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Chlamydien-IgM-rELISA medac

Immunoessail enzymatique recombinant pour la détection des anticorps
spécifiques IgM anti-LPS du genre chlamydia dans le sérum humain

Réf.: 485-TMB

DESTINEE UNIQUEMENT AU DIAGNOSTIC IN VITRO

INTRODUCTION

Les chlamydiae sont des bactéries pathogenes gram négatives. Elles
ont un cycle vital intracellulaire obligatoire dans les couches su-
perficielles des mugqueuses, dans les cellules endothéliales, dans les
cellules du muscle lisse et selon découvertes récentes dans certaines
structures tissulaires du systéme nerveux central. Les chlamydiae dé-
pendent des phosphates riches en énergie de leurs cellules hdtes et
sont par consequent appelés des parasites énergétiques.

Le genre chlamydia comprend quatre espéces: C. pneumoniae, C. tracho-
matis, C. psittaci et C. pecorum. C. pneumoniae et C. trachomatis
sont des pathogenes de 1’homme uniquement. C. psittaci est pathogene
pour 1’homme et de nombreuses especes animales. Jusqu'a présent,
C. pecorum a été isolé uniquement chez les animaux.

Chlamydia trachomatis est 1’un des agents les plus fréquents, dans le
monde, causant des infections sexuellement transmissibles du tract
urogénital et de 1’ewil. Dans la plupart des cas, les infections a
C. trachomatis sont asymptomatiques. Ceci entraine plusieurs maladies
chroniques entretenues par les agents ascendants et persistants. Les
tableaux cliniques incluent chez la femme: Endométrite, adnexite, pé-
riappendicite, périhépatite et arthrite réactive. La conséquence des
adnexites répétées est une occlusion tubaire avec pour résultat une
stérilité.

Chez 1’homme les pathogénes peuvent envahir 1’épididyme (2> épididymi-
tite) et la glande prostate (2 prostatite) aprés une uréthrite trai-
tée de maniere incomplete ou sans succés. Dans ce cadre aussi, une
réduction de la fertilité a été discutée. De plus, de 1’arthrite ré-
active post uréthrite a été décrite.
Chez 1le nouveau-né C. trachomatis peut infecter 1’enfant pendant
1’ accouchement et peut causer une conjonctivite néonatale et/ou une
pneumonie.
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Chlamydia pneumoniae surviennent dans le monde entier. En plus de ma-
ladies de type grippal, le tableau clinique inclus la sinusite, la
pharyngite, 1la bronchite, 1la maladie chronique obstructive pulmo-
naire, la pneumonie atypique et 1’arthrite réactive. Une implication
causale des infections dans 17 asthme, la sarcoidose,
1’ atherosclérose, infarctus aigii du myocarde, 1l’attaque d’apoplexie,
la sclérose multiple et l"apparition tardive de la maladie
d’Alzheimer ont été décrits.

Chlamydia psittaci infecte les oiseaux et les mammiferes qui peuvent
transmettre le pathogéne a 1’homme. Les pneumonies séveres qui en ré-
sultent peuvent mener a des conditions dangereuses pour la survie si
une intervention rapide par antibiotiques n’est pas commencée.

Le diagnostic des infections & chlamydiae réside dans la détermina-
tion des antigenes et des anticorps. La détection antigenique (IFA,
ELISA, PCR) est importante pour le diagnostic des infections périphé-
riques. Dans les cours ascendants de la maladie, la détection du pa-
thogene est limitée et doit étre completée par la sérologie. Les mé-
thodes sérologiques incluent le test de fixation de complement, IFA,
MIF, ELISA spécifiques de genre et d’espeéce.

Les chlamydiae contiennent comme antigene commun immunodominant le
lipopolysaccharide (LPS), contre lequel est dirigée la premiere réac-
tion immunitaire. Les anticorps correspondants sont déja détectables
quelgues jours apres l’infection et, de ce fait, permet un diagnostic
précoce. L’utilisation de paires de sera permet la discrimination des
infections courantes, des réinfections, des réactivations (augmenta-
tion definiée de titre) et des infections chroniques persistantes
(titres constants d’anticorps). A cause de la persistance limitée des
anticorps anti-LPS aprés éradication réussie du pathogene, le dia-
gnostic des infections courantes n’est, de maniere évidente, pas in-
fluencée par des infections anciennes.

