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USO VETERINARIO

INDICACAO:

O produto IMUNOTESTE® — TOXOPLASMA (RIFI) — CAPRINO &
um kit diagnostico para a detecgdo de anticorpos especificos
contra o protozoario Toxoplasma gondii, presentes em amostras de
soro de caprinos, utilizando a técnica de reagéo de imunofluores-
céncia indireta (RIFI).

As amostras de soros-teste diluidas sao depositadas nas
cavidades da lamina que esta recoberta com antigeno integro
formalizado, portanto ndo infeccioso, de Toxoplasma gondii. Os
anticorpos contra o protozoario Toxoplasma gondii, caso presentes
nas amostras de soro, ligam-se aos antigenos fixados nas
cavidades da lamina, formando uma ligagédo antigeno-anticorpo.
Para essa reagéo ser visualizada ao microscépio, € necessario
antes acrescentar um anti-anticorpo espécie-especifico acoplado
a um fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina—FITC), no caso, o
conjugado anti-lgG de caprino acoplado ao fluorocromo FITC. O
conjugado, por sua vez, ira se ligar aos anticorpos, caso estejam
presentes na lamina. O fluorocromo tem a capacidade de absorver
determinado comprimento de onda, proximo a luz ultravioleta (UV)
e, ao se excitar, consegue emitir fluorescéncia esverdeada captada
por microscopio especifico. Portanto, no resultado positivo, ou
seja, em que o animal apresente anticorpos contra o protozoario
Toxoplasma gondii, é possivel visualizar os parasitas com toda a
sua superficie bem delimitada com fluorescéncia esverdeada.
Enquanto, no resultado negativo, ou seja, em que o animal ndo
apresenta anticorpos contra o protozoario, ndo ha emissédo de
fluorescéncia esverdeada e o0 que se observa é apenas o parasita
levemente avermelhado.

COMPOSICAO:

- Lamina com antigeno fixado (formol 2 %) para o diagnostico in
vitro de Toxoplasma gondii,
- Soro controle positivo;



- Soro controle negativo;

- Conjugado (anti-lImunoglobulina G caprina/ovina) marcado com
isotiocianato de fluoresceina;

- Solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 10X concentrada,
0,1M,pH7,2;

- Solugéo de glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato;

- Solugéo corante azul de Evans.

APRESENTAGAO:

a) 10 laminas de vidro 25,4 X 76,2 mm, 1 mm de espessura, com 12
cavidades (delimitagdes circulares) de 5 mm &, contendo
substrato antigénico de Toxoplasma gondii, em envelope
aluminizado;

b) 1 frasco de vidro com 0,25 mL de soro controle positivo -
PRONTO PARAUSO;

c) 1 frasco de vidro com 0,25 mL de soro controle negativo -
PRONTO PARAUSO;

d) 1 frasco de vidro com 1,5 mL de conjugado;

e) 1 frasco plastico com 100 mL de solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS) 10X concentrada;

f) 1 frasco de vidro com 3 mL de glicerina tamponada - PRONTO
PARAUSO;

g) 1 frasco de vidro com 3 mL de azul de Evans - PRONTO PARA
USO.

PREPARO DOS REAGENTES:

-Conjugado

Pipetar 140 pyL do conjugado em microtubos tipo eppendorf e
acrescentar 14 pL de solugéo de azul de Evans. Envolver o frasco
em papel aluminio para proteger da luz. A solugdo esta pronta para
uso e é suficiente para as 12 cavidades de uma lamina.

- Solugao salinatamponada (PBS) 1X concentrada
Diluir o PBS 10X concentrado (ex. 10 mL de PBS 10X concentrado
+90 mL de agua destilada ou purificada).




-Soros teste
Centrifugar os soros teste a 2744 x g durante 15 minutos, em
temperatura ambiente. Diluir o soro centrifugado, partindo-se da
diluicdo inicial de 1:64 (ex. 1 yL de soro + 63 yL do PBS 1X
concentrado).

