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dil. 1:40)  Auséncia de fluorescéncia em todos os parasitas
dil. 1:160) Presenca de fluorescéncia de boa intensidade

dil. 1:320) Presenca de fluorescéncia de fraca intensidade

dil. 1:640) Auséncia de fluorescéncia, conforme CN (dil. 1:40)
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PROCEDIMENTO DO TESTE:
1- Limpar as laminas e laminulas previamente;

Obs. 1: as amostras teste devem ser submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia pelo menos nas
diluigdes 1:40 e 1:80.

Obs. 2: os soros controles positivo e negativo, diluidos 1:40, devem estar presentes em todas as
laminas para comparagdes no momento da leitura.

2- Fazer o protocolo de trabalho para determinar o nimero de laminas a serem preparadas,
considerando o nimero de amostras e suas diluicoes (1:40 e 1:80).

3- Adicionar 10 pL do antigeno em cada orificio da lamina, tendo o cuidado de manté-lo
homogeneizado durante o preparo. Deixar secar por 60 minutos a 37 = 1 °C, em estufa ou
“overnight” a temperatura de 15 a 30 °C ; Obsevar se houve uma boa fixacdo dos parasitas.
ATENQAO: evitar atrito com a parte superior da lamina onde encontram-se os parasitas fixados.
4- Diluir os soros controles positivo e negativo 1:40 em PBS. Para realizar esta diluicéo utilizar

5 mL dos controles e adicionar 195mL de PBS.

OBS: Os soros controles s6 devem ser manipulados no momento de sua utilizagao e em seguida
retornar a sua temperatura de conservacéo (2 a 8 °C).

5- Diluir as amostras (1:40 e 1:80) conforme o esquema abaixo.

100 pL \L

TUBO 1 TUBO 2
Diluicao 1:40 Diluicao 1:80
5 L de soro 100 uL diluicao 1:40
195 ;L PBS 100 u+L PBS

L

6- Adicionar 10 pL das dilui¢des de soro por orificio, conforme o protocolo previamente elaborado.
Deve-se tomar cuidado para que as amostras ndo se misturem durante a incubagao.

&

7- Incubar as laminas em cémara Umida por 30 minutos a 37 °C + 1 °C.

8- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, em cubas de lavagem apropriadas por 5 minutos cada
lavagem.

9- Lavar rapidamente as laminas, uma vez , em agua destilada ou de qualidade superior.
10- Colocar as laminas por 10 minutos a 37 °C + 1 °C para secar.

ATENCAO: Nao exceder esse tempo.

11- Preparar, momentos antes do uso, uma solucdo PBS-AE, conforme tabela a seguir:

Titulo PBS AE PBS+AE
1:100 480 pL 20 pL 500 pL
1:200 960 pL 40 yL 1000 pL
1:300 1440 pL 60 pL 1500 pL
1:400 1920 pL 80 pL 2000 pL
1:500 2400 pL 100 pL 2500 pL
1:600 2880 pL 120 pL 3000 pL
1:700 3360 pL 140 pL 3500 pL
1:800 3840 pL 160 pL 4000 pL
1:900 4320 pL 180 pL 4500 pL

12- Diluir o conjugado na proporcéo adequada, conforme titulagao prévia. Adicionar 15 pL da diluicdo do
conjugado em cada orificio das laminas.

Titulo Conjugado PBS+AE PBS+AE+Conjugado N° Laminas
1:100 5 ul 495 pL 500 pL 1a2
1:200 5 uL 995 L 1000 pL lab
1:300 5 ul 1495 L 1500 pL 1a8
1:400 5 pL 1995 pL 2000 pL 1all
1:500 5 pL 2495 pL 2500 pL 1a12
1:600 5 uL 2995 uL 3000 pL 1a12
1:700 5 pL 3495 pL 3500 pL 1a12
1:800 5 uL 3995 uL 4000 pL 1a12
1:900 5yl 4495 ul 4500 L 1a12

OBS: O conjugado s6 deve ser manipulado no momento de sua utilizagédo e em seguida retornar a sua
temperatura de conservacgao (2 a 8 °C).

Obs. 1: diluir somente a quantidade de conjugado necesséria para utilizagdo no mesmo dia.

