IMUNOTESTE® — TOXOPLASMA (RIFI) - FELINO
Kit para Diagnéstico in vitro de Toxoplasmose Felina por Imunofluorescéncia Indireta.
USO VETERINARIO

Composicgéao:

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

- Soro controle negativo;

- Conjugado (anti-imunoglobulina G felina) marcado com isotiocianato de fluoresceina;

- Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 10X concentrada, 0,1 M, pH 7,2;

- Solucéo de glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato;

- Solucéo corante azul de Evans.

Apresentacéo:

a) 10 laminas de vidro 25,4 X 76,2 mm, 1 mm de espessura, com 12 cavidades (delimitacfes
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 PARA USO;

c) 1 frasco de vidro com 0,25 mL de soro controle negativo — PRONTO PARA USO;

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

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

f) 1 frasco de vidro com 3 mL de glicerina tamponada — PRONTO PARA USO;

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

Preparacéo de reagentes:

- Conjugado

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

- Solucéo salina tamponada (PBS) 1X concentrada

Diluir o PBS 10X concentrado (ex. 10 mL de PBS 10X concentrado + 90 mL de &gua
destilada ou purificada).

- Soros teste

Centrifugar os soros teste a 5.000 rpm durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Diluir
o soro centrifugado, partindo-se da diluicdo inicial de 1:40 (ex. 1 pL de soro + 39 pL 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 uL do soro controle negativo na cavidade de niimero 6 da lamina e 10 pL do
soro controle positivo na cavidade numero 7;

3. Adicione 10 pL dos soros teste diluidos nas cavidades restantes, registrando-se a posi¢ao
de cada um conforme a marcacao 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. Com a lamina seca, adicione 10 pL do conjugado diluido em azul de Evans em cada
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 laminula e glicerina tamponada, e faga a leitura em
microscépio equipado para leitura de imunofluorescéncia, usando objetiva de 40 X.

Observacédo: Apds a montagem, proteja as laminas da exposi¢éo a luz e faca a leitura em
seguida.

Interpretacdo dos Resultados:

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

2. Reacdo negativa: ndo havera fluorescéncia e 0 campo aparecera escuro.

Descarte

1. Todo material utilizado durante os testes e os residuos gerados devem ser descartados
em lixeira apropriada para material infectante (lixo biol6gico).

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

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

Modo de Conservacéo:
Conservar em temperatura entre 2° a 8° C.



Materiais necessarios para a realizagéo do teste e ndo fornecidos no Kkit:
Microscépio de Imunofluorescéncia para FITC (Isotiocianato de Fluoresceina)
Estufa de incubacao para temperatura de 37° C;

Micropipetas para os seguintes volumes: 1 uL; 10 pL; 14 uL; 39 uL e 140 pL;
Crondmetro ou relégio;

Laminulas 24 x 60 mm;

Frasco para estocar a solucao de PBS diluida;

Agua destilada ou purificada;

Ponteiras descartaveis de: 10 pL e 200 pL;

Proveta para volumes de 100 mL e 1000 mL;

Microtubos (tipo eppendorf) de 0,2 ou 0,6 mL para diluicdo do conjugado
Microtubos (tipo eppendorf) para diluicdo dos soros ou similares (placa de 96 pocos
reutilizavel).
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Precaucdes e Adverténcias

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

- Seqguir as recomendacdes de conservacao.

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

- Seguir as instru¢des de uso para que os resultados sejam validos.

- N&o usar reagentes apés a data de validade.

- Realizar manutencéo periddica do microscépio, pois a extrapolacdo da vida util da lamina
prejudica a analise dos resultados.
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