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INDICAGAO DE USO

O kit IFI Leishmaniose Humana Bio-Manguinhos é utilizado na deteccao de anticorpos contra
Leishmania, em soros ou plasma humanos.

PRINCIiPIO DO TESTE

O conjunto apresentado é utilizado na deteccao de anticorpos contra Leishmania em soros
humanos. O teste de imunofluorescéncia indireta consiste na reacdao de soros com os
parasitas (Leishmania), fixados em laminas de microscopia. Numa etapa seguinte, utiliza-se
um conjugado fluorescente para evidenciacao da reacgao.

A leitura é realizada com auxilio de microscopio que utiliza incidéncia de luz azul e ultra-
violeta, sendo considerado reagente os soros que apresentarem fluorescéncia e nao reagentes
0s soros que apresentarem auséncia de fluorescéncia, tomando-se como referéncia os soros
controle positivo e negativo que devem ser incluidos em cada lamina.
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MATERIAL FORNECIDO

Componentes Apresentacao
Antigeno de Leishmania 01 frasco com 6,0 mL
Conjugado Anti-humano / FITC 01 frasco com 0,3 mL
Glicerina Tamponada pH 9,0 + 0,5 02 frascos com 6,0 mL
Azul de Evans 0,1% 01 frasco com 1,5 mL
Laminas para IFI 50 unidades

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

e Controle positivo (com titulo conhecido, preferencialmente, entre 1:160 e 1:640)
e Controle negativo.

e Tampao fosfato/salina (PBS) - pH 7,2.

¢ [ aminulas.

* Microplacas, micropipetas ou tubos e pipetas para diluigoes.

e Camara umida e cubas de lavagem.

¢ Microscopio para fluorescéncia.

CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL
O conjunto devera ser conservado entre 2° e 8°C.

Todos os componentes do teste devem ser guardados nas temperaturas indicadas desde
o ato do recebimento do conjunto, permanecendo estaveis pela validade definida na caixa
principal do kit.

Obs.: a temperatura de transporte, com bobinas de gelo reciclavel, permite que o conjunto
se mantenha em condi¢coes adequadas durante 24 a 36 horas.

CUIDADOS E PRECAUGOES
Somente para uso diagnéstico “IN VITRO”.

Este conjunto diagnoéstico contém produtos biolégicos e quimicos, podendo representar
uma fonte de infeccao. Portanto, ao manusear qualquer um dos reagentes deste conjunto,
observe as precauc¢des de biosseguranca necessarias. A qualidade dos resultados obtidos
com este conjunto diagndstico depende do cumprimento das boas normas de seguranca do
laboratoério, tais como:

- as amostras, assim como os controles, podem conter agentes infecciosos e devem ser
manipulados com cuidado;

- homogeneizar as amostras e controles antes de usar;

- utilizar equipamento de protecao individual (EPI), tais como:luvas descartéaveis, jaleco e
protetor facial em todas as etapas do teste;

- desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, laminas usadas, etc., em solucao de
hipoclorito de sédio a 2,5% ou agua sanitaria;

- nunca misturar componentes de lotes diferentes;

- utilizar frascos e vidrarias rigorosamente limpos, pois residuos de detergentes e/ou
substancias oxidantes poderao interferir na reacao;

- nao usar os reativos apds sua data de validade.



PREPARO DO TAMPAO FOSFATO PH 7,2 (PBS)

Sais Quant.
Cloreto de Sédio (NaCl) PA 0,15M 8,77 ¢g
Fosfato de Sédio Dibasico Anidro (Na,HPO, ) PA 0,0072M 1,02 ¢g
Fosfato de Sédio Monobasico Anidro (NaH,PO,) PA 0,0028M 0,34 g
Agua destilada q.s.p. (quantidade suficiente para) 1000 mL

ATENCAQO: os sais descritos acima, quando nao utilizados na forma anidra, deverao ter suas
quantidades recalculadas em funcao das moléculas de agua presentes. Verifique sempre no
rotulo dos produtos a composicao dos sais € o peso molecular.