Obs. 2: evitar pipetar menos de 5 pL de conjugado para minimizar a possibilidade de erros na diluigao.
13- Incubar as laminas em cédmara imida por 30 minutos a 37 °C =+ 1 °C

14- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, em cubas de lavagem apropriadas, por 5 minutos cada
lavagem.

15- Lavar rapidamente as laminas, uma vez, em agua destilada ou de qualidade superior.

16- Colocar as laminas por 10 minutos 37 °C + 1 °C, em estufa, para secar.

OBS: Observar se as laminas estao totalmente secas. Caso necessario deixa-las na estufa até que estejam
totalmente secas. Tomar o cuidado para nao exceder muito o tempo.

18- Adicionar 1 gota de glicerina tamponada sobre cada orificio da lamina, cobrindo-a com a laminula.
Manter as laminas ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.

LEITURA E INTERPRETACAO:

1- Para a leitura e interpretacéo das reagdes utilizar o microscépio de imunofluorescéncia e objetiva de 40X.

2- Focalizar o orificio do soro controle positivo e observar a fluorescéncia presente nos parasitas.

3- Focalizar o orificio do soro controle negativo e observar a auséncia de fluorescéncia nos parasitas, bem
como a coloracgao de fundo “background”.

4- Focalizar os orificios dos soros testes e considerar:

REAGENTE: Presenca de fluorescéncia uniforme na membrana dos
parasitos, a partir da diluicao 1:40 e 1:80.

NAO-REAGENTE: Auséncia de fluorescéncia em todos os parasitas,
nas diluicoes 1:40 e 1:80, conforme o poc¢o do controle negativo (1:40).

INDETERMINADO: Presenca de fluorescéncia em todos os parasitas na diluicdo 1:80 e auséncia de
fluorescéncia na diluicao 1:40. Neste caso, recomendamos que a amostra seja submetida a repeticao do
teste para confirmacéao do resultado.

Qualquer padrao diferente dos descritos anteriormente. Neste caso, repita a reagao e persistindo o
resultado, submeta a amostra a outra metodologia.

ATENCAO: é recomendada a utilizagao de pelo menos duas metodologias, de principios diferentes,
para caracterizacdo do diagnostico laboratorial da Doenga de Chagas, devendo-se ainda, considerar o
diagnéstico clinico.

INDICE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE:

Os kits IFI Chagas Bio-Manguinhos aprovados e comercializados possuem indices de sensibilidade e
especificidade > 90%.

INDICE DE REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE:

Diversos estudos foram realizados em nossos laboratérios utilizando amostras conhecidas e caracterizadas
como padrao, sob os aspectos de reprodutibilidade e repetitividade. As conclusdes nos permitiram
determinar um periodo minimo de 12 meses de validade para o produto, quando acondicionado conforme
as recomendacoes do Manual de Instrugdes de Uso. Durante este periodo, o produto manteve suas
caracteristicas e seus padroes de qualidade.
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IFI CHAGAS
Bio-Manguinhos

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFl) PARA DIAGNOSTICO DA DOENGCA DE CHAGAS
(material fornecido para 600 reacoes)

INDICACAO DE USO:
O Kit I[FI CHAGAS Bio-Manguinhos é utilizado na deteccao de anticorpos contra o T. cruzi (agente
causador da doenca de Chagas), em soros ou plasmas humanos.

PRINCIPIO DO TESTE:

O teste de imunofluorescéncia indireta consiste na reagao de anticorpos presentes em soros ou
plasmas humanos com parasitas (T. cruzi), fixados previamente em laminas de microscopia.
Numa etapa seguinte, utiliza-se um anticorpo anti-imunoglobulina humana (lg) conjugada com
isotiocianato de fluoresceina, para evidenciar a reacédo. A leitura é realizada com auxilio de
microscopio que utiliza incidéncia de luz ultravioleta, sendo considerados reagentes os soros que
apresentarem fluorescéncia e nao reagentes os soros que apresentarem auséncia de fluorescéncia,
tomando-se como referéncia os soros controle positivo e negativo que devem ser incluidos em
cada lamina.

