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1. INTRODUCTION

Chlamydiae are no motile, Gram negative and oldigaintracellular growing bacteria which form chetexistic inclusions within
the cytoplasm of parasitized cells. They are easdible in the light microscope. Three differentl@mydia species pathogenic for
humans are known: Chlamydia trachomatis, Chlampdieumoniae and Chlamydia psittaci, and one spetigspathogenic for
animals (C. pecorum). Chlamydia trachomatis is niest prevalent agent of sexually transmitted digasorldwide (400-500
million cases) and the number of infections is tamdy growing. Pregnant women infected with Cclramatis may transmit these
bacteria during childbirth, causing conjunctivitis pneumonia in newborns. Untreated cases of cldahyjnfection can lead to
chronic salpingitis, possibly resulting in ectopiegnancy or infertility. In males, C. trachomasis major cause of non-gonococcal
urethritis. A severe problem in Chlamydia infectda the frequent asymptomatic insidious courselway result in the initiation
of chronic diseases. In many instances primaryctigas are not recognized and only the sequelasechbly ascended, persisting
agents are diagnosed.

Species Mechanism of infection Disease Diagnostics

C. trachomatis Direct or sexual transmission: Lymphogranuloma venereum (LGV)
The primary site of infection usually | Trachoma
is the mucous membrane of the eye|oinclusion conjunctivitis of neonates and

the urogenital tract adults; Cervicitis, salpingitis, urethritis, Serology
epididymitis, proctitis and pneumonia of
newborns PCR
C. pneumoniae Infiltration of the mucous membrane| Respiratory diseases
of the discussed: endocarditis, coronary Microscopy
respiratory tract heart diseases
C. psittaci Inhalation of feces from infected Ornithosis (Psittacosis)
birds;

contact with infected avian viscera

Infection may be identified by

L] Microscopy: Giemsa stain

- PCR

. Serology: Detection of antigens by ELISA
Detection of antibodies by IF, EIA, ELISA

2. INTENDED USE

The NovaTec Chlamydia pneumoniae IgM-ELISA is inked for the qualitative determination of IgM clamstibodies against
Chlamydia pneumoniae in human serum or plasmadtejtr

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The qualitative immunoenzymatic determination dffiglass antibodies against Chlamydia pneumoniaeased on the ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with Chlamygiaeumoniae antigens to bind corresponding ant#sodf the specimen. After
washing the wells to remove all unbound sample riztieorseradish peroxidase (HRP) labelled anti-anigM conjugate is added.
This conjugate binds to the captured Chlamydia preeuae-specific antibodies. The immune complex fminby the bound
conjugate is visualized by adding Tetramethylbeng2idTMB) substrate which gives a blue reactiondpad. The intensity of this
product is proportional to the amount of Chlamypliieeumoniae-specific IgM antibodies in the specing@&riphuric acid is added to
stop the reaction. This produces a yellow endpmitdur. Absorbance at 450 nm is read using an Elit8exowell plate reader.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

= Chlamydia pneumoniae Coated Wells (IgM)12 breakapart 8-well snap-off strips coated withe@tydia pneumoniae
antigen; in resealable aluminium foil.

. IgM Sample Diluent ***: 1 bottle containing 100 ml of buffer for sangtlilution; containing antihuman-IgG; pH 7.2 £,0.2
coloured green; ready to use; white cap.

L] Stop Solution: 1 bottle containing 15 ml. Ready to use sulphacid, 0.2 mol/l; red cap.

. Washing Solution (20x conc.)*:1 bottle each containing 50 ml of a 20-fold cortcaed buffer (pH 7.2 + 0.2) for washing the
wells; white cap.

. Chlamydia pneumoniae anti-IgM Conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase labelladhit antibody to human
IgM; coloured red, Ready to use; black cap.

. TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbdime (TMB); ready to use; yellow cap.



. Chlamydia pneumoniae IgM Positive Control***: 1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyusse; red cap.
= Chlamydia pneumoniae IgM Cut-off Control***: 1 bottle containing 3 ml; coloured yellow; readyuse; green cap.
. Chlamydia pneumoniae IgM Negative Control***: 1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyusse; blue cap.

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution
*x contains 0.2 % Bronidox L
ik contains 0.1 % Kathon

4.2. Materials supplied

= 1 Strip holder

= 1 Cover foil

L] 1 Test protocol

= 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

L] ELISA microwell plate reader, equipped for the meament of absorbance at 450/620 nm
= Incubator 37°C

= Manual or automatic equipment for rinsing wells

L] Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pl
= Vortex tube mixer

= Deionised or (freshly) distilled water

L] Disposable tubes

= Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry datedstet¢he label when stored at 2...8 °C.

6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, sampée®l controls to room temperature (20...25°C) beftagting the test
run!

6.1. Coated snap-off strips

The ready to use breakapart snap-off strips aredagth Chlamydia pneumoniae antigen. Store &°Z. Immediately after
removal of strips, the remaining strips should bsealed in the aluminium foil along with the deartcsupplied and stored at 2...8
°C; stability until expiry date.

6.2. Chlamydia pneumoniae anti-IlgM Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with antian-IgM horseradish peroxidase, buffer, stab#izpreservatives and an inert red
dye. The solution is ready to use. Store at 2...8f@r first opening stability until expiry date whstored at 2...8°C.

6.3. Controls

The bottles labelled with Positive, Cut-off and etge Control contain a ready to use control sotutit contains 0.1% Kathon and
has to be stored at 2...8°8fter first opening stability until expiry date @i stored at 2...8°C.

6.4. IgM Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, anth&n-IgG, stabilizers, preservatives and an ineery dye. It is used for the
dilution of the patient specimen. The solution eimé antihuman IgG class antibodies to eliminateetitive inhibition from
specific IgG class antibody to remove rheumatoitdia This ready to use solution has to be stotel.a8°C.After first opening
stability until expiry date when stored at 2...8°C.

6.5. Washing solution (20xconc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated buffetergents and preservativé&ilute washing solution 1+19; e.g. 10 ml washing
solution + 190 ml fresh and germ free redistilleatev. The diluted buffer is stable for 5 days ammatemperatureCrystals in the
solution disappear by warming up to 37 °C in a wéath. After first opening the concentrate is &aimtil the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenziffigpgrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
2...8°C, away from the lighThe solution should be colourless or could havdighsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be throxam After first opening stability until expiry date e stored at 2...8°C.

6.7. Stop Solution

The bottle contains 15 ml 0.2 M sulphuric acid solu (R 36/38, S 26). This ready to use solutios teebe stored at 2...8°C.
After first opening stability until expiry date.



7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) with this adédlie assay is performed within 5 days after glencollection, the specimen
should be kept at 2...8°C; otherwise they shouldlineioted and stored deep-frozen (-70 to -20°Cjainples are stored frozen, mix
thawed samples well before testidy.oid repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying all samples should be diluted 1@ IgM Sample Diluent. Dispense 10ul sample &rmdl IgM Sample Diluent
into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroyghix with a Vortex.

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol carefbifore performing the assay. Result reliability dependswict adherence to the test protocol
as described. The following test procedure is @alidated for manual procedure. If performing testton ELISA automatic systems
we recommend to increase the washing steps froee ttar five and the volume of washing solution fr8@®ul to 350ul to avoid
washing effects. Prior to commencing the assay,dibgibution and identification plan for all spe@ns and controls should be
carefully established on the result sheet supjfi¢tde kit. Select the required number of microtiteips or wells and insert them into
the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,
1 well (e.g. B1) for the negative control,
2wells (e.g. C1+D1) for the cut-off control and
1 well (e.g. E1) for the positive control.

It is left to the user to determine controls andigrat samples in duplicate, if necessary.

Perform all assay steps in the order given andowitany appreciable delays between the steps.

A clean, disposable tip should be used for dispensach control and sample.

Adjust the incubator to 37° £ 1°C.
1. Dispense 100pul controls and diluted samples irgo tespective wells. Leave well Al for substratenk.
2. Cover wells with the foil supplied in the kit.

3. Incubate for 1 hour + 5 min at 37+1°C.
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When incubation has been completed, remove thedsflirate the content of the wells and wash eaalhtlree times
with 300u! of washing solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwscle should
be >5 sec. At the end carefully remove remainingifby tapping strips on tissue paper prior toribet step!

Note: Washing is critical! Insufficient washing véts in poor precision and falsely elevated absodmvalues.

5. Dispense 100ul Chlamydia pneumoniae anti IgM Caatjagnto all wells except for the blank well (eAdl). Cover with
foil.

Incubate for 30 min at room temperature.Do not expose to direct sunlight.
Repeat step 4.

Dispense 100u| TMB Substrate Solution into all ell

Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark.

10. Dispense 100pul Stop Solution into all wells in Haene order and at the same rate as for the TMBt@tdSolution.
Any blue colour developed during the incubatiamsuinto yellow.

Note: Highly positive patient samples can causek gaecipitates of the chromogen! These precipgatave an
influence when reading the optical density. Pratilu of the sample with physiological sodium clderi
solution, for example 1+1, is recommended. Thamelithe sample 1+100 with dilution buffer and npljtithe
results in NTU by 2.

11. Measure the absorbance of the specimen at 450(62@ithin 30 min after addition of the Stop Solution

© o N

8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Readtr zero using thesubstrate blank in well AL

If - due to technical reasons - the ELISA readenntet be adjusted to zero using the substrate biankell Al, subtract the
absorbance value of well A1 from all other absormwmalues measured in order to obtain reliable Hssu

Measure the absorbanceof all wells at450 nm and record the absorbance values for each coatlpatient sample in the
distribution and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as referermestength is recommended.
Where applicable calculate theean absorbance valuesf all duplicates.



9. RESULTS

9.1. Assay validation criteria
In order for an assay to be considered valid, dHeviing criteria must be met:

L] Substrate blank in Al: Absorbance value0.100.

. Negative control in B1: Absorbance value0.200 and < cut-off
L] Cut-off control in C1 and D1: Absorbance valdg 50 — 1.30.

. Positive control in E1: Absorbance valuecut-off.

If these criteria are not met, the test is notdvalid must be repeated.

9.2. Calculation of Results
The cut-off is the mean absorbance value of theoBuwtontrol determinations.
Example: Absorbance value Cut-off control 0.44 sa@iance value Cut-off control 0.42 =0.86 /2 =®.4
Cut-off = 0.43

9.3. Interpretation of Results
Samples are considerB®SITIVE if the absorbance value is higher than 10% ovecti®ff.

Samples with an absorbance value of 10% abovelowlibe cut-off should not be considered as clepasitive or negative

- grey zone

It is recommended to repeat the test again 2 -eksviater with a fresh sample. If results in theosel test are again in the grey zone
the sample has to be consideNEGATIVE .

Samples are considerdlEGATIVE if the absorbance value is lower than 10% belowctiteoff.

9.3.1. Results in NovaTec Units
Patient (mean) absorbance value x 10= [NovaTec-Units = NTU]

Cut-off

Example: _1.204 x 10= 28 NTU (NovaTec Units)
0.43

Cut-off: 10 NTU

Grey zone: 9-11 NTU

Negative: <9 NTU

Positive: >11 NTU

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean (NTU) Cv (%)
Pos. Serum 12 21.6 8.25
Intraassay n Mean (E) Cv (%)
Pos. Serum 24 1.16 4.01

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitsitof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.
It is > 95 %.

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prdiigtof the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.
It is 83.3 %.

10.4. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericr@eare not observed up to a concentration of 10mhgemoglobin, 5 mg/ml
triglycerides and 0.2 mg/ml bilirubin.

Note: The results refer to the groups of samples invattidy these are not guaranteed specifications




11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thavlesyof the specimen may affect the absorbance saldiagnosis of an infectious
disease should not be established on the basisinfke test result. A precise diagnosis shoulé fako consideration clinical history,
symptomatology as well as serological data. In imsuppremized patients and newborns serologicalaidyehave restricted value.
The Chlamydia pneumoniae antigen which is coatedhenplates is comprised of elementary bodies. ds<rreaction with
Chlamydia trachomatis cannot be excluded with sergaining antibodies to LPS and MOMP.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

L] In compliance with article 1 paragraph 2b Europdmactive 98/79/EC the use of the in vitro diagiostedical devices is
intended by the manufacturer to secure suitabitisrformances and safety of the product. Theretffoeetest procedure, the
information, the precautions and warnings in therirctions for use have to be strictly followed eTinse of the testkits with
analyzers and similar equipment has to be validategt change in design, composition and test proeeds well as for any
use in combination with other products not approedhe manufacturer is not authorized; the usersklf is responsible for
such changes. The manufacturer is not liable fsefeesults and incidents for these reasons. Theifaeturer is not liable for
any results by visual analysis of the patient sasipl

. Only for in-vitro diagnostic use.

. All components of human origin used for the prothrcdf these reagents have been tested for antigrtibodies, anti-HCV

antibodies and HBsAg and have been found to beeactive Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled

as potentially infectious.

Do not interchange reagents or strips of diffegntuction lots.

No reagents of other manufacturers should be used avith reagents of this test kit.

Do not use reagents after expiry date stated olabie.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lak.wa

Do not interchange screw caps of reagent vialséiecross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after us@void evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage chenlugate and control vials for microbial contaminatprior to further use.

To avoid cross-contamination and falsely elevagsdilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing

accuratelyto the bottom of wells.

= The NovaLisa™ ELISA is only designed for qualifigersonnel who are familiar with good laboratorygpice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L lesdly any toxicological risk upon contact withrslend mucous
membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skiregf out of the reach of children. Upon contact witheyes, rinse
thoroughly with water and consult a doctor!

