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A Coordenacao Nacional de DST e Aids e a Coorde-
nacado de Sangue e Hemoderivados do Ministério da Saude, em
nome do compromisso com a melhoria do atendimento a
populagdo, unem seus esforgos a fim de promover o
aperfeicoamento dos profissionais dos laboratérios de saude
publica e das unidades hemoterapicas.

Nessa perspectiva, os cursos do Sistema de Educacdo a
Distancia — TELELAB, organizados numa abordagem favoravel ao
repensar da pratica profissional, oferecem aos profissionais da
saude uma oportunidade de adquirir conhecimentos embasados
em critérios técnico-cientificos de qualidade para assegurar o
padrao de exceléncia desejavel no atendimento aos usuarios dos
servigos de saude.

Queremos deixar registrado nosso agradecimento a todos os
que contribuiram na produgdo dos videos e dos manuais que
compdem os cursos. Esses especialistas de areas tdo diversas
aproveitaram as diferengas para realizar um trabalho harménico e
integrado, o que reforca a nossa idéia de que € em equipe e em
parceria que se constréi um sistema uUnico de saude com
qualidade.

Aos alunos do TELELAB nossas boas vindas e votos de
sucesso!

Coordenador Nacional Coordenador Nacional de
de DST e Aids Sangue e Hemoderivados
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Seja bem-vindo(a)!

Vocé agora faz parte do TELELAB, um Sistema de Educagéao a Distancia
do Ministério da Saude. Estdo a sua disposigdo os seguintes cursos:

Cursos — TELELAB Pré-requisitos
01 - Técnicas para Coleta de Secregdes -
02 - Técnicas para Coleta de Sangue =
03 - Técnica de Coloragdo de Gram Curso 01
04 - Cultura, Isolamento e Identificagdo de
"Neisseria gonorrhoeae" Curso 01 e Curso 03
05 - Diagnéstico Laboratorial da Chlamydia Curso 01
06 - Diagnostico Sorolégico da Sifilis Curso 02
07 - Diagnostico Sorolégico do HIV: Testes de Triagem Curso 02
08 - Diagnéstico Sorologico do HIV: Testes Confirmatdrios Curso 02 e Curso 07
09 - Coleta de Sangue de Doadores -
10 - Preparagdo de Hemocomponentes Curso 09
11 - Doenga de Chagas — Triagem e Diagndstico Sorolégico em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Curso 02
12 - HTLV- I/ll — Triagem e Diagnéstico Sorolégico em Unidades
Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Curso 02
13 - Hepatites Virais — Triagem e Diagnostico Sorolégico em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Curso 02
14 - Controle de Qualidade de Testes Soroldgicos em Unidades Curso 06 ou 07 ou 11
Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica ou12ou 13
15 - Equipamentos - Utilizagdo e Monitoramento em Unidades
Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Um dos cursos anteriores
16 - Biossegurangca em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios
de Saude Publica Um dos cursos anteriores
Observagoées:

1. Vocé se inscreve em um curso por vez, escolhido de acordo com seu interesse e/ou
necessidade do servigo, respeitando os pré-requisitos identificados.

2. O curso Controle de Qualidade de Testes Soroldgicos € complemento essencial para todos os
cursos de diagndstico soroldgico. Ele deve ser feito imediatamente apds a conclusdo do
primeiro desses cursos (06 ou 07 ou 11 ou 12 ou 13).

3. Os cursos de Equipamentos (15) e de Biosseguranga (16) — sdo complementos essenciais para
todos os outros cursos e devem ser feitos apds o primeiro curso concluido por vocé.
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Como funciona

Os cursos do TELELAB estdo programados de modo a nao interferir na
sua rotina de trabalho e vocé tem 1 més para concluir cada curso que fizer. Em
cada um deles, vocé:

Pré-teste faz um pré-teste e, depois, assiste a um video
Video guantas vezes quiser, no lugar combinado
com a coordenacao local do TELELAB;

Manual estuda o manual correspondente, no tempo,
horario e lugar de sua preferéncia;

Pdos-teste faz um pés-teste para avaliagdo de sua
¢ aprendizagem
Certificado depois de acertar no minimo 80% dos pos-

teste, recebe um certificado

Para esclarecimentos de duvidas e sempre que precisar,
comunique-se diretamente com:

TELELAB - CN-DST/AIDS - MS
Fax gratuito: 0800-61-2436

Ao final do curso "Doenga de Chagas - Triagem e Diagnostico
Sorolégico em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude
Publica", vocé sera capaz de:

identificar os procedimentos e as técnicas recomendadas pelo
Ministério da Saude para triagem soroldgica de doadores de sangue e
para o diagnéstico soroldgico da doenga de Chagas;

executar os testes para detecgdo da infecgdo pelo T. Cruz,
obedecendo a critérios técnicos e de controle de qualidade.

GUARDE ESTE MANUAL. ELE E SEU. USE-O!
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A doenca de Chagas, descrita em 1909, € uma parasitose
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esse
parasita é transmitido ao homem por um inseto conhecido
popularmente pelos nomes de barbeiro, chupao, procoté e outros.

O sanitarista brasileiro Carlos Justiniano Chagas descreveu
sozinho, fato inédito na histéria da medicina, o ciclo completo da
doenga. Ele identificou o parasita, o transmissor, o reservatorio
animal dos parasitas e as manifestagdes clinicas da doenga que
levou o seu nome. Chagas denominou o parasita de T. cruzi, em
homenagem a Oswaldo Cruz.