Les Chlamydien-IgG-, IgA- et IgM-rELISA medac sont basés sur un anti-
gene de structure moléculaire définie, produit par technologie géné-
tique. Il s’agit d’un fragment LPS spécifique du genre chlamydia qui
n’a été trouvé dans aucun autre LPS bactérien.

La comparaison de sera de patients avec des infections génitales ou
respiratoires a chlamydia, avec ceux de donneurs de sang, montre que
la présence d’anticorps anti-chlamydia LPS est détectée plus fréque-
ment chez les patients que chez les donneurs de sang.

La réaction étant spécifique de genre, le résultat ne va pas diffé-
rencier les especes de chlamydia; cependant, les symptdémes cliniques
vont déja orienter a 1l’espeéce de chlamydia suspectée et de plus tous
les chlamydiae montrent une sensibilité équivalente aux antibioti-
ques; la détection de genre n’aura pas de conséguences.
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PRINCIPE DU DOSAGE

La plaque est revétue du frag-
ment recombinant de LPS, spéci-
fiques du genre chlamydia.

Les anticorps spécifiques anti-
chlamydia-LPS présents dans
1”échantillon, wvont se lier a
1"antigéne.

Les anticorps anti-IgM humaines
conjuguées a la peroxidase vont
se lier aux anticorps IgM (P =

peroxidase) .

Incubation avec TMB-
substrat(*). La réaction est
arrétée par 1’ajout d’acide
sulfurique. L’ absorption est

lue par un spectrophotoméetre.

Avantages du dosage

® Structure chimiquement définie de 1’antigeéne spécifique du genre
chlamydia.

@ Micropuits sécables permettant 1’utilisation optimale du kit.

@ Convenient pour 1l’automatisation sur des appareils ELISA ouverts.
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CONTENU DE LA TROUSSE

Réf.: 485-TMB

1.

MTP

Microplagque: 12 x 8 puits en U (avec support et dessicatif, dans
un sachet d’aluminium sous vide), sécables, revétus du fragment
recombinant de LPS, spécifique du genre chlamydia, et de serum de
veau nouveau-né, préts a l’emploi.

CONTROL -
Contrdle négatif: 1 flacon de 1,5 ml, contenant du sérum humain,
prét a l’emploi, couleur bleue, contient du sérum de veau nouveau-
né, du phénol, du ProClin™ 300 et du sulphate de gentamicine.

CONTROL +
Contrdle positif: 1 flacon de 1,5 ml, contenant du sérum humain,
prét a l’emploi, couleur bleue. Contient de la SAB, du phénol, du
ProClin™ 300 et du sulphate de gentamicine.

WB

Tampon de lavage: 1 flacon de 100 ml contenant un tampon PBS/Tween
(10x), pH 7,2 - 7,4, contient du ProClin™ 300.

BAC-DIL
Diluant pour échantillons: 1 flacon de 110 ml contenant une solu-
tion tamponnée PBS/Tween/sérum de veau nouveau-né, pH 7,0 - 7,2,

préte & 1l’emploi, couleur bleue, contient du ProClin™ 300.

CON

Conjugué: 4 flacons de 4,5 ml chacun, contenant une solution
d’ immunoglobulines de chevre anti-IgM humaines conjuguées a de la
peroxydase du raifort (HRP), préte a 1l’emploi, couleur rouge, con-
tient de la SAB, du phénol, du ProClin™ 300 et du sulphate de gen-
tamicine.

TMB

TMB-substrat: 1 flacon de 10 ml de solution, préte a 1l’emploi.

STOP

Solution d’arrét: 2 flacons de 11 ml chacun, contenant de 1l’acide
sulfurique (H;S504) 0,5 M, préte a 1l’emploi.

