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INSTRUGOES DE USO
Somente para Uso diagnéstico in vitro
Chlamydia Pneumoniae G

120 testes Revisao: Junho/2008

Finalidade ou Uso

A Chlamydia Pneumoniae-G (TWAR) Test System (anticorpo) é um teste de imunofluorescéncia indireta para a
determinagdo qualitativa e/ou semi-quantitativa de anticorpos 1gG anti-Chlamydia pneumoniae em soro
humano. E utilizado no diagnéstico da infecgéo primaria ou da reinfecgao.

Sumario e Introdugao

Chlamydia é um grande grupo de parasitas obrigatoriamente intracelulares das células eucarioticas. Ha quatro
espécies: Chlamydia psitacci, prmmpal patégeno animal ( causa a pneumonia no homem); Chlamydia
trachomatls principal patégeno humano'; Chlamydea pneumoniae conS|st|ndo dos isolados TWAR e TWAR-
like>® . Originalmente pensava-se que era uma cepa da C. psn‘tac: ® mas agora parece ser um patégeno
humano sem evidéncia de ter como hospedeiros aves ou animais®’® e Chlamydia pecorum cujo papel como
patégeno ainda n&o esta bem claro®

C. pneumoniae é atualmente um patogeno comumente distribuido no mundo e causa a faringite, a sinusite, a
bronquite e estima-se que 10% de todas as pneumonias adquiridas. A pneumonia é geralmente branda com
um infiltrado subsegmentado simples. A faringite pode ser relativamente severa com rouquiddao e dor de
garganta. A bronquite geralmente apresenta um comeco insidioso precedido ou acompanhado de faringite. A
sinusite pode aparecer sozinha ou em associagdo com outras sindromes. Doengas mais severas tém sido
observadas em pessoas de idade e naquelas com doengas cronicas 810 Febre pode estar presente e
acompanhada por confusédo e dor de cabega, mas geralmente limitada aos primeiros dias. Tosse pode nao
aparecer por muitos dlas fazendo com que a doenca parega ser bifasica, mas podera durar semanas ou
meses depois disso” . Além da doenga respiratéria, estudos soroep|dem|ologlcos tem demonstrado a
associagao desse orgamsmo com doencas da artéria coronarlana 3 embora o papel da infecgéo por C.
pneumoniae na patogenia dessa doenca seja desconhecida”

Acredita-se que a C. pneumoniae seja transmitida de pessoa para pessoa através das secregdes do trato
respiratorio , apesar de o mecanismo exato n&o estar determinado’. O organismo parece permanecer viavel
sobre balcbes de férmica por 30 horas e em lengo de papel por 12 horas; entretanto o tempo de sobrevivéncia
nas maos fica limitado a 10-15 minutos'®. A disseminagao da infecgao parece ser lenta, tendo um intervalo de
tempo, caso a caso, de 30 dias. Dados obtidos em estudos soroepidemioldgicos sugerem que as infe¢des por
C. pneumoniae sdo comuns, sendo que 50% dos adultos da populacdo em geral apresentam titulos de
antlcorpos IgG. Ambas infe¢des, assintomaticas e cronica por C. pneumoniae tém sido documentada por
cultura'®. Considerando a alta prevaléncia de anticorpos anti-C. pneumoniae na populacdo e o declinio
esperado nos titulos de anticorpos apés a infecgao, supoe se que todas as pessoas sao praticamente
infectadas no mesmo estagio e que a reinfec¢gao é comum

Tem sido identificado dois tipos de padroes de resposta a mfecgao por C. pneumoniae; a resposta primaria que
aparece mais frequentemente em pessoas jovens, e uma segunda resposta ou reinfecgcdo que aparece com
mais frequéncia em pessoas mais velhas. Na resposta primaria os anticorpos IgM aparecem cerca de 3
semanas apos o inicio da doenga e os anticorpos IgG ndo antes de seis a oito semanas do inicio. Na
reinfeccdo, ndo deve aparecer anticorpos IgM, porém, se presente, tende a ser em niveis baixos, enquanto que
os anticorpos 1gG podem apresentar titulos elevados em uma a duas semanas podendo alcancgar titulos
relativamente altos®. Os anticorpos IgM geralmente desaparecem em duas a seis semanas apos a infecgao,
enquanto que os titulos de IgG persistem. Titulos eIevados ou persistentes de IgA tem sugerido ser um melhor
marcador da infecgido bacteriana que os titulos de IgG