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are gepeisidered as hazardous waste. The disposaisokitid of waste is regulated
through national and regional laws and regulati@mntact your local authorities or waste managernentpanies which will give
advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION

Prod. No.: CHLMO0510 Chlamydia pneumoniae IEMISA (96 Determinations)
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DEUTSCH

1. EINLEITUNG

Chlamydien sind unbewegliche, gramnegative, obligiazellulare Bakterien, die charakteristischasehliisse im Cytoplasma der
parasitierten Zelle bilden. Im Lichtmikroskop sisié gut zu erkennen. Man unterscheidet drei firMenschen pathogene Spezies:
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae unéd@itlia psittaci. Chlamydia pecorum ist die einfigreTiere pathogen Art.
Chlamydia trachomatis ist die haufigste Ursacheisiéxibertragener Erkrankungen weltweit (400-500idfien Falle). Schwangere
Frauen mit C. trachomatis kénnen unter der Gebast Meugeborene infizieren. Es kommt zu Konjunktleit oder Pneumonien.
Unbehandelte Falle von Chlamydien Infektionen kdnme chronischer Salpingitis mit resultierendenopkh Schwangerschaften
oder Sterilitat fihren. Bei Mannern ist Chlamydiachomatis haufigste Ursache der nicht ghonorcheis Urethritiden. Ein ernstes
Problem der Chlamydien Infektionen ist der haufsgraptomatische Verlauf, der letztlich jedoch inegighronischen Erkrankung
resultieren kann. In vielen Fallen wird die Prim&ktion nicht rechtzeitig erkannt und erst diegesichdden diagnostiziert.

Spezies Ubertragungsweg Krankheit Diagnostik
C. trachomatis Direkte oder sexuelle Lymphogranuloma venereum (LGV)
Ubertragung: Der priméare Trachoma )
Infektionsort ist gewdhnlich | EinschluRkonjunktivitis bei Serologie

die Schleimhaut des Auges
oder des Urogenitaltraktes

Neugeborenen und Erwachsenen,
Cervicitis, Salpingitis, Urethritis,

Epididymitis, Proctitis und Pneumonia PCR
von Neugeborenen

C. pneumoniae Infektion der Schleimhaut derAtemwegserkrankungen
Atemwege Diskutiert werden: Endocarditis,

Koronare Herzerkrankungen

Mikroskopie

Inhalation von Faeces
infizierter Vogel; Kontakt mit
infizierten Eingeweiden von
Vogeln

C. psittaci Ornithosis ( Psittacosis)

Infektionen kénnen nachgewiesen werden mittels:

= Mikroskopie: Giemsa-Farbung

. PCR

. Serologie: Nachweis der Antigene mittels ELISA
Nachweis der Antikdrper mittels IF, EIA, ELISA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Chlamydia pneumoniae IgM ELISA istdién qualitativen Nachweis spezifischer IgM-Antiér gegen Chlamydia
pneumoniae in humanem Serum oder Plasma (Citrstinirat.

3. TESTPRINZIP

Die qualitative immunenzymatische Bestimmung voaz#fjschen IgM-Antikdrpern gegen Chlamydia pneuraenberuht auf der
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-TechnMikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichtet Chlamydia

pneumoniae spezifischen Antigenen. Vorhandene figeie Antikorper in der Probe binden an die imnlisigirten Antigene der
Mikrotiterplatte. Meerrettich-Peroxidase (HRP)-kagierte anti-human-lgM Antikdrper binden an Antigéntikdrperkomplexe in
positiven Proben. Die entstandenen Immunkomplexelevedurch Blaufarbung nach Inkubation mit Tetrdwléenzidin (TMB) -

Substratldsung nachgewiesen. Stoppen der enzymatisReaktion mit Schwefelsaure fuhrt zu einem Haduinlag von blau zu
gelb, der einfach nachgewiesen und mit einem ELR®&der bei 450 nm gemessen werden kann.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

. Chlamydia pneumoniae beschichtete Mikrotiterstreifen (IgM): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit Chlaraydi
pneumoniae Antigen; in wieder verschlieBbarem Ahiombeutel.

. IgM-Probenverdinnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdiinnuiit);7®2 + 0.2; enthalt anti-human-
IgG-Antikorper; grun gefarbt; gebrauchsfertig; BeiVerschlusskappe.

= Stopplésung:1 Flaschchen mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2 modyrguchsfertig; rote Verschlusskappe.

. Waschlésung (20x konz.)*:1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentriertefielPsizum Waschen der Kavitaten; pH 7.2 +
0.2; weil3e Verschlusskappe.

= Chlamydia pneumoniae anti-lgM-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Anfilgin gegen humanes
IgM; rot gefarbt; gebrauchsfertig; schwarze Veraskkappe.
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. TMB-Substratldsung: 1 Flaschchen mit 15 ml 3,3°,5,5 -Tetramethylbeimz{@MB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.
. Chlamydia pneumoniae IgM Positivkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; rote Verscsihappe;

gebrauchsfertig.

. Chlamydia pneumoniae IgM Cut-off Kontrolle***: 1 Flaschchen mit 3 ml; gelb gefarbt; griine Verssstappe;
gebrauchsfertig.

. Chlamydia pneumoniae IgM Negativkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; blaue Verss$itappe;
gebrauchsfertig.

* enthélt 0.1 % Bronidox L nach Verdinnung

* enthalt 0.2 % Bronidox L
** enthdlt 0.1 % Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

1 selbstklebende Abdeckfolie
1 Rahmenhalter

1 Arbeitsanleitung

1 Ergebnisblatt

4.3. Erforderliche Materialien und Gerate

Photometer mit Filtern 450/620 nm
Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat
Manuelle oder automatische Waschvorrichtung
Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1Qdp
Vortex-Mischer

Plastikréhrchen fir den einmaligen Gebrauch
Rohrchen-Stander

Aqua dest.

Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2...8°C lagern. Die Reagenzien nicldhnden angegebenen Verfallsdaten verwenden. Difalselaten sind jeweils auf
den Flaschenetiketten und auf dem AuRenetikettgetgs.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeibYerwendung auf Raumtemperatur (20...25°C) zujlerih

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertema@tydia pneumoniae Antigen beschichtet. Die gelirsfectigen Vertiefungen
sind bei 2...8°C aufzubewahreMichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutedazomen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlieBen und bei 2...8° C lagern. Haltbarké&tzum angegebenen Verfallsdatum.

6.2. Chlamydia pneumoniae anti-lgM-Konjugat

Die Flasche enthalt 20 ml einer Lésung von anti-anrgM-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabilisatoriéonservierungsmittel und
einen inerten roten Farbstoff. Die gebrauchsfertigsung ist bei 2...8°C aufzubewahrétach dem ersten Offnen haltbar bis zum
angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.3. Kontrollen

Die Flaschchen mit Kontrollen enthalten gebrauctigie Kontrolllésung. Die gebrauchsfertigen Losumgsind bei 2...8°C
aufzubewahren und enthalten 0.1 % Kathidech dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebéedallsdatum (bei 2...8°C).

6.4. IgM-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthalt 100 ml Phosphatpuffer, Staftdien, Konservierungsmittel und einen inerten enirFarbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung enthalt anti-human-lgG4&mper, um den Proben spezifische IgG-Anteile sowg&-gebundene
Rheumafaktoren zu entziehen. Sie wird fir die Verding der Proben eingesetzt und ist bei 2...8°C &efmahrenNach dem
ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verélisa (bei 2...8°C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthéalt 50 ml konzentrierten PufferteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdaéuf einen Liter mit Aqua
dest. verdunnt (1+19). Der verdinnte Puffer istReimtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschlésung) zim Waschen der Streifen
eingesetztSollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretedie Waschlésung auf 37°C erwarmen und vor dend(veren gut
mischen. Nach dem ersten Offnen, Konzentrat hatiisezum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).



6.6. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthalt 15 ml eines Tetramethyldevi¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchigéettdsung ist bei 2...8°C
vor Licht geschitzt aufzubewahre@ie LOsung ist leicht hellblau. Sollte die TMB-Swattosung dunkelblau sein, ist sie
kontaminiert und kann nicht im Test verwendet werddéach dem ersten Offnen haltbar bis zum Verfallsd bei sachgerechter
Lagerung von 2...8°C.

6.7. Stoppldsung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M Schwefelsaugd/¥8, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist beBZC aufzubewahremNach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenenli¢defum (bei 2...8°C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Cieatjendet werden. Werden die Bestimmungen innlena 5 Tagen nach
Blutentnahme durchgefihrt, konnen die Proben b&°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-220°C). Wiederaufgetaute
Proben vor dem Verdiinnen gut schitt#fiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden

Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

Proben vor Testbeginn im Verhaltnis 1+100 mit Igkttfenverdiinnungspuffer verdiinnen, z.B. 10ul Probé 4 ml IgM-
Probenverdunnungspuffer in die entsprechenden Réhrpipettieren, um eine Verdiinnung von 1+100 halesn; gut mischen
(Vortex).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformatiowor Durchfuihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fur dieezlassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgendstdigrchfiihrung ist fir die manuelle Methode validiBeim Arbeiten mit ELISA
Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszusBbl, die Zahl der Waschschritte von drei auf find das Volumen der
Waschlésung von 300 pl auf 350 pul zu erhdhen. \&stleginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt\tketeilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrstiiéfen genau festlegen. Die bendtigte Anzahl von Mikrositesifen
(Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fir den Substratleerwdtank),
1 Vertiefung (z.B. B1) fur die Negativ Kontrolle und
2 Vertiefungen (z.B. C1+D1) fur die Cut-off Konlleo  und
1 Vertiefung (z.B. E1) fur die Positiv KontroNersehen.

Prinzipien der Qualitéatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur héheren Sicherheit furtkalen und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen.
Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohredyerung durchfihren.

Fur jeden Pipettierschritt der Kontrollen und Prokaubere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 3¥ 1°C einstellen.
1. Je 100 pl Kontrollen und vorverdinnte Proben inatiesprechenden Vertiefungen pipettieren. Vertigfd ist fur den
Substratleerwert vorgesehen.
2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
1h £5min bei 37°C inkubieren.

4.  Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernemd udie Inkubationsflissigkeit aus den Teststreifdrsaugen.
AnschlieRend dreimal mit 300ul Waschlésung wasctitserflieRen von Flissigkeit aus den Vertiefungenmeiden.
Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte astehs 5 sec betragen. Nach dem Waschen die €d#etstmit den
Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopim die restliche Fliissigkeit zu entfernen.

Beachte:Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendesdien zu schlechter Prézision und falsch erhéhten
Messergebnissen flhrt!

5.  100upl Chlamydia pneumoniae anti-lgM-Konjugat ineaWertiefungen, mit Ausnahme der fur die Berechnueg
Leerwertes vorgesehenen, pipettieren. Mit Folieeaken.

30 min bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubierenNicht dem direkten Sonnenlicht aussetzen
Waschvorgang gemaf Punkt 4 wiederholen.

100ul TMB-Substratlésung in alle Vertiefungen pifggen.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur(20-25 Cinkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100ul Stoppldésung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen Zeitintervaleie bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&kahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghi gelb um.

Hinweis: Hochpositive Patientenproben konnen schwaérzlichéizipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehten, die Patientenprobe mit physiologischer

© ©® N
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Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdiinnen und anschlie®énderdinnte Probe mit IgM-Probenverdinnungspuffer
1 + 100 fur den Test vorzubereiten. Das ErgebnidTiJ wird in diesem Fall mit zwei multipliziert.

11. Die Extinktion der Losung in jeder Vertiefung b&04620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe dergiispng messen

8.2. Messung
Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blarik)A1 denNullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reademhehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Grunden nictiiglich ist, muss nach der Messung der Extinktiensder Position Al von
allen anderen Extinktionswerten abgezogen werdeneinwandfreie Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitaten be#50 nmmessen und die Messwerte der Kontrollen und Probdas Ergebnisblatt eintragen.

Eine bichromatischeMessung mit der Referenzwellenldénge 620 nm wirdadign.

Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgefithrden, derMittelwert der Extinktionswerte berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testguiltigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefiihrt, wenn er folde Kriterien erfullt:

L] Substrat-Leerwert in Al: Extinktion <0,100

. Negativ Kontrolle in B1: Extinktion< 0,200 und < cut-off
. Cut-off Kontrolle in C1 und D1: Extinktionswert@,150 — 1,300
. Positiv Kontrolle in E1: Extinktionswerte >Cut-off

Sind diese Kriterien nicht erfullt, ist der Tesflamngultig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung
Der Cut-off ergibt sich aus dem Mittelwert der gesenen Extinktionen der beiden Cut-off Kontrollen.
Beispiel: 0.42 OD Cut-off Kontrolle + 0.44 OD Cuff&ontrolle =0.86 : 2 =0.43

Cut-off =0.43

9.3. Interpretation der Ergebnisse
Patientenproben gelten glssitiv, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % hoétegtlals der Cut-Off.

Patientenproben mit Extinktionswerten 10 % uber.hawer dem Cut-Off kdnnen nicht eindeutig als po&izw. negativ angesehen
werden-> Grauzone

Es wird empfohlen den Test nach 2 bis 4 Wocheremér frischen Patientenprobe zu wiederholen. Firgleh die Ergebnisse erneut
innerhalb der Grauzone, gilt die Proberagativ.

Patientenproben gelten alsgativ, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % unterbas Cut-Offs liegt.

9.3.1. Ergebnisse in NovaTec-Einheiten [NTU]
Mittlere Extinktion der Patientenprobe x 10 = [NovaTec-Einheiten = NTU]

Cut-Off

Beispiel: _1.204 x 10 = 28 NTU (NovaTec Units)
0.43

Cut-Off: 10 NTU

Grauzone: 9-11 NTU

Negativ: <9 NTU

Positiv: >11 NTU

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert (NTU) VK (%)
Pos. Serum 12 21.6 8.25
Intraassay n Mittelwert (E) VK (%)
Pos. Serum 24 1.16 4.01

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als Wiahrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergelaii Fehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie betragt >95 %.
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10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat ist definiert als Wahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Engebei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt 83,3

10.4. Interferenzen

Hamolytische,. lipdmische und ikterische Proberaleeg bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fumdglobin, von 5 mg/ml
Triglyceride und von 0,2 mg/ml fur Bilirubin keireterferenzen im vorliegenden ELISA.

Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die sot#ten Probenkollektive; es handelt sich nichgamantierte Spezifikationen.

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiedlées Einfrieren und Auftauen kénnen zu eineravielerung der Messwerte
fuhren. Die Diagnose einer Infektionskrankheit dacht allein auf der Basis des Ergebnisses eiestiBmung gestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zusatzlich zu den serologischgebRissen in Betracht
gezogen werden. Bei Immunsupprimierten und Neugsetsor besitzen die Ergebnisse der serologisches masteinen begrenzten
Wert.

Das auf die Mikrotiterplatte beschichtete Antigeasteht aus den Elementarkdrperchen. Eine Kreuzoeaknhit Chlamydia
trachomatis kann nicht ausgeschlossen werden méhSdie Antikorper gegen LPS- und MOMP- Partikefhthalten.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

= Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EGtldgr Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitr@@nostika fest, um
deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzigstel Daher sind die Testdurchfiihrung, die Inforomti die
SicherheitsmaRnahmen und Warnhinweise in der Gebsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung Testkits auf
Diagnostika-Geréaten ist die Testmethode zu vaktierJede Anderung am Aussehen, der Zusammensetmohgder
Testdurchfiihrung sowie jede Verwendung in Komberatinit anderen Produkten, die der Hersteller néthborisiert hat, ist
nicht zulassig; der Anwender ist fiir solche Andgem selbst verantwortlich. Der Hersteller haftetffilsche Ergebnisse und
Vorkommnisse aus solchen Griinden nicht. Auch fisgcfee Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertuing keine Haftung
Ubernommen.

. Nur fir in-vitro-Diagnostik.

. Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspusiod auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBSAG nichteaktiv

getestet. Dennoch sind alle Materialien als pogdinitifektios anzusehen und entsprechend zu behande

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBleargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miReagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Laberiatén verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nichtainander vertauschen.

Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieRen/entunstung und mikrobielle Kontamination zu veithea.

Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardikisen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontzatibn priifen.

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschééten Resultaten Patientenproben und Konjugatfétggin die

Kavitaten pipettieren.

. Der NovaLisa™ ELISA ist nur fur die Anwendung duréachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsteehrginwandfrei

beherrscht.
WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentmatimhezu keine toxikologischen Risiken an Haut bzw.
Schleimhaut.
WARNUNG: Schwefelsaure reizt Augen und Haut! Nach BerUgpmit den Augen grundlich mit Wasser spulen un@rin
Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8oabfélle. Deren Beseitigung unterliegt den matien abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behifdemiert Giber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: CHLMO0510 Chlamydia pneumoniae IgM$A 96 Bestimmungen)
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FRANCAIS C€ 0483

1. INTRODUCTION

Chlamydiae sont des bactéries a développementcéfitritaire, immobiles et Gram-négatives, qui formetes inclusions
caractéristiques dans le cytoplasme des cellulessip@es. Elles sont facilement visibles dans let@microscope. Trois espéces
différentes de Chlamydia pathogénes pour les hwsrsint connues : Chlamydia trachomatis, Chlamydeumoniae et Chlamydia
psittaci, ainsi qu'une espéce pathogéne seulenmnmtdes animaux (C. pecorum). Chlamydia trachonestid'agent le plus répandu
des maladies transmises sexuellement dans le mentier (400-500 millions de cas) et le nombre ditibns augmente
constamment. Pendant I'accouchement, Chlamydihdnaatis entraine la conjonctivite ou la pneumonmiesdles nouveaux-nés. Les
cas non traités de l'infection par Chlamydia petiweener aux salpingites chroniques, qui peuveniitefsen grossesse ectopique ou
l'infertilité. Dans les males, Chlamydia trachorsa&st une cause importante de l'urétrite non-garoimqoe.

Un probleme grave dans les infections de Chlamgsdide cours de la maladie, frequemment insidi¢lasgmptomatique, qui peut
avoir comme conséquence le déclenchement des emleldioniques. Dans beaucoup de cas, des infegionaires ne sont pas
identifiées et seulement les conséquences provequageles agents augmentés et persistants sonosiagiées.

Espece Mécanisme de l'infection La maladie Diagn
C. trachomatis | Transmission directe ou sexuelle : Lymphogranuloma venereum (LGV)
D’habitude, I'emplacement primaire de Trachome Sérologie
l'infection est la membrane muqueuse de I'agilConjonctivite des nouveau-nés et des adultes ;
ou de la région urogénitale Cervicites, salpingites, urétrite, epididymitis, PCR
proctites et pneumonie des nouveaux-nés
C. pneumoniae| Infiltration de la membrane muqueuse de la | maladies respiratoires Microscopie
région respiratoire discuté : endocardite,
maladies coronaires
C. psittaci Inhalation des résidus des oiseaux infectés ;| Ornithose (Psittacose)
contact avec les visceres aviens infectés

L'infection peut étre identifiée par

= Microscopie : Colorant de Giemsa

. PCR

. Sérologie : Détection des antigénes par ELISA
Détection des anticorps par IF, EIA, EAIS

2. UTILISATION PREVUE

L'ELISA d'lgM Chlamydia pneumoniae de NovaTec asivp pour la détermination qualitative des antisdgM contre Chlamydia
pneumoniae en sérum humain ou plasma (citrate).

3. PRINCIPE DE L'ANALYSE

La détermination immunoenzymatique qualitative desicorps IgM contre Chlamydia pneumoniae est basgela technique
d'ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Des puits dans les bandes du plaque microtitre mmttuverts d’antigenes purifiés de Chlamydia preniae pour attacher les
anticorps correspondants du spécimen. Aprés lgédas puits ayant pour but d’enlever I'échantiliiénaché, I'anti-humain IgM
conjugué a HRP (horseradish peroxidase) est aj@atéonjugué s'attache aux anticorps spécifiquas fhlamydia pneumoniae. Le
complexe immun constitué par le conjugué attachgissalisé en ajoutant le substrat de Tetrameémditine (TMB) qui donne un
produit de réaction bleu. L'intensité de ce prodist proportionnelle a la quantité d'anticorps Igp€cifiques pour Chlamydia
pneumoniae dans le spécimen. De l'acid sulfurigt@jeuté pour arréter la réaction. Ceci produé oauleur jaune. L'absorbance a
450 nm est lue en utilisant un lecteur plaque nitceo(microwell plate reader) d'ELISA.

4. MATERIAUX

4.1. Réactifs fournis

= Puits recouverts de Chlamydia pneumoniae (IgM) 12 bandes cassables contenant 8 puits recouvétgigene
d'adénovirus ; en sachets d'aluminium refermables.

= Diluant de I'échantillon IgM *** : 1 bouteille contenant 100 ml d'amortissewup la dilution de I'échantillon ; pH 7.2 £ 0.2 ;
coloré vert; prét a utiliser ; couvercle blanc.

= Solution D'Arrét : 1 bouteille contenant 15 ml d'acide sulfuriqu, fol/l ; prét a utiliser ; couvercle rouge.

. Solution de lavage (20x concentré.) *1 bouteille contenant 50 ml d'un amortisseur 28-émincentré (pH 7.2 + 0.2) pour
laver les puits ; couvercle blanc.

. Conjugué anti-lgM Chlamydia pneumoniae ** : 1 bouteille contenant 20 ml d'anticorps de lapinjegués a peroxydase
contre I'lgM humain ; coloré rouge, prét a utiliserouvercle noir.

. Solution de substrat de TMB :1 bouteille contenant 15 ml 3,3',5,5'-tetramethyiti@ine (TMB) ; prét a utiliser ; couvercle
jaune.
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L] Contréle positif d’lgM C. pneumoniae*** : 1 bouteillecontenant 2 ml ; coloré jaune; prét a utiliser;\aule rouge.
. Contréle cut-off d'IlgM C. pneumoniae*** : 1 bouteille contenant 3 ml, coloré jaune; prétibser; couvercle vert.
= Contréle négatif d'lgM C. pneumoniae***: 1 bouteille contenant 2 ml ; coloré jaune; prétiéser; couvercle bleu.

* contient 0.1 % de Bronidox L apres dilution
xx contient 0.2 % de Bronidox L
ok contient 0.1 % de Kathon

4.2. Matériaux fournis

1 support de bande
. 1 couverture autocollante
1 protocole d'essai
1 plan de distribution et d'identification

4.3. Matériaux et équipement requis

lecteur plaque microtitre (microwell plate read#BELISA, équipé pour le mesurage de I'absorbarts0620nm
Incubateur 37°C

Equipement manuel ou automatique pour rincer léts pu

. Pipettes pour usage entre le 10 et 1000 pl

L] Mélangeur Vortex

. Eau désionisée ou (fraichement) distillée

. Tubes jetables

. Chronometre

5. STABILITE ET STOCKAGE

Les réactifs sont stables jusqu'a la date d'écledad@muée sur I'étiquette une fois stockés a 2C. 8°

6. PREPARATION DE REACTIF

Il est trés important que tous les réactifs, échlmmis et contrdles soient a la température deikcp (20... 25°C)
avant de commencer l'analyse!

6.1. Bandes recouvertes cassables

Les bandes cassables sont recouvertes d’antige@aldmydia pneumoniae et sont prét a utiliser. €ores a 2... 8°C. Arés avoir
détaché des bandes, les bandes restantes devraigrte suite étre refermées dans le sachet d'aiumiavec le desiccant fourni et
étre conservées a 2... 8°C; stable jusqu'a la d@tehédance. Aprés premier usage stable jusqu'atiea dlédchéance une fois stocké a
2...8°C.

6.2. Conjugué anti-lgM Chlamydia pneumoniae

La bouteille contient 20ml d'une solution avec depéroxydase de raifort anti-humaine-IgM, I'amesdis, les stabilisateurs, les
préservatifs et un colorant rouge inerte. La sotu@ist prét a utiliser. Conserver a 2... 8Apres premier usage stable jusqu'a la date
d'échéance une fois stocké a 2... 8°C.

6.3. Contrdles

Les bouteilles marquées avec contrdle positif, ebatcut-off et contrdle négatif contiennent uniigon de contrdle prét a utiliser.
Elle contient 0.1% Kathon et doit étre stockée a C. Aprés premier usage stable jusqu'a la date d'éateame fois stocké a
2...8°C.

6.4. Diluant de I'échantillon IgM

La bouteille contient 100ml d’'un amortisseur de gpfate, d’'lgG anti-humain, des stabilisateurs,ptéservatifs et un colorant vert
inerte. Elle est employée pour la dilution de l'&ctillon du patient. La solution contient des ams IgG anti-humains pour
éliminer l'inhibition compétitive des anticorps Iggpécifiques pour ainsi enlever le facteur rhundgtoCette solution préte a utiliser
doit étre stocké a 2... 8°@prés premier usage stable jusqu'a la date d'éateéane fois stocké a 2... 8°C.

6.5. Solution de lavage (20x conc.)

Le flacon contient 50 ml d'un tampon concentré, disrgents, des stabilisants et des conservatilusr la solution de lavage au
1/20™¢; par exemple 10 ml de la solution de lavage + h®d’'eau bidistillée récente et non contamiriée tampon dilué est stable
pendant cing jours si conservé a +2...+8%@& tampon concentré reste stable jusqu’a la datepé®emption s'il est conservé a
+2...+8°C. Les cristaux dans la solution disparaigsem chauffant a 37°C dans un bain marie.

6.6. Solution de substrat de TMB

La bouteille contient 15ml d'un systeme de peroxdeléetramethylbenzidine/hydrogen. Le réactif @8t a utiliser et doit étre stocké
a 2... 8°C, loin de la lumiérd.a solution devrait étre sans couleur ou avoir liagere teinte bleue. Si le substrat se transforme e
bleu, il a pu étre contaminé et devrait étre remopl Aprés premier usage stable jusqu'a la date d'éatetame fois stocké a 2...
8°C.
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6.7. Solution d'arrét

La bouteille contient 15ml d’une solution acidefgtiue de 0.2 M (R 36/38, S 26). Cette solutionpeét a utiliser et doit étre stocké
a 2... 8°C Aprés premier usage stable jusqu'a la date d'écteane fois stocké a 2... 8°C.

7. COLLECTION ET PREPARATION DES SPECIMENS

Utilisez des échantillons de sérum ou plasma {ejtraumain pour cette analyse. Si 'analyse estut&é dans un délai de 5 jours
apres la collection de I'échantillon, le spécimewrdit étre maintenu a 2... 8°C ; autrement ils demtaétre aliquotés et conservés
surgelés (-20 a -70°C). Si les échantillons sonseovés congelés, mélangez les échantillons délésnigien avant I'analysEvitez
congélation et décongélation répétée.

L’ inactivation par la chaleur des échantillonsst’pas recommandée.

7.1. Dilution de I'’échantillon

Avant 'analyse, tous les échantillons devraierg diués 1+100 avec le diluant de I'échantillomIg
Diluer 10ul de I'échantillon avec 1ml du diluant Bechantillon IgM dans des tubes pour obtenir diation 1+100 et mélanger
celle-ci soigneusement par un Vortex.

8. PROCEDE D'ANALYSE

8.1. Préparation d'analyse

Veuillez lire le protocole de I'analyse soigneusena@ant d'exécuter I'analyse. La fiabilité des résultats dépie I'adhérence stricte
au protocole de l'analyse comme décrit. La teclendpidosage suivante a été validée uniquementupeuprocédure manuelle. Si le
dosage doit étre effectué sur un automate, nousedlams d’augmenter le nombre d’étapes de lavageais a cing et le volume de

la solution de lavage de 300 & 3fD Avant de commencer l'analyse, le plan de distiim et d'identification pour tous les

spécimens et contrdles devrait étre soigneusentaili dur la feuille de résultat fournie dans le Klhoisissez le nombre requis de
bandes ou de puits microtitres et insérez-les asgpport.

