localmente restrita.
- + + Indicacgéao de uma infeccgéao C.
trachomatis disse-minada inicial.
- + - Iindicagdo de uma infecgdao C.
trachomatis disseminada precoce ou
IgA persistente isolada.
+ + + Indicacgéao de uma infecgéao C.
trachomatis disseminada.
+ - + Indicacéo de uma infeccao C.
trachomatis disseminada.
+ + - Indicacgéao de uma infecgéao C.
trachomatis disseminada avancada.
+ - - Indicacéo de uma infeccao C.
trachomatis passada.
- - - Auséncia de indicacdo seroldgica
de uma infeccado C. trachomatis.

498-TMB-VPP/010416
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7.

CARACTERISTICAS DE PERFORMANCE

Foram determinadas as seguintes caracteristicas de performance durante
a avaliacédo diagnostica.

7.A. ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE

Foram medidos soros de criancas < 10 anos e pacientes
C. pneumoniae serologicamente provada (MIF) para determinar
especificidade.
Soros de trés grupos diferentes de doentes foram testados para
determinagcdo da sensibilidade/prevaléncia.
Grupo de doentes Especificidade
IgA IgG
Criangas < 10 anos 98% (n=100) 99% (n=100)
Doentes com infecgdo C. 100% (n=47) 100% (n=47)
pneumoniae (MIF positivo)
Sensibilidade/Prevaléncia

Doentes DST
negativos em
cultura

para C.tracho-
matis

C.trachomatis-
PELISA

6,2% (n=112)

25,0% (n=96)

MIF

3,6% (n=112)

27,1% (n=96)

Doentes DST
positivos em
cultura

para C.tracho-
matis

C.trachomatis-
PELISA

24,6% (n=114)

65,1% (n=106)

MIF

20,2% (n=114)

67,0% (n=106)

Dadores de
sangue

C.trachomatis-
PELISA

6,4% (n=299)

15,1% (n=299)

Doentes com
artrite?

C.trachomatis-
PELISA

41,0% (n=83)

48,2% (n=83)

10s soros foram pré-seleccionados de acordo com um

positivo no kit rELISA especifico de género.
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7.B. PREVALENCIA

Para a avaliagdo da prevaléncia anticorpos IgA de C. trachomatis foram
comparados no fluido seminal e correspondentes amostras séricas de
dadores de semen (homens férteis) e homens com problemas de
fertilidade.

Prevaléncia C. trachomatis IgA*
homens assintomdticos
Dadores de Homens com
semen problemas de
fertilidade
(n=116) (n=171)
Fluido Seminal 9,5%*~* 26,9%*~*
Soro 5,2% 12, 3%

* Schuppe et al. 2000
** p < 0,05

Homens com problemas de fertilidade
Correlagao entre soro IgA e fluido seminal IgA

Fluido seminal IgA

+ -—

Soro + 15 6 21
IgA (12, 3%)
- 31 119

46 171
(26, 9%)

O titulo IgA no soro e fluido seminal ndo se correlacionam
(p < 0,001).
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7.C. PRECISAO

Amostra Variagao intra-ensaio Amostra Variagao inter-ensaio
(n = 13)
D.O. SD CV (%) n D.O. SD CV (%)
média média
CN 0,037 0,007 18,9 21 CN 0,029 0,003 10,3
CPF 0,336 0,015 4,5 21 CPF 0,314 0,025 8,0
CP 1,346 0,062 4,6 21 Cp 1,262 0,069 5,5
No 1 0,144 0,014 9,7 21 N°o 3 0,112 0,009 8,0
No 2 0,818 0,050 6,1 24 N° 4 0,633 0,048 7,6
CN = controlo negativo; CPEF = controlo positive fraco (nao incluido no kit);
CP = controlo positivo

CONSELHOS GERAIS DE MANIPULAQAO

* Para evitar contaminacdo cruzada nao trocar os frascos e as suas
tampas.
* Os reagentes tém de ser fechados imediatamente apds utilizacéo

para evitar evaporagdo e contaminag¢do microbiana.

* Apds utilizagdo, os reagentes tém de ser armazenados como
indicado para garantir a validade.

* Apds utilizacdo todos os componentes do kit devem ser armazenados
nos recipientes originais para evitar a mistura com reagentes de
outros testes ou lotes (ver também 3.).

INFORMAQAO SOBRE SAUDE E HIGIENE

* Os regulamentos de seguranca e salUde locais tém de ser tidos em
conta.
* Os reagentes de origem humana foram testados e considerados

negativos para HBsAg, para anticorpos HIV-1/2 e HCV. Contudo,
recomenda-se que estes materiais, bem como os de origem animal
(ver contetdo do kit), devem ser manipulados como potencialmente
infecciosos e utilizados com todas as precaucdes necessarias.

CONSIDERAGCOES DE ELIMINAGAO
Os residuos de quimicos e preparagdes sao geralmente considerados como
desperdicio contaminante. A eliminacdo deste tipo de desperdicio é
regulada através de leis e regulamentos nacionais e regionais.
Contactar as autoridades locais ou companhias de gestdao de lixos para
saber procedimentos a tomar.

Data da revisao: 01.04.2016
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