ESQUEMA DO TESTE:
Reagente
O + E + = OE + LUZ ULTRAVIOLETA
PARASITAS ~ AMOSTRA  CONJUGADO FLUORESCENCIA
POSITIVA

Nao reagente

0 + + = 0 + LUZ ULTRAVIOLETA
PARASITAS AMOSTRA CONJUGADO AUSENCIA DE
NEGATIVA FLUORESCENCIA
MATERIAL FORNECIDO:
Componentes Apresentacao

Suspensao de Antigeno 01 frasco com 6,0 mL

Controle Positivo 01 frasco com 0,3 mL

Controle Negativo 01 frasco com 0,3 mL

Conjugado Anti-lg Humano / FITC 01 frasco com 0,3 mL

Glicerina Tamponada pH 9,0 = 0,5 02 frascos com 5,0 mL

Azul de Evans 0,1% 01 frasco com 1,5 mL

Caixa com 50 laminas 01 caixa
Caixa com 50 laminulas 01 caixa
Manual de Instrucdo de Uso 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO:
e Tampao fosfato/salina (PBS) - pH 7,2;

e Tubos, pipetadores de volume regulavel e ponteiras;
e Camara Umida;

e Cubas para lavagem das laminas (tipo Koplin);

e Luvas descartaveis;

e Agua destilada;

e Hipoclorito de sodio a 2,5% ou agua sanitéria;

e Recipiente para descarte de material contaminado;
e Vidraria béasica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc);
e Estufa a 37+ 1 °C;

e Microscépio para fluorescéncia.

CONSERVAQAO E ESTOCAGEM DOS COMPONENTES:
Manter entre 2 a 8 °C:

e Suspensao de Antigeno;

e Controle Positivo;

e Controle Negativo;

e Conjugado Anti-lg Humano / FITC;

¢ Glicerina Tamponada pH 9,0 £0,5;

e Azul de Evans 0,1%;

e Caixa com 50 laminas;

e Caixa com 50 laminulas.

Todos os componentes do kit devem ser conservados nas temperaturas indicadas em seus rétulos,
desde o ato do recebimento até a validade definida na caixa principal do kit.

Obs.: De acordo com estudos realizados em Bio-Manguinhos, a temperatura de transporte, com
bobinas de gelo reciclavel, permite que o conjunto se mantenha em condicoes estaveis durante 24
a 36 horas.

CUIDADOS E PRECAUCOES

Somente para uso Diagnéstico “in vitro”.

Este conjunto diagnéstico contém produtos biolégicos e quimicos, podendo representar uma
fonte de infecgao. Portanto, ao manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, observe as
precaucoes de biosseguranca necessarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico, como a seguranca dos operadores
depende do cumprimento as boas préticas de laboratoério, tais como:

® As amostras e os soros controles devem ser manipulados com cuidado;

* Em casos de acidente procure assisténcia médica;

¢ Insumos formulados com produtos quimicos podem causar intoxicacao e irritagédo, em casos de acidente
procure assisténcia médica;

¢ Homogeneizar as amostras e soros controles antes de usar;

o {tilizar equipamento de protecéo individual (EPI), tais como luvas descartaveis, jaleco e protetor facial,
em todas as etapas do teste.

¢ Desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas utilizadas, etc., em solucéo de hipoclorito de
sodio a 2,5% ou agua sanitéria;

¢ Nunca misturar componentes de lotes diferentes;

* Aconselha-se sé utilizar componentes do mesmo lote.

e Para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte superior das laminas;

* Nunca reaproveitar as laminas;

® Nao usar os componentes do kit ap6s sua data de validade;

e (tilizar frascos e vidrarias rigorosamente limpos, pois residuos de detergentes e/ou substancias oxidantes
poderao interferir na reagao;

e Utilizar lapis para identificacao das laminas.

PREPARO DO TAMPAO FOSFATO pH 7,2 (PBS):

Sais Quantidade
Cloreto de Sédio (NaCl) PA - 0,15M 8,77 g
Fosfato de Sédio Dibésico Anidro (Na2HPO4 ) PA - 0,0072M 1,02g
Fosfato de Sédio Monobésico Anidro (NaH2PO4) PA - 0,0028M 0,34 g
Agua destilada q.s.p. (quantidade suficiente para) 1000 mL

ATENQAO: os sais descritos acima, quando nao utilizados na forma anidra, deverao ter suas quantidades
recalculadas em funcédo das moléculas de agua presentes. Verifique sempre no rétulo dos produtos a
composicdo dos sais e o peso molecular.