Veuillez assigner au moins :

1 puits  (par exemple Al) pour le blanc substrat,
1 puits  (par exemple B1) pour le controle négati
2 puits  (par exemple C1+D1) pour le contrdle affiet

1 puits  (par exemple E1) pour le contrdle pbsiti

C’est recommandé de déterminer les controles eidbantillons du patient deux fois, si nécessaire.
Exécutez toutes les étapes de I'analyse dansel'doimé et sans délai entre les étapes.

Une pointe de pipette propre et jetable devragt émployée pour aliquoter chaque contrdle et édtuant
Ajuster l'incubateur a 37° + 1°C.

1. Pipettez 100ul de contrdles et les échantillongédidans leurs puits respectifs. Gardez le puitsddt le substrat blanc.

2. Couvrez les puits de couvertures autocollantes.

3. Incuber pour 1 heure + 5 minutes a 37+1°C.

4. Quand l'incubation a été accomplie, enlevez la eduve, aspirez le contenu des puits et lavez ehpqis trois fois avec
300u! de solution de lavage. Evitez les débordesndes puits de réaction. Le temps de trempage enague cycle de
lavage devrait étre > 5sec. A la fin, enlevez seigement le fluide restant en tapant les bandedesupapiers en tissu
avant la prochaine étape !

Note : Le lavage est décisif ! Un lavage insuffispaut mener a une précision faible et a des valeliabsorbance
faussement élevées.

5. Pipettez 100p! du conjugué anti-lgM Chlamydia pneniae dans tous les puits sauf le puits blanc ¢gample Al).

Fermez avec la couverture autocollante.

Incuber pendant 30 minutes a la température de laipce. Ne pas exposer a la lumiére du soleil directe.
Répétez I'étape numéro 4.

Pipetter 100ul de la solution de substrat de TMBsdaus les puits.

Incuber pendant exactement 15 minutes a la tempénrate de la piece dans l'obscurité.

10. Pipetter 100ul de la solution d'arrét dans tougpléts dans le méme ordre et a la méme vitessgquela solution de
substrat de TMB.
N'importe quelle couleur bleue développée pendiaubation se transforme en jaune.
Note : Des échantillons de patients fortement tfespeuvent causer des précipités foncés du chgem®! Ces
précipités peuvent influencer les valeurs mesumesla densité optique. Il est recommandé de diluer
I’échantillon avec la solution physiologique de afire de sodium, par exemple 1+1. Ensuite diluer
I'échantillon 1+100 avec I'amortisseur et multiplies résultats en NTU (NovaTec units) par 2.
11. Mesurer I'absorption du spécimen a 450/620nm dartlai de 30 minutes aprés I'addition de la smiudi'arrét.

© N
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8.2. Mesurage
Ajuster le lecteur plague microtitre (microwell {aeader) d'ELISAa zéroen utilisantle substrat blanc dans le puits Al

Si - pour raisons techniques - le lecteur d'ELISApeut pas étre ajusté a zéro en utilisant le sab&tlanc dans le puits Al,
soustraire la valeur d'absorption du puits Al detes les autres valeurs d’absorption mesuréesdidintenir des résultats fiables !

Mesurer l'absorption de tous les puit& 450 nmet enregistrer les valeurs d'absorption pour chaqu&b6le et échantillon de patient
dans le plan de distribution et d'identification.

Une lecture bichromatique de longueur d'onde engiio$20 nm comme longueur d'onde de référenceesimmandée.
En cas de plusieurs mesurages, calcldsrvaleurs moyennes d'absorptiode tous les résultats.

9. RESULTATS

9.1. Criteres De Validité
Afin qu’une analyse soit considérée valide, legogs suivants doive étre respectés :

= Blanc Substrat dans Al : Valeur d’absorbane®,100.

. Contréle négatif dans B1: Valeur d’absorbane®,200 et < cut-off

. Controle seuil (cut-off) dans C1 et D1: Valeur d'absorbar;250 — 1,30

. Contréle positif dans E1: Valeur d'absorbarxeontréle seuil (cut-off)

Lorsque ces critéres ne sont pas remplis, le test pas valide et doit étre recommencé.

9.2. Calcul des résultats
La valeur seuil correspond a la moyenne des vatBabsorbance du contréle seuil (cut-off).
Exemple : 0,37 DO cont. seuil + 0,39 DO cont. séwi0,76 +2 = 0,38

9.3. Interprétation des résultats
Des échantillons sont considérBOSITIFS si la valeur d'absorption est plus élevée que 10%essus du « cut-off ».

Des échantillons avec une valeur d'absorption @@ 40-dessus ou au-dessous du « cut-off » ne devfzas étre considérés comme
clairement positifs ou négatifs

- zone grise

Il est recommandé de répéter l'analyse aprés 2emhines avec un échantillon frais. Si les résutlatla deuxiéme analyse sont
encore dans la zone grise I'échantillon doit &resitléré NEGATIF .

Des échantillons sont considérBGATIFS si la valeur d'absorption est inférieure & 10% essdus du « cut-off ».

9.3.1. Résultats en unités NovaTec

Valeur (moyenne) d'absorption du patient x-AQunités NovaTec = NovaTec units= NTU ]
« cut-off »

Exemple : _1.786 x 1947 NTU

0.38
« Cut-off » : 10 NTU
Zone grise : 9-11 NTU
Négatif : <9 NTU
Positif : >11 NTU

10. CARACTERISTIQUES D'EXECUTION

10.1. Précision

Intera-analyse n moyenne (NTU) cv (%)
Sérum pos. 12 21.6 8.25
Intra-analyse n moyenne (OD) cv (%)
Sérum pos. 24 1.16 4.01

10.2. Spécificité diagnostique

La spécificité diagnostique est définie comme labpbilité d’obtenir d'un résultat négatif en I'abse d'un analyte spécifique. Elle
est supérieure a > 95 %.

10.3. Sensibilité diagnostique

La sensibilité diagnostique est définie comme Ilzbpbilité d’obtenir d’'un résultat positif en préserd'un analyte spécifique. .Elle
est 83.3 %.
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10.4. Interférence

Aucune interférence n’a été observée sur des séramslytiques, lipémiques ou ictériques pour dexentrations allant jusqu’ & 10
mg/ml d’ hémoglobine, 5 mg/ml de triglycérides & énhg/ml de bilirubine.

| Ces résultats s’appuient sur les groupes d'échagiBtudiés ; il n’agit pas de caractéristiquebnegues garanties.

11. LIMITATIONS DU PROCEDE

Les antigenes de Chlamydia pneumoniae qui sons fsx& la microplague sont composés de corps élament Des réactions

croisées avec Chlamydia trachomatis ne peuventegtieies pour des sérums contenant des anticoriggslicontre le LPS et la

MOMP.

Une contamination bactérienne ou des cycles geddégétés du spécimen peuvent affecter les vatBabsorption. Le diagnostic

d'une maladie infectieuse ne devrait pas étrei&abla base du résultat d'une seule analyse.iflgndstic précis devrait prendre en
considération I'histoire clinique, la symptomatgl@insi que les données sérologiques.

Les données sérologiques sont de valeur limité igacss des patients immunocompromis et des noxvess

12. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

= En accord avec l'article 1 paragraphe 2b de lactire européenne 98/79/EC, I'utilisation des digfifssmédicaux de
diagnostic in vitro est destinée par le fabricagagantir le bien-fondé, les performances et lasi&cdu produit. Par
conséquent, la procédure de dosage, I'informaksnprécautions et mises en garde de la noticepi@ndoivent étre suivies
de facon stricte. L'utilisation de ces troussescales automates ou dispositifs similaires doit @dtielée. Aucun changement
de la conception, composition et procédure de dpsagsi que I'utilisation avec d’autres produitmrapprouvés par le
fabricant, ne sont autorisés ; seul I'utilisatestrresponsable de tels changements. Le fabricast pas responsable des faux
résultats et des incidents dus a ces motifs. Lecafit n’est pas responsable des résultats foparianalyse visuelle des
échantillons des patients.

L] Uniquement pour diagnostic in vitro.

L] Tous les composants d'origine humaine utilisés faofabrication de ces réactifs ont été analysémeété trouvés non réactifs
en Ag HBs, en anticorps anti-VHI 1 et 2 et en amps anti-VHC Néanmoins, tous les produits doivent étre conéglét
traités comme étant potentiellement infectieux.

= Ne pas échanger les réactifs ou les barrettes paovele différents lots de production.

. Ne pas utiliser de réactifs provenant d'autresdabts avec les réactifs de cette trousse.

L] Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de p@tiemindiquée sur I'étiquette.

= Utiliser seulement des embouts de pipette, deshiisturs et du matériel de laboratoire propres.

. Ne pas échanger les bouchons des flacons, poer &vitontamination croisée.

L] Fermer soigneusement les flacons aprés utilisatbom éviter I'évaporation et la contamination micenne.

L] Avant une nouvelle utilisation, vérifier les flacode conjugué et de controle, déja utilisés, prciuee une contamination
microbienne.

. Pour éviter la contamination croisée et des résuitaissement éleveés, introduire les échantill@egalients et le conjugué
exactemenau fond des puits sans éclabousser.

. Le Novalisa ELISA est uniqguement destiné a I'uaisn par un personnel compétent, maitrisant garfant les techniques

de travail.
AVERTISSEMENT : Dans la concentration utiliséepBidox L ne pose pratiquement aucun risque toxgiqlee lors du
contact avec la peau et les membranes muqukuses
AVERTISSEMENT : L'acide sulfurique irrite les yeekla peau. Garder hors de la porté des enfaots.du
contact avec les yeux, rincer soigneusement de@deau et consulter un médecin !

12.1. Mesures d’élimination

Les résidus de réactifs et des préparations soisiderés comme de déchets potentiellement dangdrélixination de ces déchets
est soumise a des réglementations nationales &esdContacter les autorités locales ou les scEpécialisées pour obtenir des
conseils sur I'élimination des déchets dangereux.

13. INFORMATION DE COMMANDES
Numeéro de Produit: CHLMO0510 Chlamydia pneuraerigM-ELISA (96 déterminations)
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ITALIANO C€ 0483

1. INTRODUZIONE

Le Chlamydie sono batteri immobili Gram negativparassiti intracellulari obbligati. Gli involucristerni risultano privi della
componente peptidoglicanica della parete celluldesno un ciclo vitale dimorfico: il corpo elemerg& la forma infettante e molto
piccola. E relativamente inerte dal punto di vistatabolico e sopravvive in ambiente extracelluldre&orpo elementare viene
introdotto in una cellula delle mucose per endatitdove si trasforma in un corpo reticolare, chesenta una chiara organizzazione
cellulare procariotica, & metabolicamente attiva moltiplica, per scissione binaria. Dopo poche guesto subisce un processo di
condensazione e disitratazione, ritrasformandosniicorpo elementare che, liberato all’esternolgenorte della cellula parassitata,
€ pronto ad infettare altre cellule. Si distingudrespecie patogene per 'uomo:

- Chlamydia trachomatis

- Chlamydia pneumoniae

- Chlamydia psittaci

La Chlamydia trachomatis puo causare una malasausimente trasmissibile. L'infezione da Clamédimolto comune tra gli adulti
giovani e tra gli adolescenti. Tuttavia molte pesmon sanno di essere infette, poiché non hanssunesintomo. E la causa pill
frequente per malattie a trasmissione sessuale5@00nillioni di casi in tutto il mondo). La Clanmalpuo essere trasmessa da madre
a bambino durante la nascita. L'infezione da Clamiéi neonati puo causare una congiuntivite n@daat polmonite. Donne infette
possono trasmettere c. trachomatis al neonato wuiaparto. Nelle donne, una infezione non cupati@ diffondersi nella zona
pelvica e infettare I'utero, le tube di falloppiolee ovaie, portando alla malattia inflammatoriaviEl. Essa pud causare danni
permanenti agli organi riproduttivi della donnapportare alla sterilita, dolore pelvico cronicarerischio maggiore di gravidanza
extrauterina. Negli uomini, una Clamidia non curpted avere un effetto deleterio sui testicoli, podo a gonfiori e dolore.
Complicazioni collegate possono portare alla stéril

Specie Malattia Complicanze Modo d’infezione

C. trachomatis Trachoma; Congiuntivite; | Salpingite; Perihepatite; Artrite; Trasmissione: aerea; contatto diretto cpn
infezioni del tratto Uretrite una persona infetta (sessuale)
urogenitale

C. pneumoniae | Bronchite; Polmonite, Sepsi, Meningite, Endocardite Trasmissione: aerea; contatto diretto cpn

una persona infetta (sessuale)

C. psittaci Bronchite; Polmonite Sepsi, Meningite, Endocardite Trasmissione: aerea; contatto diretto cpn
una persona infetta (sessuale)

Diagnosi
L] Microscopia: coltura cellulare, colorazione di Gg&mimmunofluorescenza indiretta IFA
. PCR

= Sierologia: ELISA
2. USO PREVISTO

Il NovaTec Chlamydia pneumoniae IgM ELISA & un dr la determinazione qualitativa degli anticoqpedfici della classe IgM
per Chlamydia pneumoniae nel siero o plasma (ojttanano.

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione qualitativa degli anticorpi IghérpChlamydia pneumoniae si basa sul principio ELI$Apozzetti delle
micropiastre contengono una fase solida con aritigeecifici della Chlamydia pneumoniae. Anticorpiesifici nel campione si
legano agli antigeni immobilizzati nei pozzettii @hticorpi del coniugato (perossidasi di rafantieampi anti-lgM umani) si legano
ai complessi antigene (fase solida)-anticorpo @uee) nei campioni positivi. Questi complessi vemgcevidenziati da una
colorazione blu dopo l'incubazione con la soluzidiMB. L'intensita di questa colorazione é direttartgeproporzionale alla quantita
di anticorpi specifici per la Chlamydia pneumonii€lasse IgM presenti nel campione. Fermandodaiome enzimatica con acido
solforico si causa un cambiamento di colore dalablgiallo che pud essere misurato facilmente gofotometro per 'ELISA a 450
nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

. Micropiastre con antigeni della Chlamydia pneumonia (IgM): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesiigahi della
Chlamydia pneumoniae; dentro una busta d’allumiigiciudibile.