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

Calculo:
Na,HPO, Anidro - Peso Molecular = 142 pesar 1,02 g
Na,HPO,.12H,0 - Peso Molecular = 358 pesar X ¢
142 — 1,02 X=1,02x358 = 2,57¢g
358 — X 142
Neste exemplo, onde o Fosfato Dibasico é hidratado com 12 moléculas de agua, devem-se
pesar 2,57 g para preparar o PBS.
TITULACAO DO CONJUGADO

O titulo do conjugado varia em funcao das condigoes de trabalho, do microscopio utilizado e
do operador. O laboratério devera repetir a titulagao do conjugado sempre que houver troca
de lote do kit, do microscépio ou quando se observar queda da intensidade da fluorescéncia
no controle positivo ao longo do tempo.

1- Ferver as laminulas em agua destilada por 30 minutos, ap6s a agua entrar em ebulicéo e
deixa-las estocadas em alcool comercial até a utilizagcao, quando deverao ser cuidadosamente
limpas e secas com o auxilio de gaze ou papel absorvente.

2- Separar 3 laminas e pingar 10 pL do antigeno em cada orificio, tendo o cuidado de manté-lo
homogeneizado durante o preparo.

3- Deixar secar de um dia para o outro a temperatura ambiente ou duas horas a 37 °C, para
uma boa fixacao dos parasitas.

ATENQAO: evitar atrito com a parte superior da lamina, onde se encontram os parasitas
fixados.

4- Fazer um protocolo de trabalho, conforme modelo abaixo, indicando a posicao das diluicoes
do Controle Positivo (CP), e do Controle Negativo (CN), além dos controles do conjugado
(PBS).
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5- Diluir em PBS o controle positivo 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, e diluir o controle negativo
1/40, utilizando o esquema de diluicao seriada a seguir:

200 pL 200 pL 200 pL

Vi v v

TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4
Diluicao 1:40 Diluicdo 1:80 Diluicdo 1:160 Diluicao 1:320
10 pL de soro 200 uL de PBS 200 uL de PBS 200 uL de PBS

+ + + +
390 uL de PBS 200 pL da diluicio 200 yL da diluicio 200 uL da diluigao
1:40 1:80 1:160

ATENCAO: homogeneizar o contetido de cada tubo antes de transferir o volume de 200 pL
para o tubo seguinte.

6- Adicionar 10 pL das diluicdes de soro por orificio, conforme o seu protocolo, em cada
uma das 3 laminas anteriormente preparadas.

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 nao se misturem. Utilizar uma ponteira para cada tubo a ser utilizado ou
utilizar uma ponteira para cada controle na ordem da maior para menor diluicao.

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

8- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, nas cubas de lavagem, por 5 minutos cada banho.
9- Lavar rapidamente as laminas, uma vez em agua destilada.

10- Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos a 37 °C, em estufa, para secar.
No entanto nao exceder muito nesta etapa.

11- Preparar uma solucao de PBS-Azul de Evans (PBS-AE) a 0,004%. Colocar em um tubo
120 pL de Azul de Evans (0,1%) e 2880 pL de PBS.

12- Diluir o conjugado anti-Ilg humano marcado com fluoresceina, conforme descrito a seguir:

20 pL de Conjugado + 980 UL PBS-AE

H DILUICAO 1:50
|
\J V ) J \’
TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5
Diluicao 1:100 Diluicao 1:150 Diluicao 1:200 Diluigao 1:250 Diluicao 1:300
100 uL PBS-AE 200 L PBS-AE 300 L PBS-AE 400 L PBS-AE 500 L PBS-AE
1oJ5uL 1o$uL 10—(")_/JL 10J5p|_ 1ogu|_
diluicao 1:50 diluicao 1:50 diluicao 1:50 diluicao 1:50 diluicao 1:50



13- Adicionar 15 pL das dilui¢des do conjugado por orificio nas laminas correspondentes
conforme esquema a seduir:
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Lamina 1 - Diluicdo 1:50 Lamina 2 - Diluicdo 1:150
Lamina 1 - Diluicao 1:100 Lamina 2 - Diluicdo 1:200
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Lamina 3 - Diluigao 1:250
Lamina 3 - Diluigao 1:300

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

15- Lavar as laminas 3 (trés) vezes com PBS em cuba de lavagem apropriada, 5 minutos
cada lavagem e, em seguida, lavar rapidamente as laminas uma vez em agua destilada.

16- Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos em estufa a 37 °C para secagem.
No entanto, nao exceder muito nesta etapa.

17- Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as laminas, cobrindo-as com
laminula. Manté-las ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.