C. pneumoniae é dificil de crescer em cultura; portanto o diagndstico deve se basear em testes sorolégicos. O
teste de Fixacdo de complemento (FC) género especifico, é largamente utilizado no diagndstico das infecgbes
por Clamidea, particularmente psitacose e LGV, mas é relativamente insensivel no diagndstico do tracoma,
inclusdes conjuntivais, infecgdes do trato genital e infecgdes neonatais. Ambos os métodos, a micro-IF e a
imunofluorescéncia indireta (IFA) sdo mais sensiveis e podem ser utilizados para anticorpos IgG e IgM. A
micro-IF pode ser antigeno especifica utilizando corpos elementares TWAR (EB) como antigeno.
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O teste de IFI com inclusdes totais da Chlamydia como substrato é capaz de detectar ambos os grupos
(género) e os varios tipos de anticorpos IgG e IgM especificos para C. frachomatis, C. psittaci e C.
pneumoniae

Principio do método IFI

Chlamydia Pneumoniae-G Test System utiliza o0 método de imunofluorescéncia indireta primeiramente descrito
por Weller and Coons™ e depois melhor desenvolvido por Riggs et al '* 0 procedimento é realizado em duas
etapas basicas:

Etapa 1 : O soro humano reage com o substrato antigénico. Se houver presencga de anticorpos, eles de ligarao
ao antigeno formando um complexo antigeno-anticorpo estavel. Se nao houver anticorpos presentes, o
complexo ndo sera formado e o soro e os componentes serdo eliminados por lavagem.

Etapa 2 : Anticorpos anti-lgG humana marcados com fluoresceina sdo adicionados no local da reacgéo e irao
se ligar aos complexos formados na etapa 1. O resultado é uma reagao positiva de fluorescéncia verde-maca
brilhante quando observada em um microscopio préprio para fluorescéncia. Se o complexo nao tiver sido
formado na etapa 1, o anticorpo marcado com fluoresceina sera eliminado por lavagem, exibindo um resultado
negativo.

Apresentagcao e Composigao

Laminas substrato

Laminas embaladas individualmente em sachets de aluminio, contendo células HEp-2 infectadas e néo
infectadas por uma mistura de C. pneumoniae (cepa CDC) fixadas a cada cavidade. Cada cavidade contém
cerca de 10-50% de células infectadas por 200x de aumento. Sdo estaveis na embalagem selada a 8°C, ou
menos, até a data de validade indicada nos rétulos.

120 testes — 10 ldminas com 12 cavidades cada

Soro controle positivo

Frasco contendo soro controle humano IgG positivo para C. pneumoniae com estabilizantes proteicos e
0,005% de timerosal. . E estavel a 2-8°C até a data de validade indicada nos rétulos. O ponto final do titulo vem
indicado na etiqueta.

120 testes — 0,5 ml

Soro controle negativo

Frasco contendo soro controle humano negativo para C. pneumoniae com estabilizantes proteicos e 0,005% de
timerosal. . E estavel a 2-8°C até a data de validade indicada nos rétulos.

120 testes — 1 x 0,5 ml

Meio de montagem

Frasco conta-gotas contendo tamp&o glicerol fosfato a pH 7,4 + 0,2.
E estavel a 2-8°C até a data de validade indicada nos rétulos.

120 testes — 1 x 3,5 ml

Conjugado fluorescente

Frasco conta-gotas, pronto para uso, contendo imunoglobulinas de carneiro anti-lgG humanas marcadas com
isotiocianato de fluoresceina, contendo 0,001% de Azul de Evans, estabilizantes proteicos, menos que 0,1% de
azida de sédio e 0,001% de timerosal. E estavel a 2-8°C, protegido da luz direta, até a data de validade
indicada nos rotulos.

120 testes — 2 x 3,5 ml

Tampao Salina Fosfato (PBS)

Sachets de um litro cada de PBS em pd. Estavel a 25°C ou menos, na embalagem selada, até a data de
validade indicada nos rétulos.

120 testes — 2 sachets para 1 litro
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Preparacao do Tampéao
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Adicionar ao conteido de um sachet de PBS aproximadamente 700 ml de agua destilada em um balédo
volumétrico de 1 litro ou uma proveta graduada de 1 litro. Rinsar o conteudo com 5-10 ml de agua e adicionar
ao balao. Completar com quantidade suficiente para 1 litro. Estocar em frasco limpo, etiquetado e fechado a 2-
8°C. O tampéo reconstituido deve ter um pH de 7,4 + 0,2. E estavel até a data de validade indicada no rétulo,
se ndo houver contaminagdo. Nao utilizar se o pH mudar, se a solugao turvar ou se aparecerem precipitados.