L] Tampone diluente IgM***: 1 flacone contenentE00 ml di tampone per diluire i campioni; pH 7.®22; color verde; pronto
all'uso; tappo bianco.
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L] Soluzione stop:1 flacone contenente 15 ml di acido solforico,®&/l, pronto all’'uso; tappo rosso.

. Tampone di lavaggio (20x conc.)*1 flacone contenente 50 ml di un tampone concenf@tvolte per il lavaggio dei pozzetti;
pH 7.2 £ 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Chlamydia pneumoniae anti IgM**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi di coniginti-lgM umani,
coniugati a perossidasi; color rosso; pronto aii;uappo nero.

L] Soluzione TMB: 1 flacone contenentes ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prordll'uso; tappo giallo.
L] Chlamydia pneumoniae IgM Controllo positivo***: 1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo rosso; pooalf’'uso.
= Chlamydia pneumoniae IgM Controllo Cut-off***: 1 flacone da 3 ml; color giallo; tappo verde; pooall’uso.
. Chlamydia pneumoniae IgM Controllo negativo***: 1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo blu; proatbuso.

* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione
*x contiene 0.2 % Bronidox L
***  contiene 0.1 % Kathon

4.2. Accessori forniti

1 pellicola adesiva

1 supporto per micropiastre
1 istruzione per I'uso

1 foglio di controllo

4.3. Materiali e attrezzature necessari

Fotometro per micropiastre con filtri da 450/620 nm
Incubatore a 37°C

Lavatore di micropiastre

Micropipette con punte monouso (10, 100, 200, 1000
Vortex-Mixer

Provette monouso

Supporto per provette

Acqua deionizzata o distillata.

Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati tra 2-8°C. IN@me i reagenti dopo la scadenza. La data di szadestampata sull’etichetta di
ogni componente e sull'etichetta esterna dellaeziahe.

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente-2%8°C) prima dell’'uso!

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi anitigttivati della Chlamydia pneumoniae. | pozzgitonti all'uso, devono essere
conservati tra 2-8°CRiporre i pozzetti non utilizzati nel sacchetto dogel essiccante di silice. Il prodotto & stabfino alla data di
scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Chlamydia pneumoniae IgM

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgM umaoniugati a perossidasi di rafano, stabilizzargnservanti e un colorante inerte
rosso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Controlli

| flaconi dei controlli contengono di soluzione pta all'uso. Contengono 0,1% Kathd#na volta aperto, il prodotto é stabile fino
alla data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.4. Tampone diluente IgM

Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfatopstzzanti, conservanti e un colorante verde inest&i IgG umani per togliere dai
campioni gli anticorpi specifici della classe Ig& idattori reumatici legati ad anticorpi IgG. Viemwsata per diluire i campionUna
volta aperto, il prodotto é stabile fino alla dadascadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrdtergenti e conservanti. Il contenuto vieneittileon acqua deionizzata o
distillata (1+19). Il tampone diluito € stabile di giorni se conservato a temperatura ambi&gesono presenti cristalli, scioglierli
a 37°C prima di diluire. Una volta aperto, il protlo é stabile fino alla data di scadenza se coretertra 2-8°C.
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6.6. Soluzione TMB

Il flacone contiene 15 ml di 3,3°,5,5 -Tetrametii&lina (TMB) e perossido di idrogeno pronto alfu€onservare al buioLa
soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel cascuindiventasse blu significa che é contaminatare p essere pitl usata. Una volta
aperto, il prodotto é stabile fino alla data di slemza se conservato tra 2-8°C.

6.7. Soluzione Stop

Il flacone contienél5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S2fjpnto all’'uso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Usare campioni di siero o plasma (citrato) umaroil st viene fatto entro 5 giorni dal prelievoeimpioni possono essere
conservati tra 2-8°C. Altrimenti devono esserewaiati e congelati tra -70-20°C. Agitare bene i campioni scongelati prima di
diluirli. Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelarten

L’inattivazione dei campioni per mezzo del caloom® raccomandata.

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1+100 con tampadiluente IgM. Per esempio, pipettare nelle piteved pl di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).

8. PROCEDIMENTO

8.1. Preparazione del test

Leggere bene le istruzioni prima di iniziare il eggio. Per ottenere risultati validi € indispenkabeguire esattamente le istruzioni.
La seguente procedura € stata validata per I'essmiznanuale. Per una esecuzione su strumentaaigoneatica si consiglia di
incrementare il numero di lavaggi de 3 a5 volté eolume della soluzione di lavaggio da 300 a |[#50er evitare interferenze.
Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione &t&ntificazione dei campioni e controlli sul fagldi lavoro fornito con il kit. Inserire

i pozzetti necessari nel supporto micropiastre.

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrator(k)a
1 pozzetti (es. B1) per il controllo negativo

2 pozzetti (es. C1+D1) per il controllo Cut-off

1 pozzetto (es. E1) per il controllo positivo.

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.

Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istroi, senza pause.
Utilizzare puntali nuovi e puliti per ogni campioaeontrollo.
Regolare l'incubatore a 3# 1°C

1. Pipettare 100 pl di controllo e di campione diluit relativi pozzetti. Usare il pozzetto Al pebiiinco-substrato.
2. Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.

3. Incubare 1 ora =5 min a 37% 1°C.
4

Al termine dell'incubazione, togliere la pellicotal aspirare il liquido dai pozzetti. Successivamdatare i pozzetti tre
volte con 300 pl di tampone di lavaggio. Evitare d¢a soluzione trabocchi dai pozzetti. L'intervalla il lavaggio e
'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dofavéggio picchiettare delicatamente i pozzetti Eapertura verso il
basso su una carta assorbente per togliere commgleta il liquido.

Attenzione: Il lavaggio é una fase critica. Un lavaggio noncarato determina una cattiva precisione del testua
innalzamento falsato delle densita ottiche.
5. Pipettare 100pul di Coniugato Chlamydia pneumonidgelgM in tutti i pozzetti, escludendo quello cérbianco-substrato
(blank). Coprire i pozzetti con la pellicola adesiv

Incubare 30 min a temperatura ambiente (20°...25°CNon esporre a fonti di luce diretta.
Ripetere il lavaggio secondo punto 4.

Pipettare 100! di Soluzione TMB in tutti i pozzett

Incubare precisamente per 15 min a temperatura amiginte (20°...25°C) al buio.

10. Pipettare 100ul di Soluzione Stop in tutti i potizatello stesso ordine della soluzione TMBurante I'incubazione il
colore cambia dal blu al giallo.

Attenzione: Campioni con un risultato positivo molto alto poso causare precipitati scuri del cromogeno! Quest
precipitati influenzano la lettura delle densitatiohe. E consigliato diluire i campioni con soluzé
fisiologica NaCl, esempio 1+1. Poi diluire normalnte 1+100 con tampone diluente IgMrisultato NTU
viene moltiplicato per due.

11. Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450/6@0 entro 30 min dopo I'aggiunta della soluziorapst

© ©® N
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8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA&Rer)a zerousando il substrato-bianco (blank)Al. Se, per motivi tecnici, non
€ possibile regolare il fotometro sottrarre I'asbanza del bianco-substratta tutti i valori delle altre assorbanze.

Misurare I'assorbanzadi tutti i pozzetti 8450 nme inserire tutti i valori misurati nel foglio divaro.

E raccomandato fare una misurazione delle densitiche a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 628 come lunghezza di
riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbanze.

9. RISULTATI

9.1. Validazione del test
Il test é valido se risponde ai prossimi criteri:

L] Substrato bianco in Al: Valore di assorbanza0.100

. Controllo negativo in B1: Valore di assorbanza0.200 e< cut-off
L] Controllo Cut-off in C1 e D1: Valore di assorban24d50 — 1.30

. Controllo positivo in E1: Valore di assorbanzeCut-Off

Se non vengono soddisfatti questi criteri, il test & valido e deve essere ripetuto.

9.2. Calcolo dei risultati

Il Cut-Off e’ la media dei valori di assorbanza dentrolli Cut-off.

Esempio: Valore di assorbanza del controllo Cdtoo#4 + valore di assorbanza del controllo Cut-0#2 = 0.86/2= 0.43
Cut-Off =0.43

9.3. Interpretazione dei risultati
| campioni song@ositivi, se I'assorbanza supera il Cut-Off almeno del 10 %

Campioni con assorbanze del 10 % al di sopra osattb del Cut-Off non sono identificabili comesitivi 0 negativi=> Dubbio
In questo caso é raccomandato di ripetere il tegb@® o 4 settimane con un campione fresco. Ssuitato é ancora incerto viene
consideratmegativa

| campioni sonmegativi, se 'assorbanza risulta inferiore del Cut-Off aira del 10 %.

9.3.1. Risultati in unita NovaTec [NTU]
Assorbanza media del campione x 10 = [unitd NovaTec = NTU]

Cut-Off

Esempio: _1.204 x 10= 28 NTU (NovaTec Units)
0.43

Cut-Off : 10 NTU

Dubbio: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Interdosaggio n Media (NTU) Cv (%)
Siero pos. 12 21.6 8.25
Intradosaqqio n Media (E) CV (%)
Siero pos. 24 1.16 4.01

10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita det tisfornire un risultato negativo in assenza diapi specifici: La specificita
diagnostica é pari a >95%.

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita det thdornire un risultato positivo in presenza dtiaorpi specifici: La sensibilita
diagnostica é pari a 83.3%.
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10.4. Possibili interferenze

Campioni emolitici, lipidici ed itterici contenerftho a 10 mg/mL di emoglobina, 5 mg/mL di triglicdi e 0,2 mg/mL di bilirubina
non hanno presentato fenomeni di interferenza reslgmte test.

Nota: | risultati si riferiscono al gruppo di caropi realizzati, questi non sono specifiche garantit

11. LIMITAZIONI

Una contaminazione da microorganismi o ripetuti diccongelamento-scongelamento possono altereaori delle assorbanze. La
diagnosi di una malattia infettiva non deve essata soltanto sulla risultanza di un unico tesimortante considerare anche
'anamnesi ed i sintomi del paziente. | risultadl test da pazienti immunosoppressi e neonati hannalore limitato.

12. PRECAUZIONI E AVVERTENZE

L] In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 deligettiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnosticidicein vitro € inteso da
parte del produttore ad assicurare la congruemzgyrdstazioni e la sicurezza del prodotto. Di cgueeza la procedura
analitica, le informazioni, le precauzioni e le aextenze contenute nelle istruzioni per l'uso devessere seguite
scrupolosamente. L'uso dei kit con analizzatori teeazature similari deve essere previamente catatal Qualunque
cambiamento nello scopo, nel progetto, nella comfmyee o struttura e nella procedura analiticaj cosne qualunque uso dei
kit in associazione ad altri prodotti non approwi produttore non € autorizzato; I'utilizzatotesso e responsabile di questi
eventuali cambiamenti. Il produttore non € respbifesgper falsi risultati e incidenti che possanseze causati da queste
ragioni. Il produttore non € responsabile per quglie risultato ottenuto attraverso esame visivea®mpioni dei pazienti.

= Solo per uso diagnostico in-vitro.

L] Tutti i componenti di origine umana sono stati &thwon reattivicon Anti-HIV-Ab, Anti-HCV-Ab e HBsAg Nonostante cio e
tutti i materiali devono comunque essere considpaienzialmente contagiosi e infettivi.

. Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

L] Non utilizzare reagenti di altri produttori insieroen i reagenti di questo kit.

= Non usare dopo la data di scadenza.

= Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

L] Non scambiare i tappi dei flaconi.

= Richiudere i flaconi immediatamente dopo I'uso @étare la vaporizzazione e contaminazione.

. Una volta aperti e dopo relativo stoccaggio vegifeci reagenti per una loro eventuale contaminazpima dell’'uso.

L] Per evitare contaminazioni crociate e risultatoeeamente alti pipettare i campioni e reagenti pwita precisionenei
pozzetti.

. Il NovaLisa™ ELISA é previsto soltanto per essenpiegato da parte di personale specializzato chesoe perfettamente le
tecniche di lavoro.

ATTENZIONE: Bronidox L, nella concentrazione usata, mosti@sgassenza di tossicita sulla pelle e sulle neicos

ATTENZIONE: L’acido solforico irrita occhi e pelle! Dopo ibatatto sciacquare immediatamente e abbondantemente
Contattare uedico.

12.1. Smaltimento

In genere tutte le sostanze chimiche vengono ceretiel rifiuti tossici. Lo smaltimento viene regolaa leggi nazionali. Per ulteriori
informazioni contattare I'autorita locale.

13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI

Numero del prodotto: CHLMO0510 Chlamydia pneumomnigd-ELISA (96 determinazioni)
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ESPANOL C€ 0483

1. INTRODUCCION

Las Chlamydias son bacterias inméviles, gram-negstide habitat intracelular. En comparaciéon caasobacterias son muy
pequefias (la unidad mas pequefia es de 0,2 pmgntiem ciclo de reproduccion especial y se mandiestn dos formas
morfolégicas diferentes, las particulas elementalelas particulas iniciales. Las infimas particudsmentales garantizan la
supervivencia fuera de una célula y representdorfaa contagiosa. La reproducciéon es posible saléeneuando las particulas
elementales estan fagocitadas de la célula huéipete comienzan a dividirse como particulas iresiaentro del fagosoma. La
célula huésped muere dos o tres dias despuésrdedeion y libera particulas elementales que devaunfectan a otras células. Se
distinguen tres especies patégenos para el hoihtamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae y Cistaanpsittaci.

La C. trachomatis es la causa mas frecuente densedades de transmision sexual en el mundo (4@D ailones casos). Pueden
resultar neumonias o conjuntivitis en neonatodgtransmision de la bacteria de la madre al niffate el nacimiento. Los casos
gue no reciben tratamiento pueden conducir a ulmngdis crénica con embarazos ectépicos o irlfdad. En el hombre la C.
trachomatis es la causa mas frecuente de la igfeceetral no gonorreica. A menudo el curso asiatara resulta un problema serio
ya que puede derivar en una enfermedad cronicenughos casos solo la secuela de la infeccion piamneardetectada.