RF-ABS
Absorbant IgG/FR: 1 flacon de 4 ml, contenant des anticorps de

chevre anti-IgG humaines, prét a 1l’emploi, contient moins de 0,1 %
d’azide de sodium.
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1. CONSERVATION ET STABILITE

Matériel/Réactifs Etat Conservation Stabilité
Trousse non 2...8 °C jusqu’a date de pér-
ouvert emption
Microplaque ouvert 2...8 °C dans 6 semaines
le sachet avec
dessicatif.
Contrbles ouvert 2...8 °C 6 semaines
Tampon de lavage dilué 2...8 °C 6 semaines
Diluant pour échan- ouvert 2...8 °C 6 semaines
tillons
Conjugué ouvert 2...8 °C 6 semaines
TMB-substrat ouvert 2...8 °C 6 semaines
Solution d’arrét ouvert 2...8 °C jusqu’a date de pér-
emption
Absorbant IgG/FR ouvert 2...8 °C 6 semaines

Ne pas utiliser les réactifs apreés leur date de péremption.

2. REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

2.1. Eau pour injection ou bidistillée. L’utilisation d’eau désioni-
sée n’est pas conseillée.

2.2. Micropipettes réglables.

2.3. Récipients propres en plastique ou en verre pour la dilution du
tampon de lavage et des sérums de patients.

2.4. Dispositif de lavage des microplaques (par exemple multistepper
ou ELISA washer).

2.5. Incubateur a 37 °C.

2.6. Lecteur de plague avec filtres de 450 nm et 620 - 650 nm.

3. PREPARATION DES REACTIFS

Avant de démarrer la procédure de dosage, tous les composants de la
trousse doivent étre amenés a température ambiante.

Calculer le nombre de puits nécessaires.
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3.1. Microplaque
Le sachet d’aluminium avec le dessicatif doit étre soigneusement
rescellé, aprés avoir retiré les puits. La conservation et la
durée de vie des puits sont indiqués au point 1.

3.2. Tampon de lavage
Mélanger un volume de tampon de lavage (10x) avec 9 wvolumes
d’eau pour injection ou bidistillée (p.ex. 50 ml de tampon de
lavage (10x) avec 450 ml d’eau). 10 ml de tampon dilué sont né-
cessaires pour 8 puits.

Des cristaux peuvent se former dans la solution concentrée de
lavage (10x). Dissoudre ces cristaux en chauffant (maximum
37 °C) et/ou en tournant, a température ambiante.

Ne pas mélanger 1les réactifs spécifiques du test (microplaque,
contrdles, conjugué) de différents lots. Par contre, le diluant pour
échantillons, le tampon de lavage, 1le substrat-TMB, 1' absorbant
IgG/RF et la solution d'arrét sont interchangeables dans tous les
Chlamydiae- et Mycoplasmes-ELISA medac.

Des réactifs d'autres fabricants ne peuvent pas étre utilisés.

Des résultats valides et reproductibles sont obtenus uniquement en
suivant strictement la notice d'emploi.

4. ECHANTILLONS

4.1. Le test est a utiliser avec des échantillons sériques, mais pas
avec des échantillons de plasma.

4.2. Le traitement préalable du sérum, p.ex. inactivation, n’est pas
nécessaire. Toutefois, il ne doit étre contaminé par des micro-
organismes ni contenir des érythrocytes.

4.3. Les échantillons sériques doivent étre a une dilution finale de
1/50 apres 1’absorption des IgG/FR (voir 5.A.).

5. PROCEDURE DU DOSAGE

5.A. ABSORPTION DES IgG/FR

Attention:

* Les contrdles sont préts a l’emploi (il n’est pas nécesaire
d’ effectuer une absorption).

* Les volumes suivants indiqués s’appliquent uniquement a des dé-

terminations simples.
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Sérum: Diluer 10 pl de sérum avec 240 unul de diluant pour
échantillons (dilution 1:25).

. Absorption: Mélanger 30 pl de solution absorbante IgG/FR et 30

pl de sérum dilué (dilution 1:50) et incuber pendant 15 min a
température ambiante.