Armazenamento
O kit deve ser armazenado a 2-8°C até a data de validade indicada na etiqueta.

Precaugoes e Adverténcias

1. O substrato antigénico foi fixado com acetona e ndao contém C. pneumoniae livre detectavel. Entretanto,
deve ser manipulado e descartado como um material potencialmente infectante

2. Nao remover as laminas dos sachets antes do momento do uso. N&o utilizar os sachets se houver

perfuragao, indicado pela aparéncia de murcho do mesmo.

Todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente (20-25°C) antes do uso

Resultados fora do normal podem ocorrer se as laminas secarem durante o procedimento.

A refrigeracao (2-8°C) do kit imediatamente apds a sua chegada assegura a estabilidade até a data de

validade indicada.

Os reagentes devem ser utilizados antes da data de validade

A substituigdo dos componentes por outros que nao os fornecidos podem levar a resultados inconsistentes.

N&o expor o conjugado a luz direta durante o seu armazenamento e utilizagéo

Evitar contaminagdo microbiana de todos os reagentes envolvidos no procedimento do teste ou poderao

ocorrer resultados incorretos.

10. O nado acompanhamento do procedimento descrito como o tempo e temperatura de incubagao, podera
levar a resultados incorretos.

11. Laminulas reusaveis devem ser lavadas e rinsadas abundantemente para retirada de detergentes.

12. Cuidado para nao produzir respingos e aerosois em geral

13. Apds descongelamento, as amostras previamente congeladas, devem ser vigorosamente homogeneizadas
antes do teste.

14. As amostras dos pacientes, assim como os materiais que entrarem em contato com elas, devem ser
manipuladas segundo as normas usuais para materiais contaminados. Jamais pipetar com a boca. Evitar
contato com a pele e mucosas.

15. Os soros utilizados para preparar os controles positivo e negativo foram testados, sendo negativos (ndo
repetidamente reativos) para a presenga do HbsAg e anticorpos anti-HIV1 segundo métodos aprovados
pelo FDA. Entretanto, como nenhum teste pode oferecer garantia total que os virus da Hepatite B ou HIV1
ou outro agente infectante estejam ausentes, esses reagentes devem ser manipulados segundo as normas
usuais para material contaminado.

16. Os conservantes utilizados no conjugado e controles sdo téxicos se ingeridos. As azidas reagem com
encanamentos de cobre e chumbo formando azidas metalicas explosivas. Quando dispensar na pia, deixar
drenar bastante agua para minimizar o acumulo de azidas e componentes metalicos.

o r®
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Amostra

O sangue deve ser coletado em jejum ou pelo menos uma hora apoés a alimentagdo para evitar a lipémia do
soro, pois o excesso de lipideos pode produzir uma “camada” sobre o substrato. Coletar assepticamente 5-8 ml
de sangue por venipulltura. Deixar o sangue coagular a temperatura ambiente (20-25°C) antes de separar o
soro para evitar a hemolise que pode interferir com os resultados dos testes. As amostras devem ser
armazenadas em geladeira a 2-8°C e testadas dentro de uma semana da coleta. Armazenagem por mais
tempo deve ser feita a -20°C em aliquotas para evitar congelamentos e descongelamentos repetidos. Nao
armazenar em freezer de descongelamento automatico.

Evitar utilizar soros contaminados pois podem conter enzimas proteoliticas, que irdo digerir o substrato. Se
necessario inativar as amostras de soro por aquecimento antes do uso, neste caso o soro deve ser utilizado a
sequir.

Quando testando amostras pareadas para observagéo de uma infecgéo recente, as amostra agudas devem ser
obtidas tao logo seja possivel apds o inicio da doenga e a amostra de convalescéncia obtida 7 a 14 dias
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apos. As amostras aguda e de convalescéncia devem ser testadas simultaneamente no mesmo ensaio, e
observado uma mudanga significativa no titulo de anticorpos entre as amostras pareadas. Se a primeira
amostra for obtida muito tarde no curso da infec¢ao, um titulo significativo pode nao ser detectado.
Procedimento
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Materiais fornecidos

Laminas contendo o substrato antigénico C. pneumoniae
Conjugado (anticorpo) fluorescente

Soro controle positivo

Soro controle negativo

Tampao salina fosfato (PBS)

Meio de montagem

ook wh =

Materiais requeridos, mas nao fornecidos.