Especies Via de transmisién Enfermedad Diagnostico
gotas de fluido Lymphogranuloma venereum, trachoma,
Chlamydia contaminado conjunctivitis en neonatos y adultos; cervicitis,
trachomatis salpingitis, uretritis, epididymitis, proctitis y
(relaciones sexuales) | neumonia en neonatos Serologia
Chlamydia Aerogeno, gotas de P05|bler_nente enqqcard|t|s, enfermedgd PCR
: 8 - coronaria, bronquitis, neumonia, sepsis,
pneumoniae fluido contaminado meninaitis
9 Microscopia

Inhalacion de fecales
de aves contaminados
contacto con visceras
infectadas de aves

Chlamydia psittaci ‘Bronquitis, neumonia, sepsis, meningitis

La bacteria puede ser detectada por:

= Microscopia: con coloracién de Giemsa

. PCR

. Serologia: Deteccion de antigénos a través de ELISA
Deteccion de anticuerpos a través de IF, EIA, ELISA

2. USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo de Nova Tec se utiliza padeterminacion cualitativa de anticuerpos IgM efjmes contra Chlamydia
pneumoniae en suero o plasma (citrato) humano.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacion inmunoenzimatica cualitativa déicaerpos especificos contra Chlamydia pneumonéadasa en la técnica
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Las gide micropocillos que se usan como fase solidén esicubiertas con

antigenos especificos de Chlamydia pneumoniaeahiisuerpos existentes en la muestra se unenaaitgenos inmovilizados de la
placa de microtitulacion. El conjugado de anticasrigM anti humano con peroxidasa de rabano, seamés complejos antigeno-
anticuerpo en muestras positivas. Estos complejosinologicos desarrollan una coloracion azul despleéincubarlos con sustrato
de tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente se afiatidcasulfirico para detener la reaccién, causamdoambio de coloracion de
azul a amarillo. La densidad 6ptica se mide cotector de ELISA a 450nm.

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

= Microtiras (IgM) recubiertas de antigeno de Chlamyda pneumoniae: 12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos con
antigenos de Chlamydia pneumoniae, en bolsa dératum

L] Diluyente de muestra IgM :1 botella de 100ml de solucion de tampon pararddumuestra; contiene IgG anti-humana; pH
7.2 £0.2; color verde; listo para el uso; tapéanbb.

L] Solucién de parada:1 botella de 15ml de acido sulfarico, 0.2molAtdi para el uso; tapa roja.

L] Solucion de lavado (20x conc.)*1 botella de 50ml de una solucién de tampén 2@re@otrado para lavar los pocillos; pH 7.2
+ 0.2; tapa blanca.

. Conjugado IgM anti-humano (Chlamydia pneumoniae)**: 1 botella de 20ml de conjugado de anticuerpos dghkithumano
con peroxidasa; color rojo; tapa negra; listo fEhuaso.
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L] Solucién de sustrato de TMB:1 botella de 15ml 3,3',5,5'-tetrametilbenzindif&B); listo para el uso; tapa amarilla.
. Control positivo de IgM (Chlamydia pneumoniae)***: 1 botella de 2ml; color amarillo; tapa roja; ligtara el uso.
= Control cut-off de IgM (Chlamydia pneumoniae)***: 1 botella de 3ml; color amarillo; tapa verde;diptra el uso.
= Control negativo de IgM (Chlamydia pneumoniae)***: 1 botella de 2ml; color amarillo; tapa azul; ligtara el uso.

* contiene 0.1% de Bronidox L después itlérd
* contiene 0.2% Bronidox L
***  contiene 0.1% Caton

4.2. Accesorios suministrados

1 lamina autoadhesiva
1 soporte

1 hoja de instrucciones
1 hoja de resultados

B
w

. Materiales e instrumentos necesarios

Fotémetro con filtros de 450/620 nm

Incubadora/camara humeda con termostato

Dispositivo de lavado manual o automéatico

Micropipetas con jeringuillas desechables (10, 200, 1000 pl)
Mezcladora Vortex

Tubos de plastico desechables

Gradilla para los tubos

Agua destilada

Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8°C.9do los reactivos después de la fecha de caduridazhda en la etiqueta de las
botellas y en el exterior.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Todos los reactivos, las muestras y los contraseh que estar a la temperatura ambiente (20.C25thtes de ser
utilizados!

6.1. Tiras reactivas

Las tiras separables recubiertas con antigeno dem@tia pneumoniae. Los pocillos listos para séizatios tienen que estar
almacenados de 2...8°Mantener los pocillos no utilizados en la bolsaatieminio junto con el desecante y conservar d8°Z..El
producto se conserva hasta la fecha de caduciddidada.

6.2. Conjugado de IgM anti-humano (Chlamydia pneumniae)

La botella contiene 20ml de una solucion de IgMi-Antmano conjugada con peroxidasa de rabano, tamgsiabilizadores,
conservante y un colorante rojo inerte. La solu@sta lista para ser utilizada y tiene que estaae¢nada de 2...8°Oespués de la
primera abertura, el producto se conserva hasttetna de caducidad si esta almacenado de 2...8°C.

6.3. Controles

Las botellas de los controles contienen de solud&control listas para ser utilizadas. Las sohesdienen que estar almacenadas de
2...8°C y contienen 0.1% de Catdvespués de la primera abertura, el producto se enmshasta la fecha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.

6.4. Diluyente de muestra IgM

La botella contiene 100ml de tamp6n de fosfat@bitstadores, conservantes y un colorante verdeeinee utiliza para la diluciéon
de la muestra del paciente. La solucion contietiewsrpos del tipo IgG anti-humanos para elimiteinhibicion competitiva de los
anticuerpos de la clase IgG especificos y pareareti factor reumatoide. Esta solucion lista pegautilizada ha de almacenarse
entre 2...8°C. La solucién se usa para diluir lagstrasDespués de la primera abertura, el producto se enrsshasta la fecha de
caducidad si esta almacenado entre 2...8°C.

6.5. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tamp6n concentrad@rdehtes y conservantes. El contenido se diluyeueolitro de agua destilada
(1+19). La solucion diluida es estable 5 dias gteaiura ambienté.a cristalizacion en el concentrado desapareceadmtarla a
37°C y mezclarla bien antes de usarla. Después geiinera abertura, el producto se conserva haatéetha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.
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6.6. Soluciéon de TMB

La botella contiene 15ml de una mezcla de tetrdipesizidina con peroxido de hidrégeno. La soluciétalpara ser utilizada se tiene
que almacenar entre 2...8°C protegida de la liaz.solucién es levemente azulada. En caso de camaaidn cambia a una
coloracion azul mas intensa no pudiendo ser atilizen el ensayo.

6.7. Solucién de parada

La botella contiene 15ml de 0.2 M de acido sulfili®36/38, S26). La solucién lista para ser utilzae tiene que almacenar entre
2...8°C.Después de la primera abertura, el producto se enrsshasta la fecha de caducidad si esta almacedad?..8°C.

7. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Usar muestras de suero o plasma (citrato) humareb.eBsayo se realiza dentro de 5 dias despuléstdma de sangre, las muestras
pueden ser almacenadas de 2...8°C, en caso cortiegrique congelarlas (-20°C). Agitar bien las rfrassdescongeladas antes de
diluirlas. Evitar congelaciones y descongelaciaeestidas.

No se recomienda la inactivacion por calor de lasstras.

7.1. Dilucién de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que estadasl en relacion 1+100 con el tampdn de dilucidrapga muestra de IgM, p.e.
10ul de la muestra con 1ml de tampén, mezclar cwerla mezcladora Vortex.

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Preparacién del ensayo

Por favor, leer cuidadosamente las instruccionesrdaycantesde realizarlo. Para el buen funcionamiento dédaita es necesario
seguir las instrucciones. El siguiente procedinui&st valido para el método manual. Para excluate$ede lavado en caso de utilizar
los automaticos ELISA elevas el nimero de lavad8 de5veces y el volumen de solucion de lavadoOflel 3 a 350 pl. Antes de
comenzar, especificar exactamente la reparticiposycion de las muestras y de los controles emjka die resultados suministrada.
Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillod soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (z.B. A1) para el blanco

1 pocillo (z.B. B1) para el control negativo,
2 pocilllos (z.B. C1+D1) para el control cut-off y
1 pocillo (z.B. D1) para el control positivo

Para mayor seguridad es necesario hacer doble endaycontroles y muestras del paciente.

Realizar el ensayo en el orden indicado y sin setra

Para cada paso de pipeteado en los controlesag enuestras, usar siempre puntas de pipeta déaunsso
Graduar la incubadora a 371°C

1. Pipetear 100 pl de controles y muestras endosigs respectivos. Dejar el pocillo Al para etto.
2. Recubrir las tiras con los autoadhesivos suiniaies.

3. Incubarl h +5 mina 37°C.
4

Después de la incubacion, retirar el autoadbeaspirar el liquido de la tira y lavarla tresesezon 300ul de la solucion
de lavado. Evita el rebosamiento de los pocillésienpo entre cada lavado y cada aspiracién tigmeser por lo menos
de 5 segundos. Para sacar el liquido restantesdieds, es conveniente sacudirlas sobre papettzdrge.

Nota: El lavado es muy importante! Un mal lavado provana mala precision y resultados erréneamente atsdes!
5. Pipetar 100ul de conjugado anti-lgM (Chlamydigymoniae) en cada pocillo con excepcion del blaBobrir con una
lamina adhesiva.
Incubar 30 min a la temperatura ambiente (20...25°C)Evitar la luz solar directa.
Repetir el lavado como en el paso numero 4.
Pipetear 100ul de sustrato de TMB en todos lodlpsci
Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperata ambiente (20...25 C).

10. Pipetear en todos los pocillos 100ul de lacséiude parada en el mismo orden y mismo intergtaltiempo como con el
sustrato de TMBToda coloracién azul formada durante la incubacsénconvierte en amarilla.

Nota: Muestras que son altamente positivas pueden causaipitados negros del cromégeno! Estos precijuta
influyen en los valores de las mediciones. Se reguta diluir las muestras del paciente con solucéiina
1+1. Después, preparar la muestra diluida con ehgen de dilucion para la prueba de IgM 1+100. Etees
caso, el resultado se multiplica por 2.

11. Medir la extincion de la solucion en cada poabn 450/620nm en un periodo de 30 min despuésideir la solucion de
parada.

©®~N o
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8.2. Medicién
Efectuar con ayuda del blanco en el podibla calibracién al cerodel fotdmetro (lector de ELISA).

Para obtener resultados correctos, si la calibmactes posible por causas técnicas, hay que susiraalor de la extincion de la
posicién Al del resto de los valores de extincion!
Medir laextincion de todos los pocillos catbOnmy anotar los resultados de los controles y denlasstras en la hoja de resultados.

Es aconsejable la medicidiicromaticaa una longitud de onda de referencia de 620nm.

Si se efectuaron andlisis en duplicado o mdltipkes; que calculael promedio de los valores de extinciérde los pocillos
correspondientes.

9. CALCULO DE LOS RESULTADOS

9.1. Criterios de validez del ensayo
El ensayo es valido si se cumplen los siguieniéicrs:

L] Blanco en Al extinciérc 0.100

= Control negativo en Bl extinciérk 0.200 y < cut-off
. Control cut-off enClyD1 extincié®,150 — 1,30

L] Control positivo en E1 extinciorrcut-off

Si estos criterios no se cumplen, la prueba n@ewy debera repetirse.

9.2. Calculo del valor de la medicién
El cut-off se obtiene de los volores de la extincion de tesabntroles Cut-off.

Ejemplo: 0,42 OD Cut-off Control + 0,44 OD Cut-&fbntrol = 0,86:2 = 0.43
Cut-off=0.43

9.3. Interpretacion de los resultados
Las muestras se consideran positivas cuando eldalia extincion es como minimo mayor al 10% a@débrdelcut-off

Las muestras con valores de extincitit0% del cut-off no pueden ser consideradas claramente positivesgativas=> Zona
intermedia

Se recomienda entonces repetir el ensayo con nnewvestras del paciente de 2 a 4 semanas mas $arde.nuevo se encuentran
resultados en la zona intermedia, la muestra tjeereestar valorada comegativa

Las muestras se considersgativassi el valor de la extincion esta por lo menos 0% or debajo dejut-off.

9.3.1. Resultados en unidades Nova Tec [NTU]
Promedio de la extincién de la muestra x 10= [NovaTec-unidades = NTU]

Cut-Off

Ejemplo: _1.204 x 10 = 28 NTU (NovaTec Units)
0.43

Cut-Off: 10 NTU

Zona intermedia: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precisién

Inter ensayo n Promedio (NTU) CV (%)
Suero pos. 12 21.6 8.25
Intra ensayo n Promedio (E) CV (%)
Suero pos. 24 1.16 4.01

10.2. Especificad del ensayo

La especificidad del ensayo se define como la fiitidad que tiene el ensayo de dar un resultadathegen ausencia de la
sustancia a analizar especificamente (>95%).

10.3. Sensibilidad del ensayo

La sensibilidad del ensayo se define como la priidatl que tiene el ensayo de dar un resultaddiposin presencia del analitico
especifico (83.3%).

25



10.4. Interferencias

Las muestras lipémicas e ictéricas no mostrararférencias con este equipo ELISA hasta una coreedn de 5 mg/ml para
triglicéridos y de 0,2 mg/ml para bilirrubina.

Los resultados estan basados en pruebas de engagoales: No se trata de especificaciones garadéisa

11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

La contaminacién bacteriana o repetidos ciclos degelacién-descongelacion del espécimen puedertaaférs valores de
absorbancia. El diagnoéstico de una enfermedaddiufea no deberia basarse en un soélo resultadoiddndstico preciso deberia
considerar historial clinico, sintomatologia y daserolégicos. En pacientes inmunodeprimidos yesmatos los datos serolégicos
solo tienen valor limitado.