Exemplo de correcao de peso para preparo de PBS quando se utiliza o fosfato dibasico hidratado com 12
moléculas de gua.

Calculo:

Na2HPO4 Anidro - Peso Molecular = 142 pesar 1,02 g
Na2HPO4.12H20 - Peso Molecular = 358 pesar X g
142 - 1,02 X=102x358=2,57¢g

358 - X 142

Neste exemplo, onde o Fosfato Dibéasico é hidratado com 12 moléculas de 4gua, devem-se pesar 2,57g
para preparar o PBS.

TITULACAO DO CONJUGADO:

O titulo do conjugado pode variar em funcao das condi¢oes de trabalho, do microscépio utilizado e do
operador. O laboratério devera repetir a titulacao sempre que houver variacao de temperatura, abertura de
novo Kkit, troca de microscépio, lampada do microscépio ou quando observado a queda da intensidade da
fluorescéncia do controle positivo ao longo do tempo.

1- Limpar as laminas e laminulas previamente com lengo de papel ou gaze.

2- Sensibilizar 4 (quatro) lamina, adicionando 10 pL do antigeno em cada orificio.

E INDISPENSAVEL uma boa homogeneizacao da suspensao antigénica antes e durante a sensibilizagéo.
3- Deixar secar por 60 minutos a 37 + 1 °C, em estufa ou 12 a 16 horas a temperatura entre 23 - 28 °C;

Obsevar se o orificio apresenta uma turbidez indicando que houve uma boa fixacao dos parasitas. Evitar
atrito com a parte superior da lamina onde se encontram os parasitas fixados.

4- Fazer um protocolo de trabalho, indicando a posig¢ao das diluicoes do Controle Positivo (CP), e do
Controle Negativo (CN), conforme a seguir:

Lamina 1 Lamina 2

1 3 3 4 5 6
D600
il abaixo il abaixo dil.abaizo
do ttulo do ttulo dotitulo

S0 6 a6

D060
dil.acima dil.acima dil. acima
do ttulo do ttulo dotitulo

7 8 9 10 11 12

CP* titulo = Diluicéo referente ao titulo do soro controle positivo para Doenca de Chagas.

e 60600
il acima il acima il acima
do titulo do it do titulo

7 ] 9 10 1 12

5- Diluir o controle negativo (CN) 1:40 em PBS. Para realizar esta diluicao, pipetar 5uL do controle negativo
e adicionar 195 pL de PBS. Homogeneizar suavemente, evitando a formacéo de bolhas.

OBS: Os soros controles s6 devem ser manipulados no momento de sua utilizacao e em seguida retornar a
sua temperatura de conservacao (2 a 8 °C).

6- Diluir o controle positivo (CP) utilizando o esquema de diluicdo seriada a seguir:

200 uL 200 uL 200 L
TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4
Diluigao 1:80 Diluicdo 1:160  Diluicdo 1:320  Diluigao 1:640
395 uL PBS 200 uL PBS 200 uL PBS 200 uL PBS

+5uLdesoro  +200uLdadil. +200uLdadil. + 200uL dadil.
CcP 1:80 1:160 1:320

Rétulo:

ATENCAO: o titulo para Doenca IFI - CHAGAS - Bio-Manguinhos VS/
de Chagas do controle positivo MS:
esta descrito no rétulo do frasco.

Controle Positivo Titulo: 1:320
Lote: Vol.:
Val.: Cons.:

ATENCAO: Durante as diluicdes seriadas, homogeneizar o contetido de cada tubo antes de
transferir o volume de 200 pL para o tubo seguinte.

7- Adicionar 10 pL da diluicdo do controle positivo abaixo do titulo (CP), 10 pL da diluicdo do
controle positivo correspondente ao titulo (CP* titulo) e 10 pyL da diluicdo acima do titulo do
controle positivo e 10 pL da diluicao 1:40 do controle negativo (CN) nos pogos correspondentes.