1. Baldo volumétrico ou proveta graduada

2. Agua destilada tipo CAP ou equivalente

3. Um frasco de um litro com tampa de rosca.

4. Tubos descartaveis e rack

5. Pipetas sorolégicas descartaveis

6. Pipetas calibradas para dispensar 50 e 100ul com ponteiras descartaveis

7. Pipetas Pasteur e bulbo

8. Camara iumida

9. Pissete plastico para lavagem

10. Jarras de Coplin ou placas com apoio para laminas

11. Laminulas no. 1, 24 x 60 mm

12. Caneta de marcagao permanente

13. Microscépio de fluorescéncia equipado com luz de mercurio ou de halogénio-tungsténio, com filtro de 390-
490 nm e barreira de filtro de 515-520 e objetiva de 400x. O comprimento de onda de excitagdo do FITC é
490 nm e a emissédo em 520 nm.

Procedimento do teste

1. Preparacdo das amostras

Triagem:

Preparar uma diluigcdo 1:80 para cada soro do paciente como a seguir:

a . Preparar uma diluicdo a 1:20 adicionando 0,05 ml (50ul) do soro do paciente a 0,95 ml de PBS no tubo #1.
Misturar

b. Preparar uma diluicdo a 1:80 adicionando 0,1 ml (100pl) do tubo #1 a 0,3 ml de PBS no tubo #2. Misturar.

c. Utilizar o tubo #2 como diluigdo de triagem

Semi-quantitativo:
Diluigbes do soro sao utilizadas para determinar o titulo de anticorpos. Cada laboratério deve estabelecer seu
préprio protocolo de diluicdo. Sugerimos a seguinte titulagdo seriada:

A . Preparar uma diluicdo a 1:20 para cada soro adicionando 0,05 ml (50ul) do soro do paciente a 0,95 ml de
PBS no tubo #1.

b. adicionar 0,3 ml de PBS aos tubos #2, #3, #4 e #5

c. utilizando uma pipeta de 100ul transferir 0,1ml (100wl) do tubo 1 para o tubo 2. Misturar. Utilizando uma nova
ponteira para cada diluigdo, transferir 0,1 ml (100ul) do segundo tubo para o terceiro, do terceiro para o quarto
e do quarto para o quinto, misturando apés cada transferéncia.

d. Nao utilizar o tubo #1. Iniciar pelo tubo #2.

Isto fornecera uma diluicdo na razdo 4 com as seguintes diluicées:
(Tubo #1 = 1:20, nao utilizado)
Tubo #2 = 1:80
Tubo #3 = 1:320
Tubo #4 = 1:1280
Tubo #5 =1:5120
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2. Preparacgao da lamina

Retirar da geladeira quantas laminas forem necessarias e aguardar equilibrar a temperatura ambiente (20-
25°C) por pelo menos 5 minutos. Retirar as Iaminas dos sachets, tendo o cuidado de ndo tocar a superficie
contendo o antigeno. Identificar cada lamina utilizando uma caneta de marcagéo.

3. Aplicagcdo da amostra
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Utilizando pipetas Pasteur individuais, aplicar uma gota (20-30ul) de cada diluicdo do soro do paciente e dos
controles positivo e negativo as cavidades individuais da lamina. Nao tocar a superficie contendo o antigeno
com pipeta durante a pipetagem. Nao deixar que as gotas se misturem; uma reagéo cruzada de amostras entre
as cavidades pode causar resultados errados.

4. Incubagéo 1
Incubar em cadmara Umida a temperatura ambiente (20-25°C) por 30 minutos.

NOTA: O antigeno nao deve secar durante nenhuma das seguintes etapas. Ligagdes inespecificas
poderao ocorrer se o reagente secar sobre a lamina.

5. Rinsagem 1

Apébs a incubagéo retirar as 1dminas da cadmara umida e rinsar cuidadosamente utilizando um pissete. Nao
dirigir o jato de PBS diretamente sobre as cavidades. Para prevenir contaminagdes cruzadas primeiro inclinar a
I&mina na direcdo das cavidades 1-6 e aplicar o PBS ao longo da parte central da ldmina, fazendo com que o
PBS escorra para fora pela borda de cima da l&mina. Entéo inclinar a Iamina em diregcao as cavidade 7-12 e
repetir o procedimento, fazendo com que o PBS escorra pela parte de baixo da lamina. Para laminas de 6
cavidades, inclinar a lamina para baixo e aplicar o PBS por cima das cavidades, fazendo com que escorra pela
parte de baixo da lamina.

6. Lavagem 1
Colocar as laminas em jarras de Coplin ou placas e lavar duas vezes com PBS por 5 a 6 minutos cada,
agitando cuidadosamente na colocagao e antes da retirada do mesmo.