El antigeno de Chlamydia pneumoniae que revistpldaa estd compuesto de cuerpos elementales. dwaide crizada con
Chlamydia trachomatis no puede excluirse con sugresontengan anticuerpos contra LPS y MOMP.

12. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

L] En cumplimiento con el articulo 1 péarrafo 2b dedleectiva europea 98/79/EC, la utilizacién de siste médicos para
diagndstico in vitro tiene la intencion por parts fhbricante de asegurar la adecuacion, realizasig seguridad del producto.
Por lo tanto, el procedimiento, la informacién, fascauciones y los avisos de las instruccionessdehan de ser seguidas
estrictamente. La utilizacion de equipos con aadlizes y equipamiento similar tiene que ser vadidddb se autorizan
cambios en el disefio, composicién y procedimieasd,como cualquier utilizacion en combinacion ctmeproductos no
aprobados por el fabricante; el usuario debe bacgsponsable de estos cambios. El fabricantespomdera ante falsos
resultados e incidentes debidos a estas razonéabridante no respondera ante cualquier resupad@nalisis visual de las
muestras de los pacientes.

= Solo para diagnostico in vitro.

. Todos los componentes de origen humano han siduieados y resultaron no reactivos a anticuerposraah VIH, VHC y
HbsAG. No obstante, todos los materiales se deben @asiy tratar como potencialmente infecciosos.

= No intercambiar reactivos y placas de microtitidacdrgas diferentes.

L] No usar reactivos de otro fabricante para esteyensa

. No usar después de la fecha de caducidad.

. Sélo usar recambios de pipetas, dispensadoreseyiales de laboratorio limpios.

L] No intercambiar las tapas de los diferentes reagtiv

. Para evitar la evaporacion y una contaminaciénahiana, cierre inmediatamente las botellas despeiésarlas.

. Después de abrirlas y posterior almacenaje, assgula que no existe contaminacién microbiana ageeguir usandolas.

L] Pipetear_cuidadosamentas muestras y el conjugado en los pocillos paitarecontaminaciones cruzadas y resultados
errbneamente aumentados.

= El NovaLisa™ ELISA estd pensado exclusivamente garaiso por personal especializado que domine gienfiente las
técnicas de trabajo.

ADVERTENCIA: Bronidox L, en la concentracién utilizada, casnmeestra riesgos toxicos en la piel y en las mucosa

ADVERTENCIA: El &cido sulftrico irrita los ojos y la piel! Eaaso de contacto con los ojos lavar abundantententagua y
consultar a un médico.

12.1. Indicaciones para la eliminacion de residuos

Por regla general, los productos quimicos y lapgraeiones son residuos peligrosos. Su eliminagstm sometida a las leyes y los
decretos nacionales sobre la eliminacion de residias autoridades informan sobre la eliminaciérediluos peligroso.

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS

N° del producto: CHLMO0510 Chlamydia pneumoniae IBMSA (96 determinaciones)
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PORTUGUES C€ 0483

1. INTRODUCAO

As Chlamydiae s@o bactérias sem motilidade, Gragativ® e de crescimento intracelular obrigatériee dormam inclusdes
caracteristicas no citoplasma das células parasit#fio faciimente visiveis ao microscopio 6pt#@o conhecidas trés espécies
diferentes de Chlamydia patogénicas para os hum&ismydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae e@itlia psittaci, e uma
espécie apenas patogénica para os animais (C.upgcoA Chlamydia trachomatis é o agente mais peeval das doencas
sexualmente transmissiveis em todo o mundo (400¥6B@es de casos) e o nimero de infeccdes esEseet constantemente. As
mulheres gravidas infectadas com C. trachomatisempotransmitir estas bactérias durante o parto,acales conjuntivite ou
pneumonia nos recém-nascidos. Casos néo tratadnfededo clamidial podem levar a salpingite craniesultando possivelmente
em gravidez ectdpica ou infertilidade. Nos indidslulo sexo masculino, a C. trachomatis é uma daspais causas de uretrite ndo
gonocécica. Um problema grave das infecgdes paariydia é o curso insidioso frequentemente assirttoongue pode resultar no
inicio de doengas cronicas. Em muitos casos, asgfiés priméarias ndo sédo reconhecidas e apeneguetas causadas pela ascensao
de agentes persistentes sdo diagnosticados.

Espécies Mecanismo de infec¢ao Doenca Diagnésticos
C. trachomatis Transmissao directa ou sexual: Linfogranuloma venéreo (LGV)
O local inicial de infeccdo geralmente Tracoma
é a membrana mucosa do olho ou of Conjuntivite de inclusdo de recém-nascidps
trato urogenital e adultos; cervicite, salpingite, uretrite, Serologia
epididimite, proctite e pneumonia de recém-
nascidos PCR
C. pneumoniae Infiltracdo da membrana mucosa do| Doencas respiratérias
trato respiratorio discutidas: endocardite, doengas cardiacasMicroscopia
coronarias
C. psittaci Inalagdo de fezes de aves infectadas;Ornitose (Psitacose)
contacto com visceras de aves
infectadas

A infeccdo pode ser identificada por

= Microscopia: coloragéo de Giemsa

. PCR

L] Serologia: Detecgao de antigénios por ELISA
Deteccéo de anticorpos por IF, EIA, ELISA

2. UTILIZACAO PRETENDIDA

O NovaTec Chlamydia pneumoniae IgM-ELISA destinasketerminacao qualitativa de anticorpos da clegdecontra Chlamydia
pneumoniae no soro ou plasma (citrato) humanos.

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

A determinag&o imunoenzimatica qualitativa de anpios da classe IgM contra Chlamydia pneumoniaeid®a® na técnica ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay).

Os pocos das tiras de microtitulagdo estéo rewssstidm antigénios de Chlamydia pneumoniae pardégaeeiin aos anticorpos
correspondentes da amostra. Apés a lavagem dos jpaca retirar todo o material da amostra néo ¢igédadicionado conjugado
anti-lgM humana marcado com peroxidase de rabamPjHEste conjugado liga-se aos anticorpos espesiftara Chlamydia
pneumoniae capturados. O complexo imune formadwp qmeijugado ligado é visualizado adicionando sabstfetrametilbenzidina
(TMB) que da um produto de reacgdo azul. A inteadddeste produto é proporcional a quantidade tifmgos IgM especificos
para Chlamydia pneumoniae na amostra. E adiciohaito sulfarico para parar a reacgéo. Isso prodoa cor amarela final. A
absorvancia é lida a 450 nm utilizando um leitonderoplacas ELISA.

4. MATERIAIS

4.1. Reagentes fornecidos

= Pogos revestidos Chlamydia pneumoniae (IgM}t2 tiras de 8 pogos, destacaveis e quebraveistid@as com antigénio de
Chlamydia pneumoniae, em bolsas de folha de alonsom fecho.

L] Diluente de Amostra IgM***: 1 frasco contendo 100 ml de tampé&o para déoigla amostra, pH 7.2 + 0.2; de cor verde;
pronto a usar; tampa branca.

L] Solugéo de Paragemi frasco contendo 15 ml. Acido sulfarico 0.2 mphbnto a usar; tampa vermelha.
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. Solugdo de Lavagem (conc. 20x)*% frasco contendo 50 ml de um tamp&o concentr@de2es (pH 7.2 £ 0.2) para a
lavagem dos pocos; tampa branca.

L] Conjugado anti-lgM Chlamydia pneumoniae **: 1 frasco contendo 20 ml de anticorpo de coelha fgvl humana
marcados com peroxidase; de cor vermelha, pronsaig tampa preta.

L] Solugéo Substrato TMB:1 frasco contendo 15 ml de 3,3',5,5'-tetrametilmina (TMB), pronta a usar; tampa amarela.
L] Controlo Positivo Chlamydia pneumoniae IgM ***: 1 frasco contendo 2 ml; de cor amarela; prontsea; uampa vermelha.
L] Controlo Cut-off Chlamydia pneumoniae IgM ***: 1 frasco contendo 3 ml; de cor amarela; prontsea; dampa verde.
= Controlo Negativo Chlamydia pneumoniae IgM ***: 1 frasco contendo 2 ml; de cor amarela; prontsea; uampa azul.

* contém 0.1 % de Bronidox L apés diluicdo
ki contém 0.2 % de Bronidox L
xxx contém 0.1 % de Kathon

4.2. Materiais fornecidos

1 Suporte de tiras

1 Pelicula de cobertura

1 Protocolo do teste

1 Plano de distribui¢&o e identificagao

B
w

. Materiais e Equipamento necessarios

Leitor de microplacas ELISA, equipado para a meddgiabsorvancia a 450/620 nm
Incubador 37°C

Equipamento manual ou automatico para a lavagerpaipss

Pipetas para dispensar volumes entre 10 e 1000 pl

Agitador de tubos tipo Vortex

Agua desionizada ou (recentemente) destilada

Tubos descartaveis

Cronémetro

5. ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO

Os reagentes sao estaveis até a data de validpoessa no rétulo, quando armazenados a 2...8 °C.

6. PREPARACAO DOS REAGENTES

E muito importante deixar todos os reagentes, amest controlos estabilizar & temperatura ambig@:..25°C)
antes de iniciar o teste!

6.1. Tiras revestidas destacaveis e quebraveis

As tiras revestidas destacaveis e quebraveis raniaar estéo revestidas com antigénio Chlamydiarponiae. Armazenar a
2...8°C.Imediatamente ap6s a remogao de tiras, as tiramngss devem ser fechadas na bolsa de folha ddr@Eilujuntamente com
o dessecante fornecido e armazenadas a 2...8 t&hikdade até a data de validade.

6.2. Conjugado anti-IgM Chlamydia pneumoniae

O frasco contém 20 ml de uma solugdo com anti-lgiviina com peroxidase de rabano, tampéo, estabélizaronservantes e um
corante vermelho inerte. A solugéo esta prontaaa ésmazenar a 2...8°@pos a primeira abertura é estavel até a data delade
guando armazenado a 2...8°C.

6.3. Controlos
Os frascos rotulados com Controlo Positivo, Cutedffegativo contém uma solugéo de controlo prontsaa. Esta contém 0.1 % de
Kathon e tem que ser armazenada a 2..8f0s a primeira abertura é estavel até a data delade quando armazenado a 2...8°C.

6.4. Diluente de Amostra IgM
O frasco contém 100 ml de tampéo fosfato, antitg@ana, estabilizantes, conservantes e um corarde inerte. E usado para a

anticorpo da classe IgG especifico para removerctoif reumatdide. Esta solugdo pronta a usar tesedarmazenada a 2...8°C.
Apos a primeira abertura é estavel até a data delade quando armazenado a 2...8°C.
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6.5. Solucéo de lavagem (conc. 20x)

O frasco contém 50 ml de um tampé&o concentraderghites e conservantes. Diluir a solugdo de lavabel9; e.g. 10 ml de
solucéo de lavagem + 190 ml de 4gua bidestiladmtee estéril. O tampéo diluido é estavel duramtias a temperatura ambiente.
Os cristais na solucdo desaparecem aquecendo at€ &m banho-mariaApds a primeira abertura o concentrado é estavélat
data de validade.

6.6. Solucdo Substrato TMB

O frasco contém 15 ml de um sistema de tetramatildma/perdxido de hidrogénio. O reagente estatpra usar e tem de ser
armazenado a 2...8°C, ao abrigo da Aisolucdo deve ser incolor ou pode ter um tomrdgeente azulado. Se o substrato ficar
azul, pode ter ficado contaminado e deve ser ggeit Apos a primeira abertura é estavel até a ditaalidade quando armazenado
a2..8°C.

6.7. Solucdo de Paragem

O frasco contém 15 ml de solucéo de &cido sulfi@i2zav (R 36/38, S 26). Esta solugéo pronta a iesarde ser armazenada a
2...8°C.Apés a primeira abertura é estavel até a data delade quando armazenado a 2...8°C.

7. COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Usar com este ensaio amostras de soro ou plastretdcihumanos. Se o ensaio for realizado dentré dé&as ap6s colheita da
amostra, o espécime deve ser mantido a 2...8°C;czedario devem ser alicotadas e armazenadas eatage{(-70 a -20°C). Se as
amostras forem armazenadas congeladas, misturabeamostras descongeladas antes de té&stiar congelar e descongelar
repetidamente.

N&o é recomendada a inactivacéo por calor das eamost

7.1. Diluicdo das amostras

Antes de testar todas as amostras devem ser diltiel00 com Diluente de Amostra IgM. Dispensar ldeiamostra e 1 ml de
Diluente de Amostra IgM em tubos para obter umaigib 1+100 e misturar meticulosamente com um xorte

8. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

8.1. Preparacéo do Teste

Por favor, ler atentamente o protocolo de tesitesde realizar o ensaio. A fiabilidade dos resultadiegende da adeséo estrita ao
protocolo do teste, conforme descrito. O procedimde ensaio a seguir esta validado apenas pamcedimento manual. Se o teste
for realizado em sistemas automaticos para en&aitA é recomendavel aumentar os passos de lavdgetrés para cinco e o
volume da solucéo de lavagem de g0para 35@I para evitar efeitos de lavagem. Antes de inigiansaio, o plano de distribuicéo e
identificagcdo de todas as amostras e controlos devecuidadosamente estabelecido na folha de adesltfornecida no kit.
Seleccionar o nimero necessario de tiras ou pogEeEr 0S mesmos no suporte.

Por favor, alocar pelo menos:

lpoco (e.g. Al) para o branco substrato,
1poco (e.g. Bl1) para o controlo negativo,
2 pogos (e.g. C1+D1) para o controlo cut-off e
lpoco (e.g. El1) para o controlo positivo.