Alternative: L’absorption peut étre réalisée pendant de toute
la nuit a 2 - 8 °C.

La dilution finale est 1:50.

REALISATION DU DOSAGE

.B.

.B.

.B.

Couper le sachet d’aluminium au-dessus du zip et extraire le
nombre des puits nécessaires (voir 3.1.).

Les puits sont préts a l1l’emploi et ne doivent pas étre pré-la-
vés.

Distribuer 50 pl de diluant pour échantillons dans le puits
blanc Al (voir 6.A.) et 50 pl de contrdéle négatif (en dou-
blets), de contrdle positif et d’échantillon de patient dilué
dans les puits respectifs.

Remarque: La plaque peut, a ce stade de 1la technique, étre
conservée dans une chambre humide 30 min a une température de
2 - 8 °C.

Incuber 1la microplaque pendant 60 min (+ 5 min) a 37 °c
(+ 1 °C) en chambre humide ou recouverte avec un couvercle
d'incubation.

Aprés incubation, laver les puits trois fois avec 200 pul de
Tampon de lavage par puits. Vérifier que tous les puits sont
bien remplis. Aprés lavage, tapoter délicatement les puits sur
du papier absorbant.

Ne pas laisser sécher les puits! Poursuivre immédiatement 1la
procédure!

Ajouter le conjugué (couleur rouge) dans chagque puits.

Distribuer 50 pl de conjugué dans les puits si la procédure
est réalisée manuellement.
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Attention:

Si la procédure est réalisée sur automate, il faut distribuer
60 pl de conjugué dans chaque |puits, en raison de
1’ évaporation élevée des chambres d’incubation des automates.

L’apitude principale d’automatiser le test pourrait étre mon-
trée pendant la validation. Néanmois, nous recommandons de vé-
rifier la compatibilité avec 1l’automate employé.

5.B.6. Incuber a nouveau la microplaque pendant 60 min (x 5 min) a

37 °C (£ 1°C) en chambre humide ou recouverte avec un couvercle
d’incubation.

5.B.7. Apreés incubation, laver les puits de nouveau (voir 5.B.4.).

5.B.8. Ajouter 50 pl de TMB-substrat dans chaque puits et incuber la
microplaque, pendant 30 min (£ 2 min) & 37 °C (x 1 °C) en cham-
bre humide ou recouverte avec un couvercle d’incubation, dans
1’ obscurité. Les échantillons positifs deviennent bleus.

5.B.9. Arréter la réaction en ajoutant 100 pl de solution d’arrét
dans chaque puits. Les échantillons positifs deviennent jau-

nes.

Bien nettoyer le dessous des puits avant la lecture photométrique et
vérifier 1’'absence de bulles d’air dans les puits.

La lecture doit étre effectuée dans les 15 minutes apres 1l’ajout de
la solution d’arrét.
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5.C. TABLEAU POUR L'ABSORPTION D'IgG/FR

Indication par détermination

10 pl sérum
+
240 pl diluant pour échantillons
250 pl; dil. 1:25

{

30 pl IgG/FR-absorbant
+
30 pl sérum dilué
60 pl; dil. 1:50

\

Vortexer

\

Incuber pendant 15 min. a tempé-
rature ambiante ou toute la nuit
a2 -8 °c

Dilution finale 1:50

5.D. TABLEAU DE DISTRIBUTION DES REACTIFS

Blanc (Al) Contrdle Contrdle Echantillon
négatif positif
Diluant pour échantillons 50 pl - - -
Contrdle négatif - 50 pl - -
Contrdle positif - - 50 pl -
Echantillon - - - 50 pl

Incuber pendant 60 min & 37 °C, laver 3 x avec 200 pl de tampon de lavage

Conjugué | 50/60 pl*) | 50/60 pnl) | 50/60 pl*) | 50/60 ul*)

Incuber pendant 60 min a 37 °C, laver 3 x avec 200 pl de tampon de lavage

TMB-substrat | 50p1 | s50pl | 50 pl 50 pl

Incuber pendant 30 min & 37 °C dans 1’obscurité

Solution d’arrét | 100 p1 | 100 p1 | 100 pl [ 100 nl

Lecture photométrique a 450 nm (référence: 620 - 650 nm)

*: procédure manuelle/automatique (voir 5.B.5.).
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6.A. CALCUL DES RESULTATS (VALIDITE)

* Lire les valeurs d’absorbance (D.0.) a 450 nm (longueur d’onde
de référence 620 - 650 nm).
* Soustraire la valeur D.O. du puits blanc (puits Al) de toutes

les autres wvaleurs de D.O.