7. Aplicagcao do conjugado

Retirar as laminas ao final da lavagem, retirar o excesso de PBS, secar o lado de fora das bordas, se
necessario, e retornar para a cdmara umida. Utilizando o frasco conta-gotas fornecido, aplicar uma gota do
conjugado a cada cavidade, tendo certeza que cada cavidade esta completamente coberta.

8. Incubacgéo 2
Incubar em cadmara Umida a temperatura ambiente (20-25°C) por 30 minutos. Proteger as Idminas da luz direta.

9. Rinsagem 2
Apds a incubacgao retirar as laminas da cAmara Umida e rinsar cuidadosamente utilizando um pissete. Seguir o
sugerido na etapa 5, nao direcionando o jato do PBS diretamente sobre as cavidades.

10. Lavagem 2
Colocar as laminas em jarras de Coplin ou placas e lavar duas vezes com PBS por 5 a 6 minutos cada,
agitando cuidadosamente na colocagao e antes da retirada do mesmo.

11. Colocagéo das Laminulas

Retirar as laminas ao final da lavagem, retirar o excesso de PBS, e imediatamente adicionar 2 gotas do meio
de montagem sobre a I&mina. Inclinar a lAmina apoiando a borda da laminula sobre a parte inferior da mesma,
permitindo que o meio de montagem forme uma gota entre a laminula e a lamina. Cuidadosamente empurrar a
laminula da parte inferior para a parte superior da 1amina, ndo deixando formar bolhas. Secar o excesso do
meio de montagem pressionando a parte superior da lamina contra papel absorvente. Limpar a parte de tras da
l&mina.
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12. Leitura

Examinar as ldminas assim que possivel, utilizando um microscépio de fluorescéncia. Recomenda-se que as
laminas sejam examinadas no mesmo dia do teste. Se algum contratempo ocorrer, estocar as laminas na
geladeira (2-8°C) protegidas da luz direta e ler no dia seguinte.

Nao deixar o meio de montagem secar entre a ldamina e a laminula. Se isso ocorrer adicionar mais meio de
montagem ou recolocar uma nova laminula.
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Grau de intensidade da fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia pode ser semi-quantificada seguindo-se as seguintes regras estabelecidas pelo
Center for Disease Control, Atlanta, Georgia®'.

4+ = fluorescéncia maxima, verde-amarelada brilhante.

3+ = fluorescéncia verde-amarelada menos brilhante

2+ = fluorescéncia definida, porém nebulosa.

1+ = fluorescéncia muito fraca

O grau de intensidade de fluorescéncia néo é clinicamente relevante e possui somente um valor limitado como
um indicador de titulo. Diferengas no microscépio de fluorescéncia, nos filtros e na fonte de luz podem resultar
em diferengas de 1+ ou maior na intensidade de fluorescéncia quando a mesma lamina é observada em
diferentes microscépios.

Controle de Qualidade

Controle de especificidade

Os controles positivo e negativo devem ser incluidos a cada corrida. Esses controles devem ser examinados
antes da leitura das amostras e devem apresentar os seguintes resultados:

Controle negativo:

Utilizando o Controle Negativo de Chamydia Pneumoniae-G (TWAR) Test System fornecido no kit, as células
devem apresentar uma fluorescéncia menor que 1+ e parecerem vermelho-alaranjadas devido ao corante de
fundo.

Controle positivo:

Utilizando o Controle Positivo de Chamydia Pneumoniae-G (TWAR) Test System fornecido no kit, as células
infectadas devem apresentar uma fluorescéncia especifica bem definida com intensidade de fluorescéncia de
3+ ou mais. O padrao de fluorescéncia consiste em corpos de inclusdes intracitoplasmaticas bem definidas
perto do nucleo da célula. A localizagdo dos corpos elementares pode ser dentro e entre as células. As células
nao infectadas coram-se de vermelho-alaranjadas devido ao corante de fundo.

Cada controle deve apresentar a reagdo esperada para validagdo do teste. Se os controle falharem, os
resultados ndo podem ser reportados e o teste deve ser repetido. Se apds a repeticdo do teste os controles
continuarem a falhar, nao reportar os resultados.

Controle de sensibilidade

Um controle titulado incluido a cada corrida testara além da sensibilidade do antigeno, a técnica, a qualidade
do conjugado e do sistema optico. O titulo final de cada lote de Soro controle positivo deve ser determinado.
Ele deve apresentar nao mais que dois titulos de diferenga (+/-) do titulo anunciado. Em cada corrida deve-se
incluir a diluicdo final, e uma diluigdo acima e uma abaixo da referente ao ponto final. A diluicdo mais
concentrada deve ser positiva e a menos concentrada negativa. Se os controles ndo responderem como
descrito, os resultados do teste estdo invalidados e devem ser repetidos. Se apds a repeticdo do teste os
controles continuarem a falhar, ndo reportar os resultados.