DEFINICAO DO TiTULO DO CONJUGADO

Para a leitura, utilizar o microscépio de imunofluorescéncia e objetiva com aumento de 40X. O
titulo do conjugado sera a diluicao em que se observar fluorescéncia até o pogo correspondente
ao titulo do controle positivo (vide rétulo do frasco) e auséncia de fluorescéncia nas diluicoes
correspondentes ao controle negativo e ao PBS (controle de conjugado).

PROCEDIMENTO DO TESTE

1- Ferver as laminulas em agua destilada por 30 minutos, apdés a agua entrar em ebulicao e
deixa-las estocadas em alcool comercial até a utilizagao, quando deverao ser cuidadosamente
limpas e secas com o auxilio de gaze ou papel absorvente.

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

1 2 3 4
A01 AD1T AO2Y AO2
1:40 A8 1:80 28 1:40 2 1:80

A3 AOITAOATAOAT ADST A0S
1:40 A8 1:80 28 1:40 S\ 1:80 S\ 1:40 2 1:80
7 8 9 10 11 12

Obs. 1: Conforme recomendacao de especialistas, as amostras teste devem ser submetidas
ao ensaio de imunofluorescéncia pelo menos nas diluicoes 1:40 e 1:80.

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

3- Pingar 10 pL do antigeno em cada orificio da lamina, tendo o cuidado de manté-lo
homogeneizado durante o preparo. Deixar secar de um dia para o outro a temperatura
ambiente, ou duas horas a 37 °C, para uma boa fixacao dos parasitas.

ATENCAO: evitar atrito com a parte superior da lamina onde encontram-se os parasitas
fixados.



4- Diluir as amostras (1:40 e 1:80) e os controles positivo (1:40) e negativo (1:40), em PBS,
conforme esquema a seguir:

100 pL
TUBO 1 | | TUBO 2
Diluicao 1:40 Diluicao 1:80
10 uL de soro 100 pL da diluicao
+ 1:40
390 uL de PBS +
100 uL de PBS

5- Adicionar 10 pL das diluicdes de soro por orificio, conforme o protocolo previamente
elaborado. Deve-se tomar cuidado para que as amostras nao se misturem durante a incubagao.

0- Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos a 37 °C.
7- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, nas cubas de lavagem por 5 minutos cada banho.
8- Lavar rapidamente as laminas, uma vez em agua destilada.

9- Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos a 37 °C para secar. No entanto, nao
exceder muito nesta etapa.

10- Preparar, momentos antes do uso, uma solugcao PBS-AE, conforme tabela abaixo:

n° laminas Vol. PBS Vol. Azul de Evans (0,1%)
2 480 pL 20 uL
4 960 pL 40 pyL
6 1440 pL 60 pL

11- Diluir o conjugado na proporcao adequada, conforme titulacao prévia. Adicionar 15 pL
da diluicao do conjugado em cada orificio das laminas.

Obs. 1: Diluir somente a quantidade de conjugado necesséria para utilizagcao no mesmo dia.

Obs. 2: Evitar pipetar menos de 5 pL de conjugado para minimizar a possibilidade de erros
na diluicao.

12- Incubar as laminas em camara Umida por 30 minutos a 37 °C, em estufa.
13- Lavar as laminas 3 (trés) vezes em PBS, nas cubas de lavagem, por 5 minutos cada banho.
14- Lavar rapidamente as laminas, uma vez em agua destilada.

15- Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos a 37 °C, em estufa, para secar. No
entanto, nao exceder muito nesta etapa.

16- Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as laminas, cobrindo-as com
laminula. Manté-las ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.
LEITURA E INTERPRETACAO

1- Para a leitura e interpretacao das reacoes utilizar o microscopio de imunofluorescéncia e
objetiva de 40X. Focalizar a lamina na posicao do controle positivo e observar a fluorescéncia
presente, de acordo com o padrao descrito a seguir.

2- Focalizar a lamina na posicao do controle negativo e observar a auséncia de fluorescéncia
nos parasitas, bem como a coloracao de fundo “background®.

3- Proceder a leitura das amostras, considerando os padroes a seguir:



Amostra reagente
As amostras que, a partir da diluicao 1:40, apresentaremfluorescéncia na membrana do parasito.

Amostra nao reagente
As amostras que nao apresentarem fluorescéncia.
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