* La valeur D.O. du puits blanc doit étre inférieure a 0,100.

* La valeur moyenne D.O. du contréle négatif doit étre infé-
rieure a 0,200.

* La valeur D.O. du contréle positif doit é&tre supérieure a
0,800.
* Valeur seuil (cut-off) = valeur moyenne D.O. du contrdéle néga-

tif + 0,370

* Zone grise = valeur seuil % 15 %

Refaire la série si les résultats ne rencontrent pas les spécifica-
tions.

6.B. EVALUATION DES RESULTATS

6.B.1. QUALITATIVE

Résultat Interprétation
OD < zone grise négative
cut off £ 15 % douteux
OD > zone grise positive

6.B.2. QUANTITATIVE

Avec le Chlamydien-IgM-rELISA medac les séra doivent étre titrés si
une détermination du titre final est désirée.

6.C. INTERPRETATION DES RESULTATS

6.C.1. CRITERES POUR DES AUGMENTATIONS SIGNIFICATIVES DE TITRES

Pour le diagnostic d’infections courantes, récentes, réactivations
(augmentations significatives de titre) et la différentiation des in-
fections persistantes (titres constants d’anticorps) nous recomman-
dons principalement 1l’utilisation de paires de séra. Elles doivent
étre obtenues avec un interval de 10 - 14 jours.
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Les criteres suivants ont été décrits comme une possibilité pour
1l’estimation des augmentations de titres significatives (Persson et
al., Verkooyen et al.):

Augmentation d’un factor trois ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgG ou IgA
ou
augmentation d’un factor deux ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgG et IgA
ou
augmentation d’un factor deux ou plus dans les
titres d’anticorps spécifiques IgM

6.C.2. INTERPRETATION SPECIFIQUE IgM

Résultats Possibles Interprétation

+ 1. Indication d’infection aigué.

2. Des IgM en zone grise. Possibilité

d’un stade tres précoce d’infection
+/- aigué. Doser de nouveau les IgM apres
10 - 14 Jjours et doser 1les IgG et
IgA.

3. Négatif wvis a vis des IgM anti-chla-
- mydia. Dans le cas de suspicion cli-
nique Jjustifiée, doser les IgA et
IgG.

* Chagque valeur IgM devrait étre interprétée en relation avec IgG
et/ou IgA, le tableau clinique et d’autres parametres de dia-
gnostic.

* Des échantillons qui ont des wvaleurs D.O. dans la zone grise
doivent étre dosés de nouveau avec des échantillons frais pré-
levés 14 jours apres, afin de pouvoir déterminer un changement
dans le titre d’anticorps.

* Des concentrations élevées d’hemoglobine et de bilirubine dans
le serum n’ont pas d’influence sur les resultats.

* Dans des cas rares,des hautes concentrations en lipides dans le
sérum peuvent influencer les résultats du test.

* Dans certain cas, des réactions croisées avec des anticorps an-
ti-parvovirus B19 ne peuvent pas étre exclues.
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Commentaire:

Dans le cas d’infections a chlamydia aigués récentes,
anticorps sérologiques peut étre négatif,
et une détection positive d’antigénes.
tion sérologique du résultat d’antigéne positif ou un suivi,
conseillé de refaire le test apres 10 - 14

l’existence d’une séroconversion.

7. PERFORMANCE DU DOSAGE

Les caractéristiques des
1’évaluation diagnostique.