Leitura dos Resultados

Negativo

Uma diluigdo de um soro é considerada negativa para anticorpos IgG anti-Chlamydia pneumoniae se as
células apresentarem menos que 1+ de fluorescéncia e as células aparecerem vermelho-alaranjadas devido ao
corante de fundo , ou se a fluorescéncia observada nao for a de um padrao especifico para C. pneumoniae.
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Uma amostra é considerada negativa para anticorpos IgG anti-C. pneumoniae se apresentar menos que 1+ de
fluorescéncia na diluigdo de 1:80 e nas diluicbes maiores, ou se a fluorescéncia observada nao for descrita
como um padrao para C. pneumoniae.

... amostras negativas podem apresentar uma fraca fluorescéncia maior que o Controle negativo, porém menor
que 1+

... coloracgéo inespecifica em todas a células observada em alguns soros em baixas diluigbes parece mais ser
devido a presenca de autoanticorpos contra os componentes celulares tanto do nucleo como do citoplasma
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... a coloragao de outras areas que nao as células infectadas por C. pneumoniae devem ser interpretadas como
negativas e uma atencéo deve ser dirigida para algumas etapas especificas do método de procedimento (ex.:
Etapas de Rinsagem e Lavagem).

Positivo:

Uma diluigdo de um soro é considerada positiva para anticorpos IgG anti- C. pneumoniae se uma houver uma
coloracao fluorescente bem definida das inclusdes intracitoplasmaticas perto do nucleo das células e os corpos
elementares localizados dentro ou entre as células da cultura de tecido forem observadas com uma
intensidade de fluorescéncia 1+ ou mais.

O numero de células que apresentam reacao de coloragao positiva e o tipo de fluorescéncia descrita deve se
aproximar do numero de células que o controle positivo apresentar.

Uma amostra é considerada positiva para anticorpos IgG anti- C. pneumoniae se apresentarem as
caracteristicas do padrao de coloragdo com intensidade de fluorescéncia de 1+ ou mais na diluicdo do soro de
1:80 ou maior.

Nota: cada cavidade podera conter células que nao apresentem fluorescéncia verde-macga. Se no teste do
paciente as células apresentarem fluorescéncia verde-maca no nucleo e/ou no citoplasma uma reagao auto-
imune devido a presenca de auto-anticorpos pode ser considerada 1819 Recomenda-se que essas amostras
sejam diluidas além da interferéncia para uma melhor interpretacdo. E possivel que auto-anticorpos mascarem
a coloracao especifica fazendo com que ndo seja possivel a interpretacdo. Se isso ocorrer, os resultados
devem ser reportados como “Impossibilidade de interpretagdo devido a presenga de anticorpos interferentes”.

Titulagao

Se uma titulagdo semi-quantitativa é realizada, os resultados devem ser reportados como o reciproco da ultima
diluicdo que apresenta uma fluorescéncia de 1+ verde-maga com um padrao claramente distinto. Quando da
leitura serial de diluigdes na razao 4, o ponto final pode ser extrapolado se necessario.

Exemplo de extrapolagdo de um ponto final:

1:80 =4+
1:320 =3+
1:1280 =2+
1:5120 = +/-

A extrapolagéo do ponto final é reportado como 2560.
Interpretacao dos resultados

Resultado Interpretagdo de um resultado Unico
Menor que | Nao parece ser uma infecgao aguda por C. pneumoniae
80 Nota: Pode ser uma infecgdo primaria, cuja resposta imune humoral ainda nido esta

desenvolvida a niveis detectaveis. Se mesmo assim ainda se suspeitar de infec¢cao por C.

pneumoniae, uma segunda amostra deve ser obtida 7-14 dias mais tarde, e as amostras

pareadas devem ser testadas simultaneamente, procurando-se pela soroconversao

80 ou maior | Positiva para anticorpos anti- C. pneumoniae

Pode representar:

- uma infecgao primaria (geralmente 640 ou maior)

- uma exposi¢do passada a C. pneumoniae com titulos de IgG persistente (geralmente
entre 80-320)

- um anticorpo adquirido passivamente por transfusdo sanguinea, transplante de érgaos
ou transferéncia placentaria (geralmente 320 ou menor)

Nota: O titulo de um amostra Unica ndo deve ser o Unico critério a ser utilizado no diagnéstico de infecgao por
C. pneumoniae. Amostras pareadas (aguda ou de convalescéncia) devem ser colhidas e testadas
simultaneamente para se observar a soroconversdo ou um aumento significativo de titulo. Quando somente
uma amostra é disponivel, a pesquisa da presenca de anticorpos IgM anti- C. pneumoniae podera ajudar no
diagndstico de uma infecgao ativa.