Neste exemplo, utilizariamos a diluicao 1:320.
ATENCAO: Evitar que a ponta da ponteira toque ou raspe a superficie da lamina, pois este

procedimento provocara a retirada dos parasitas. Tomar cuidado para que o conteudo de
diferentes pocos n&o se misture.

dtilizar uma ponteira para cada tubo a ser utilizado ou utilizar uma ponteira para cada soro
controle na ordem da maior para menor diluigao.

8- Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos a 37+ 1 °C , em estufa.

9- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, em cubas de lavagem apropriadas, por 5 minutos cada
lavagem.

10- Lavar rapidamente as laminas, uma vez, em agua destilada ou de qualidade superior.

11- Secar as laminas por 10 minutos a 37 °C = 1 °C, em estufa.

OBS: Observar se as laminas estao totalmente secas. Caso necessario deixa-las na estufa até que
estejam totalmente secas. Tomar o cuidado para ndo exceder muito o tempo.

12- Preparo da solugao de PBS + Azul de Evans (PBS-AE) a 0,004%: Colocar em um tubo 100 pL
de Azul de Evans (0,1%) e 2400 pL de PBS.

Diluir o conjugado Anti-Ilg Humano / FITC em PBS-AE;conforme descrito a seguir:
13- Dilui¢do do Conjugado
13.1 - Fazer a diluicdo do conjugado em 1/100 a 1/1200;

13.2 - Fazer uma pré-diluicao 1/100 do conjugado em PBS + Azul de Evans colocando 15 pL
de conjugado em 1485 pL de PBS + Azul de Evans. Apés a pré-diluicao, fazer as
diluicoes seriadas, conforme a tabela 1.

Tabela 1: Diluicao do conjugado

Titulo do Conjugado Pré-diluicao PBS + Azul de Evans
1/ 200 100 pl 100 pL
1/ 300 100 pL 200 pL
1/400 100 pL 300 pL
1/ 500 100 pL 400 pL
1/ 600 100 pL 500 pL
1/ 700 100 pL 600 pL
1/ 800 100 pL 700 pL
1/ 900 100 pL 800 pL

1/ 1000 100 L 900 pL
1/1100 100 uL 1000 pL
1/1200 100 pL 1100 pL

Obs.: Se o titulo nao for encontrado na diluicao 1/1000, continuar as diluigoes.
14- Homogeneizar e adicionar 15 pL das diluicées do conjugado em cada pogo, conforme
esquema a seguir:

Lamina 1 Lamina 2

CONJ. 1/100

1 2 3 4 5 6
ol R
dil.abaixo il abaixo dil.abaixo
do titulo dotitulo do titulo
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CP* titulo = diluicdo referente ao titulo do soro controle positivo para Doenca de Chagas.
15- Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos a 37 °C = 1 °C.

16- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, em cubas de lavagem apropriadas, por 5 minutos
cada lavagem.

17- Lavar rapidamente as laminas, uma vez, em agua destilada ou de qualidade superior.

18- Colocar as laminas por 10 minutos a 37 °C + 1 °C, em estufa, para secar.

OBS: Observar se as laminas estao totalmente secas. Caso necessario deixa-las na estufa até que
estejam totalmente secas. Tomar o cuidado para ndo exceder muito o tempo.

19- Adicionar 1 gota de glicerina tamponada sobre cada orificio da lamina, cobrindo-a com a
laminula. Manter as laminas ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.

DEFINICAO DO TiTULO DO CONJUGADO:

Para a leitura das reagdes e definicao do titulo do conjugado, utilizar o microscoépio de
imunofluorescéncia e objetiva com aumento de 40X. O titulo do conjugado corresponderéa a
diluicdo em que se observar fluorescéncia até o poco correspondente ao titulo do soro controle
positivo (vide rétulo do frasco), e auséncia de fluorescéncias nas diluicées correspondentes ao
soro controle negativo. Conforme pode ser observado no exemplo da figura abaixo.

Obs. 1: O limite minimo aceitavel da titulacao do conjugado para aprovacao do teste de
Imunofluorescéncia indireta deve ser de 1:100.

Obs. 2: Aconselhavel que as leituras das laminas sejam realizadas por duas pessoas qualificadas.