PROCEDIMENTO:

1. Retire as laminas do refrigerador e deixe-as secar em
temperatura ambiente por 10 a 15 minutos;

2. Adicione 10 pL do soro controle negativo na cavidade de nimero
6 dalamina e 10 pL do soro controle positivo na cavidade nimero 7;
3. Adicione 10 pL dos soros teste diluidos nas cavidades restantes,
registrando-se a posigdo de cada um conforme a marcagéo na
lamina;

4. Incube as laminas por 30 minutos em estufa a 37 °C, em camara
umida;

5. Utilizando cuba de vidro, lave as laminas trés vezes em PBS 1X
concentrado, 5 minutos em cada lavada;

6.Coma lamina seca, adicione 10 yL do conjugado diluido em azul
de Evansemcada cavidade;

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

8. Utilizando cuba de vidro, lave as laminas trés vezes em PBS 1X
concentrado, 5 minutos em cada lavada;

9. Com a lamina seca, monte-as com glicerina tamponada e
laminula e faga a leitura em microscépio equipado para leitura de
imunofluorescéncia, usando objetiva de 40X.

Observagao: Apds a montagem, proteja as laminas da exposi¢ao
aluzefagaaleituraem seguida.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS:

1. Reagdo positiva: os parasitas apresentardo fluorescéncia
esverdeada distribuida por toda a sua superficie.

2. Reacdo negativa: ndo havera fluorescéncia e o campo
aparecera escuro.




ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO KIT:

O teste para detecgdo de anticorpos anti Toxoplasma gondii
fornece resultados de especificidade >97 % e sensibilidade >92 %.
Em filhotes, recomenda-se o uso do kit apenas ap6s 3 meses de
idade, a fim de evitar anticorpos maternos.

MODO DE CONSERVAGAO:

Conservaremtemperaturaentre2e 8 °C.

MATERIAIS NECESSARIOS PARAAREALIZAGAO DO
TESTE E NAO FORNECIDOS NOKIT:

1. Microscépio de Imunofluorescéncia para FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina);

2. Estufa de incubagéo para temperatura de 37 °C;

3. Micropipetas para os seguintes volumes: 1 pL; 10 pL; 14 pL; 39
uLe 140 uL;

4. Cronbmetro ou relogio;

5. Laminulas 24 x 60 mm;

6. Frasco para estocar a solugado de PBS diluida;

7. Agua destilada ou purificada;

8. Ponteiras descartaveis de 10 uLe 200 pL;

9. Proveta para volumes de 100 mLe 1000 mL;

10. Microtubos (tipo eppendorf) de 0,2 ou 0,6 mL para diluigdo do
conjugado;

11. Microtubos (tipo eppendorf) para diluigao dos soros ou similares
(placa de 96 pogos reutilizavel);

12. Centrifuga.

USO DE PARAMENTAGAO:

Durante a realizagao dos testes recomenda-se que o colaborador
esteja paramentado com avental de manga longa e luva
descartavel.




PRECAUGOES E ADVERTENCIAS:

- Em caso de presenca de cristais no PBS 10X, recomenda-se
aquecé-lo até a completa dissolugdo dos cristais para posterior
diluicdo do tampao.

- Seguir as recomendagdes de conservagao.

-Manter ao abrigo da luz direta e a umidade excessiva.

- Seguir as instrugbes de uso para que os resultados sejam validos.
-N&o usar reagentes ap6s a data de validade.

- Realizar manutengado periédica do microscopio, pois a
extrapolagdo da vida util da lamina prejudica a analise dos
resultados.

DESCARTE:

1. Todo material utilizado durante os testes e os residuos gerados
devem ser descartados em lixeira apropriada para material
infectante (lixo biolégico).

2. As laminas devem ser descartadas em embalagem apropriada
para material perfurocortantes.

3. Acaixa, suporte interno da caixa e os frascos do produto, podem
ser descartados como material reciclavel.
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