Resultado Resultado da Interpretacao de resultados de amostras pareadas
da amostra amostra de
aguda convalescéncia
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Menor que Menor que 80 N&o parece ser uma infecgdo aguda por C. pneumoniae

80
Nota: Podera representar uma infecgdo aguda se o tempo de obtengao
da Segunda amostra for muito perto da primeira. Neste caso, obter uma
terceira amostra 7-14 dias apds a segunda e testar as trés
simultaneamente, procurando pela soroconversao.
Menor que 80 ou Maior Grande suspeita de uma infecgao primaria por C. pneumoniae, a nao ser
80 que o individuo recebeu recentemente um anticorpo passivo.

80 ou maior | 80 ou maior mas | Evidéncia n&o significativa de uma infeccdo atual. Parece mais uma

com uma diferenga | exposicao passada a C. pneumoniae. Podera representar:

de menos de 4 - um anticorpo passivo adquirido por transfusdo sanguinea,
titulos em relacéo a transplante de 6rgéaos...
amostra aguda - uma infecgdo primaria, mas o tempo de obtengcdo da Segunda

amostra em relagdo a primeira nao foi suficiente para
desenvolvimento de um aumento de 4 titulos. Neste caso, obter uma
terceira amostra 7-14 dias apds a segunda e testar as trés
simultaneamente, procurando por um aumento significativo de titulo.

- Uma infecgdo primaria, se a primeira amostra foi obtida apos o inicio
e 0s anticorpos ja tiverem alcangado um platd.

Nota: a pesquisa da presenga de anticorpos IgM anti-Chlamydia podera
ajudar no diagnostico de uma infecgao ativa, quando ocorrer menos de 4
diluicGes de diferenga entre as amostras.

80 ou maior Maior que 80 ou Geralmente indica uma infecgédo por Chlamydia, ativa ou recente

mas com uma
diferenca de 4
titulos ou mais em
relagdo a amostra
aguda

Resolugao de problemas
Possiveis solugdes para os problemas ocorridos em testes de imunofluorescéncia sédo discutidos em uma
brochura que acompanha o kit intitulado como “Resolugao de problemas em imunofluorescéncia”

Limitagdes do procedimento

1.

2.

10.

Os testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos anti- C. pneumoniae devem ser utilizados em conjunto
com informagdes disponiveis através da avaliagdo clinica e outra informagdes diagndsticas.

Um titulo unico de anticorpo IgG anti- C. pneumoniae ndo deve ser utilizado como o Unico critério para
diagndstico. Amostras de soro pareadas (aguda e convalescéncia) e a pesquisa de IgM especifica para C.
pneumoniae poderao fornecer dados mais significativos.

Um resultado negativo ndo necessariamente descarta uma infecgao recente ou atual. As amostras devem
ser coletadas assim que possivel antes que a demonstragcédo de anticorpos esteja presente

NMIEDIVAX

O teste para C. pneumoniae IFI utilizando inclusbes de clamidea inteiras como substrato é capaz de
detectar ambos os grupos (genéro) a maioria dos anticorpos tipo IgG e IgM para C. trachomatis, C. psitacci
e C. pneumoniae.

Um aumento ndo significante nos titulos ndo exclui a possibilidade de uma infec¢do recente e talvez
indique que a amostra da fase aguda foi obtida muito tarde.

Resultados positivos em corddo umbilical ou neonatos devem ser interpretados com cautela. A presenca
de anticorpos anti- C. pneumoniae no cordado é geralmente devida a transferéncia passiva da mae para o
feto. Um teste negativo, entretanto, pode ser Util na exclusdo de uma possivel infecgéozo.

Resultados positivos em amostras de pacientes imunosuprimidos e mulheres gravidas podem ser de dificil
interpretacéo.

Resultados positivos ndo sédo validos em pessoas que receberam transfusdo de sangue ou produtos
derivados de sangue nos ultimos meses.

A presencga de anticorpos anti-nucleares (ANA) no soro podera interferir no teste de Chlamydia por IFI. Eles
podem ser diferenciados na coloragdo pois os anticorpos ANA coram o nucleo de todas as células;
enquanto que os anticorpos anti- C. pneumoniae exibem coloragdo em 10-50% das células '
Fluorescéncia citoplasmatica na maioria das células podem ser devido a presenca de anticorpos anti-
mitocondria (AMA) que aparecem na cirrose biliar primériazg. Eles podem ser diferenciados da coloragéo
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especifica, pois AMA cora o citoplasma de todas as células; enquanto que os anticorpos anti-Chlamydia
exibem coloragado em 10-50% das células.