Cabe ao utilizador decidir pela determinagdo dostomlos e amostras em duplicado, se necessario.
Realizar todas as etapas do ensaio na ordem iadécaem atrasos significativos entre as etapas.
Deve ser utilizada uma ponta limpa e descartavel giapensar cada controlo e amostra.

Ajustar a incubadora para 37 £ 1°C.

1. Dispensar 100ul dos controlos e das amostras dfufs pogos respectivos. Deixar o pogo Al vazia pabranco
substrato.

2. Cobrir os pogos com a pelicula fornecida no kit.
Incubar durante 1 hora + 5 min a 37+1°C.

4. Quando terminar a incubacéo, remover a pelicuparaaso contetido dos pogos e lavar cada poco é&sswcom 300l de
solucédo de lavagem. Evitar que os pogos de reacgdsbordem. O tempo de actuacdo da solugdo edee aiclo de
lavagem deve ser >5 seg. No final, retirar cuidad@nte o fluido restante batendo as tiras sobrel paygorvente, antes
da préxima etapa!

Nota: A lavagem é critica! Lavagem insuficienteutesem baixa preciséo e valores de absorvancisafaente elevados.

5. Dispensar 100ul de Conjugado anti-lgM Chlamydiaupmeniae em todos os pogos, excepto no pogo dodfarg: Al).
Cobrir com a pelicula.
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Incubar durante 30 min a temperatura ambiente N&o expor a luz solar directa.
Repetir a etapa 4.

Dispensar 100u! de Solugdo Substrato TMB em tod@Qos

Incubar durante exactamente 15 min a temperatura atiente e no escuro.

10. Dispensar 100ul de Solucdo de Paragem em todosqus,ppela mesma ordem e com a mesma velocidade #oig
dispensada a Solucdo Substrato TMB.
A cor azul desenvolvida durante o periodo de ia¢éb passa a amarelo.

Nota: Amostras de pacientes altamente positivadepo causar precipitados escuros do cromogéneo! sEste
precipitados podem influenciar a leitura da densidaptica. E recomendada a pré-diluicdo da amostim
solucéo fisiolégica de cloreto de sédio, por exeamfi-1. De seguida, diluir a amostra 1+100 com t@mpmle
diluicdo e multiplicar os resultados em UNT por 2.

11. Medir a absorvancia do espécime a 450/620 nm ddetBD min apds a adicdo da solugdo de Paragem.

8.2. Medicdo
Ajustar o Leitor de Microplacas ELIS&zerousando dranco substrato no pogo Al

Se - devido a razdes técnicas — o leitor ELISAméder ser ajustado a zero usando o branco substratpogo A1, subtrair o valor
da absorvancia do pogo Al a todos os outros valdeeabsorvancia medidos de forma a obter resultdidosis!

Medir a absorvancia de todos os pogos450 nme registar os valores da absorvancia para cadeottbe amostra de doente no
plano de distribuicéo e identificacao.

E recomendada a leitura com dois comprimentos dia eisando 620 nm como comprimento de onda de neiaré
Onde aplicavel, calcular eslores médios da absorvancide todos os duplicados.

9. RESULTADOS

© o0 N

9.1. Critérios de validac&o do ensaio
Para que um ensaio seja considerado valido, desenumpridos os seguintes critérios:

L] Branco substrato em Al: Valor de Absorvancia0.100.

. Controlo negativo em B1: Valor de Absorvanct0.200 and < cut-off
. Controlo Cut-off em Cl e D1: Valor de Absorvandal50 — 1.30.

. Controlo Positivo em E1: Valor de Absorvanciaecut-off.

Se estes critérios ndo forem cumpridos, o testénétido e deve ser repetido.

9.2. Calculo dos Resultados
O cut-off é o valor médio da absorvancia das detergdes do controlo Cut-off.
Exemplo: Valor da absorvancia do controlo Cut-o#40+ Valor da absorvancia do controlo Cut-off 042.86 /2 = 0.43
Cut-off = 0.43

9.3. Interpretacdo dos Resultados
As amostras sdo consideradB3SITIVAS se o valor da absorvancia for mais de 10% supadaut-off.

Amostras com um valor de absorvancia 10% acimabaixa do cut-off ndo devem ser consideradas coararmiente positivas ou
negativas.

- zona cinzenta

E recomendéavel repetir o teste 2 - 4 semanas mals tom uma nova amostra. Se os resultados dodegeste se situarem
novamente na zona cinzenta a amostra tem de ssdetadaNEGATIVA .

As amostras sédo consideratdiSGATIVAS se o valor da absorvancia for mais de 10% infex@ocut-off.
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9.3.1. Resultados em Unidades NovaTec
Valor da absorvancia (média) do doente x 10= [Unidades NovaTec = UNT]

Cut-off
Exemplo: _1.204 x 10 = 28 UNT (Unidades NovaTec)
0.43
Cut-off: 10 UNT
Zona cinzenta: 9-11 UNT
Negativo: <9 UNT
Positivo: >11 UNT

10. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

10.1. Precisdo

Inter-ensaio n Média (UNT) Cv (%)
Soro Pos. 12 21.6 8.25
Intra-ensaio n Média (E) Cv (%)
Soro Pos. 24 1.16 4.01

10.2. Especificidade Diagnostica

A especificidade diagnostica é definida como a ghilade do ensaio ser negativo na auséncia didcaespecifico.
E > 95 %.

10.3. Sensibilidade Diagnostica

A sensibilidade diagndstica é definida como a podisizde do ensaio ser positivo na presenca dataresipecifico.
E de 83.3 %.

10.4. Interferéncias

N&o sdo observadas interferéncias com soros hemofislipémicos ou ictéricos até uma concentragdwedhoglobina de 10 mg/ml,
de triglicerideos de 5 mg/ml e de bilirrubina d2 fig/ml.

Nota: Os resultados referem-se aos grupos de amostestigados; estas ndo sdo especificacdes garantidas.

11. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Contaminagao bacteriana ou a repeti¢éo de ciclosnigelagdo-descongelacdo do espécime podem afsctalores da absorvancia.
O diagnostico de uma doenca infecciosa ndo devessabelecido com base num Unico resultado do tdstediagndstico preciso
deve ter em consideragéo a historia clinica, asiatologia bem como dados serologicos. Em doentesdssuprimidos e recém-
nascidos os dados serolégicos tém apenas valdtaest

O antigénio de Chlamydia pneumoniae que revestespdgs placas contém corpos elementares. Ndo podgduida uma reaccéo
cruzada com Chlamydia trachomatis com soros contanticorpos para LPS e MOMP.

12. PRECAUCOES E AVISOS

. Em cumprimento com o artigo 1 paragrafo 2b da tire&uropeia 98/79/EC o uso de dispositivos médjgara diagndstico in
vitro destina-se segundo o fabricante a assegutaguabilidade, desempenhos e seguranca do proBomanto o
procedimento do teste, a informacgéo, as precaug@esos nas instrugdes para utilizagéo tém degeseosamente seguidas. O
uso de kits de teste com analisadores e equiparsinilar tem de ser validado. Qualquer altera¢céddesenho, composi¢éo e
procedimento do teste bem como qualquer utilizagAaombinagcdo com outros produtos ndo aprovadosfaieticante nao
estdo autorizados; o proprio utilizador é respoeispor tais alteracdes. O fabricante ndo é legatnessponsavel por
resultados falsos e incidentes originados por estegivos. O fabricante ndo é legalmente respongfretjuaisquer resultados
obtidos por andlise visual das amostras dos daentes

L] Apenas para uso no diagndstico in-vitro.

. Todos os componentes de origem humana usados pavdlg;éo destes reagentes foram testados patarang anti-HIV,

anticorpos anti-HCV e HBsAg e foram consideradasme@ctivos No entanto, todos os materiais devem ainda ser

considerados e manuseados como potencialmenteioges.

Na&o trocar e juntar reagentes ou tiras de lotggatucéo diferentes.

Nenhuns reagentes de outros fabricantes devensa@os juntamente com reagentes deste kit de teste.

N&o usar reagentes apoés a data de validade indicaadulo.

Usar apenas pontas de pipeta, dispensadores eandg¢daboratdrio limpos.
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L] N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes\pacontaminagéo cruzada.

L] Fechar firmemente os frascos dos reagentes imetiata apos a utilizagdo para evitar evaporagdataminagdo microbiana.

= Apos a primeira abertura e armazenamento subsequerificar se existe contaminagéo microbiana dascbs do conjugado e
dos controlos antes de utilizar novamente.

L] Para evitar contaminagao-cruzada e resultadosifefs® elevados, pipetar as amostras dos doenigsemshar o conjugado
sem salpicar precisamente fundo dos pocos.

L] O Novalisa™ ELISA foi desenhado apenas para pesgs@dificado e que esteja familiarizado com boasigas laboratoriais.

AVISO: Na concentragéo utilizada o Bronidox L tgmase nenhum risco toxicolégico quando em contamioa pele e
membranas mucosas!

AVISO: O &cido sulfdrico irrita os olhos e a peléanter fora do alcance das criangas. Ap6s contamtoos olhos,
lavar cuidadosamente com agua e consultar um niédico

12.1. Consideracdes de Eliminacdo

Residuos de quimicos e preparacdes sdo geralnmrgiglerados como residuos perigosos. A eliminagétedipo de residuos esta
regulada por leis e normativas nacionais e regsor@ontactar as autoridades locais ou empresagsigogde residuos as quais
podem aconselhar sobre como eliminar residuosqgsersg

13. INFORMAGAO DE PEDIDO

Prod. No.: CHLMO0510 Chlamydia pneumoniae IEMSA (96 Determinagdes)
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Symbols Key/ Symbolschliissel/ Explication des symbol

es / Legenda / Simbolos / Legenda dos Simbolos

Manufactured by / Hergestellt von/ Fabriqué par/ Prodotto da/ Fabricado por / Fabricado por

IVD

In Vitro Diagnostic Medical Device/ In Vitro Diagnosticum/ Dispositif médical de diagnostic in vitro/
Diganostico in vitro/ Producto para diagnéstico In vitro / Dispositivo Médico para Diagndstico In Vitro

LOT

Lot Number/ Chargenbezeichnung/ Numéro de lot/ Lotto/ Nimero de lote / Nimero de lote

&

Expiration Date/ Verfallsdatum/ Date de péremption/ Scadenza/ Fecha de caducidad / Data de Validade

e

Storage Temperature/ Lagertemperatur/ Température de conservation/ Temperatura di conservazione /
Temperatura de almacenamiento / Temperatura de Armazenamento

q3

CE Mark/ CE-Zeichen/ Marquage CE / Marchio CE/ MarcaCE / Marca CE

Catalogue Number/ Katalog Nummer/ Référence du catalogue/ Numero di codice/ Nimero de Catéalogo /

[REF] Nimero de Catalogo

[:E] Consult Instructions for Use/ Gebrauchsanweisung beachten/ Consulter la notice d'utilisation/ Consultare le
istruzioni/ Consulte las Instrucciones de Uso / Consultar as Instrugdes de Utilizagdo

MTP Microplate/ Mikrotiterplatte/ Microplaque/ Micropiastra/ Microplaca. / Microplaca

CONJ

Conjugate/ Konjugat/ Conjugué/ Coniugato/ Conjugado / Conjugado

ONTRO

Control serum, negative/ Kontrollserum, negative/ Sérum de contr6le négatif/ siero di controllo, negativo

/Suero control negativo/ Soro de controle negativo / Soro de controlo negativo

Contro]~

Control serum, positive/ Kontrollserum, positiv/ Sérum de contréle positif/ siero di controllo, positivo/ Suero

de control positivo / Soro de controlo positivo

CUT OFF Cut off control serum/ Cut off Kontrollserum/ Sérum de contrdle du cut-off/ siero di controllo, cut-off/ Suero
control Cut-off / Soro de controlo Cut-off
bIL M Sample diluent buffer IgM/ IgM-Probenverdiinnungspuffer/ Tampon diluant pour échantillon IgM/ soluzione
tampone per i campioni IgM/ solucién tampén para muestras IgM / Tamp&o diluente para amostras IgM
SOLN STOP Stop solution/ Stopplésung/ Solution d'arrét/Soluzione bloccante / Solu¢é@o de paragem
SUB TMB TMB Substrate solution/ TMB-Substratlésung/ Substrat TMB/ soluzione substrato TMB/ solcion substrato

TMB / Solugéo substrato TMB

WASHBUF 20x

Washing solution 20x concentrated/ Waschlésung 20x konzentriert/ Solution de lavage concentré 20 x/
soluzione di lavaggio concentrazione x20/ solucién de lavado concentrado x20 /

Solugéo de lavagem concentrada 20x

>

n

Contains sufficient for “n” tests/ Ausreichend fur “n” Tests/ Contenu suffisant pour “n” tests/ Contenuto

sufficiente per “n” saggi/ Contenido suficiente para "n” tests / Conteudo suficiente para “n” testes
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SCHEME OF THE ASSAY

Chlamydia pneumoniae IgM-ELISA

Assay Preparation

Prepare reagents and samples as described.

Establish the distribution and identification pfan all specimens and controls on the result
sheet supplied in the kit.

Select the required number of microtiter stripsvelis and insert them into the holder.

Assay Procedure

Substrate blank Negative | Positive Cut-off Sample
(e.g. A1) control control control (diluted 1+100)
Negative control - 100ul - - -
Positive control - - 100ul - -
Cut-off control - - - 100ul -
Sample
(diluted 1F1100) . - - - 100ul

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 3001 of washingtsm
Conjugate | - | 100ul | 100ul | 100ul | 100ul
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 3001 of washingtsm

TMB Substrate | 100ul | 100ul | 100pl | 100ul| 100ul
Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark
Stop Solution | 100ul | 100u | 100ul | 100pl| 100ul

Photometric measurement at 450 nm (reference wagyle620 nm)

NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6

D-63128 Dietzenbach, Germany

Tel.: +49 (0) 6074-48760  Fax: +49 (0) 6074-487629
Email :info@NovaTec-ID.com
Internet:www.NovaTec-1D.com
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