7.A. PREVALENCE

performances

ont

Des sera des différents cohortes de patients

gatives de patients avec MST,
infertiles,
res [COPD])et des contrdles
de sang)
des anticorps LPS.

prostituées,

(femmes enceintes,
ont été investiguées pour la détermination de la prévalence

été

le résultat des
malgré le tableau clinique
Si 1’on souhaite une confirma-
il est

jours pour déterminer

(cultures positives,
femmes infertiles,
patients avec maladies chroniques obstructives pulmonai-

déterminées

pendant

né-
hommes

2 cohortes de donneurs

Cohortes Prevalence

IgG IgA IgM
Patients MST cultures positives 67 % 56 % 14 &
(études internes medac) (88/132) (74/132) (18/132)
Patients MST cultures négatives 33 % 13 % 2 %
(études internes medac) (41/125) (16/125) (3/125)
Prostituées 86 % 48 % 21 %
(Schmitz et al.) (255/295) (141/295) (63/295)
Femmes infertiles 75 % 45 % 10 &
(Schmitz et al.) (62/83) (37/83) (8/83)
Hommes infertiles 71 % 35 % 9 %
(Schmitz et al.) (144/203) (71/203) (18/203)
Patients avec maladies rheuma- 83 % 63 % 7 %
toides (158/191) (120/191) (13/191)
(études internes medac)
Patients COPD 53 % 32 % 3%
(Verkooyen et al. 1997) (144/271) (88/271) (9/271)
Femmes enceintes 32 % 17 & 8 %
(medac-internal investigations) (62/192) (32/192) (16/192)
Donneurs de sang groupe 1 29 % n.d* n.d*
(Verkooyen et al. 1998) (325/1104)
Donneurs de sang groupe 2 37 % 13 & 3 %
(études internes medac) (154/416) (54/416) (6/240)

*: n.d = non déterminé

485-TMB-VPF/010708
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7.B. PRECISION

Echan- Variation Intra-essai Echan- | Variation Inter-essais
tillon tillon (n = 11)
D.O. E.T. cv n D.O. E.T. CVv

moyenne (%) moyenne (%)
NC 0,046 0,003 6 24 NC 0,041 0,003 7
BC 0,639 0,017 3 24 BC 0,601 0,026 4
PC 1,534 0,040 3 24 PC 1,439 0,059 4
N° 1 0,446 0,018 4 24 N° 3 0,421 0,030 7
N° 2 0,986 0,030 3 24 N° 4 1,005 0,055 5
NC = contrdle négatif; BC = contrdle positif bas (non inclus dans la trous-
se); PC = contrdle positif

INDICATIONS GENERALES

* Ne pas échanger les flacons et leurs bouchons pour éviter les
contaminations croisées.

* Les flacons des réactifs doivent étre refermés immédiatement
apreés leur utilisation pour éviter 1’évaporation et la contami-
nation microbienne.

* Apres emploi, les réactifs doivent étre conservés comme indiqué
pour garantir leur durée de vie.

* Aprés leur wutilisation, conserver tous les composants de la
trousse dans leur emballage d’origine, afin d’éviter le mélange
des réactifs concernant d’autres techniques de dosage ou
d"autres lots (voir aussi 3.).

PRECAUTIONS D’EMPLOI

* I1 faut appliquer la réglementation en vigueur en matiere de sé-
curité et de santé.

* Les réactifs d’origine humaine ont été dosés et trouvés négatifs
en AgHBs, en anticorps anti-HIV 1/2 et anti-VHC. Néanmoins, il
est fortement conseillé de manipuler ces produits, ainsi que
ceux d’origine animale (voir contenu de la trousse), comme étant
potentiellement infectieux et de les utiliser avec les précau-
tions nécessaires.

CONSEIL D’'ELIMINATION

Les résidus des produits chimiques et des préparations sont considé-
rés en général comme des déchets dangereux. L’élimination de ce type
de déchet doit se faire selon la réglementation en vigueur. Il faut
consulter les organismes agréés pour connaitre le moyen de se débar-
rasser des déchets.

Date de mise a jour: 01.07.2008
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