11. A reagao de ponto final pode variar dependendo do laboratério devido a diferengas no tipo e condigdes do
microscopio de fluorescéncia utilizado, do material de diluigdo, do procedimento de teste realizado, assim
como da experiéncia do técnico

12. Se em ambos os controles positivo e negativo as células substrato ndo forem visualizadas quando
observadas ao microscopio de fluorescéncia, € necessario mudar ou realinhar a fonte de luz e checar os
filtros especificos.

13. As laminas contendo como substrato uma cultura de células podem apresentar uma fluorescéncia
inespecifica devida a uma contaminagido do conjugado, ou da solugdo de Lavagem/rinsagem PBS com
bactérias e fungos. E muito importante que o corpo técnico responsavel pela leitura das laminas possua
experiéncia em microscopia fluorescente.

Limitagoes especificas para o teste de C. pneumoniae

1. Os dados soroldgicos estdo sujeitos a um consideravel numero de incertezas, pois a resposta de
anticorpos ao organismo pode variar, a propria dose de infectividade, o modo de infec¢do e exposigédo
prévia ou lembrancas de resposta a outras ChIamydiae”.Na infecgao primaria, os anticorpos IgM anti-C.
pneumoniae podem nao se desenvolver antes de trés semanas apds o inicio dos sintomas e os
anticorpos IgG n&o antes de seis a oito semanas. Se uma segunda amostra de soro for obtida com
menos de 3 semanas do inicio, os anticorpos podem ser omitidos'*%".

2. Na reinfec¢do, ndo deve aparecer anticorpos IgM, porém, se presente, tende a ser em niveis baixos,
enquanto que os anticorpos IgG podem apresentar titulos elevados em uma a duas semanas alcancem
titulos relativamente altos®

Valores esperados

A infecgdo por TWAR ocorre em todo o mundo. Surtos epidémicos (epidemia) foram descritos na Dinamarca,
Finlandia, Inglaterra, Noruega e Estados Unidos. Testes soroldgicos tem demonstrado que 30-50% da
populacao apresenta anticorpos TWAR. Anticorpos IgG s&o raramente observados em criangas antes da idade
de dogg anos, mas a prevaléncia aumenta apds sete anos de idade, mantem um platdé em 30 anos e persiste no
idoso

Um estudo foi realizado com 386 estudantes com doenca respiratéria aguda na Universidade de Washington
durante um periodo de 2 anos e meio. Evidéncias sorolégicas de infecgdo por TWAR foi encontrada em 13
estudantes com isolamento de TWAR em oito desses estudantes. A infeccdo por TWAR foi encontrada em
12% dos estudantes com pneumonia (9 em 76), 5% dos estudantes com bronquite (3 em 63) e 1% daqueles
com faringite (1 em 150)5.

Em um estudo realizado durante um periodo de 5 anos em 667 estudantes de Universidade com doenca
respiratéria aguda, as seguintes conclusdes foram tiradas. Um titulo de IgG para C. pneumoniae de 1:512 ou
maior foi determinado agudo e considerado presuntivo para infecgdo por C. pneumoniae atual. Titulos de 1gG
igual ou maior que 1:16, porém menor que 1:512 foi considerado ser anticorpos persistentes e indicativo de

uma infecgéo passada a C. pneumoniae .

NIEDIVAX

O estudo foi realizado com 100 amostras de soros normais dos Estados Unidos Central. Utilizando o kit em
estudo os seguintes resultados foram obtidos. 26% das amostras apresentaram titulo menor que 1:80, 60%
apresentaram titulos entre1: 80 e 1:320, e 14% titulos igual ou superior a 1:640. %

Caracteristicas Especificas de Desempenho

As laminas de Chlamydia Pneumoniae (TWAR) foram avaliadas para a presenga do antigeno de C.
pneumoniae especifico utilizando antisoros monoclonais comerciais. Uma reacao positiva foi identificada com a
cultura de células infectadas quando corada pelo antisoro correspondentezs. Além disso, nao ocorre reatividade
cruzada com outros antisoros monoclonais e o antigeno de C. pneumoniae®.

Cada laboratério deve determinar suas proprias caracteristicas de desempenho utilizando todos os reagentes
fornecidos para realizagao do teste IFI.
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