A doencga é freqiente na América Central e na América do
Sul. No Brasil, a ocorréncia dessa enfermidade, que acomete
cerca de trés milhdes de brasileiros, é particularmente elevada em
alguns estados como Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul,
Bahia e Piaui.

Além da transmissao pelo barbeiro, a infeccao pelo T. cruzi é
transmitida também por via sanguinea.

O primeiro teste utilizado para a detec¢ao da infecgéo pelo
T. cruzi foi a reagao de Fixacdo de Complemento, desenvolvida
por Guerreiro e Machado, em 1913. Hoje, esse teste apresenta
apenas valor historico, dada a existéncia de testes sorologicos
mais simples e mais precisos.

A utilizagdo rotineira dos testes soroldgicos em unidades
hemoterapicas tem contribuido, de forma decisiva, para a redugao
do numero de casos pos-transfusionais da infecgao pelo T. cruzi.

Neste manual estdo apresentados os testes recomendados,
tanto em unidades hemoterapicas, para a triagem sorolégica de
doadores de sangue, quanto em laboratérios de saude publica,
para o diagndstico sorologico da infec¢ao pelo T. cruzi, atendendo
a critérios técnicos, de controle de qualidade e de biossegurancga.
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A doenca de Chagas e os
métodos de diagnostico

Qual o agente causador da doen¢a de Chagas?

Como vocé ja sabe, o Trypanosoma cruzi € o parasita causador da
doenca de Chagas. Esse parasita € transmitido aos mamiferos (homens e
animais) por insetos hematéfagos como o Triatoma infestans, popularmente
chamado barbeiro.

‘ Inseto hematoéfago - inseto que se alimenta de sangue. ‘

Em condigbes naturais, o barbeiro ingere formas sanguineas do T. cruzi
ao se alimentar em um hospedeiro infectado. Essas formas sanglineas
diferenciam-se e multiplicam-se no trato digestivo do inseto, dando origem aos
tripomastigotas metaciclicos que s&o eliminados nas fezes do barbeiro. Como o
inseto tem o habito de defecar no momento da picada, as fezes contendo os
parasitas infectam os seres humanos através de lesbes na pele, pelo orificio da
picada ou pelas mucosas.

Na Figura 1, vocé pode ver o barbeiro e uma forma sanguinea do T. cruzi.

11
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Quais as principais formas de contaminacao pelo T. cruzi por via
sangliinea?
O T. cruzi é transmitido por via sanguinea, principalmente:
nas transfusdes com sangue contaminado,
de mée para filho (transmissao vertical);
na infecgédo acidental em laboratério;
nos transplantes de 6rgéos e tecidos.

Quais os testes utilizados para o diagnostico laboratorial da infecgao
pelo T. cruzi?
Para o diagnostico laboratorial da infecgéo pelo T. cruzi sdo utilizados os
seguintes testes:
parasitologicos diretos (exame a fresco do sangue, técnicas de
concentragdo do parasita, etc.) Esses testes sdo indicados na fase
aguda da doenga, quando a parasitemia é elevada;
sorolégicos, sdo testes imunolégicos que detectam no soro,
antigenos ou anticorpos em varios tipos de infec¢do. Esses testes sao
utilizados para detecgéo da infecgado pelo T. cruzi na fase crbnica da
doenca.

Antigeno - Ag - é qualquer substancia que o organismo
identifica como estranha e que induz a producdo de proteinas
especificas (anticorpos) pelo sistema imune.

Anticorpo - Ac - também chamado imunoglobulina (Ig), € uma
proteina produzida pelo sistema imune em resposta a um
determinado antigeno. O anticorpo se liga de maneira especifica
ao antigeno.

A ligacao especifica entre o antigeno e o anticorpo constitui a base dos
testes sorologicos.

No caso da doencga de Chagas, esses testes baseiam-se na identificagéo
de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG, predominantes na fase cronica da
doenca.
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Ha laboratérios que, além dos testes sorologicos, utilizam, na fase
crbnica, reagbes de amplificagdo dos acidos nucleicos do parasita.

Amplificagdo de acido nucleico - seqliéncia de reacgbes que
promove o aumento de cépias de uma molécula de DNA ou RNA.

Essas reagdes sao utilizadas em laboratérios de pesquisa, mas ainda
ndo estdo disponiveis para a rede de laboratdrios. Por isso, a partir daqui,
serao enfocados os testes soroldgicos que sao rotineiramente empregados na
deteccao da infeccdo pelo T. cruzi.

Quais os testes soroldogicos mais utilizados para a detecgdo da
infecgao pelo T. cruzi?

Devido a sua elevada sensibilidade e especificidade, os testes
soroldgicos mais utilizados para a detecgéo da infec¢ao pelo T. cruzi séo:

1. Hemaglutinacao Indireta (HAI);

2. Imunofluorescéncia Indireta (IF1);

3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

A sensibilidade de um teste é a sua capacidade de dar um
resultado positivo quando o individuo esta verdadeiramente
infectado.

A especificidade de um teste € a sua capacidade de dar um
resultado negativo quando o individuo nao esta infectado.
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Em que se baseia a reagcao de HAI?

A reacdo de HAI se baseia na aglutinacdo de heméacias sensibilizadas
com antigeno T. cruzi, em presenga de soro contendo anticorpos contra esse
parasita. Veja na Figura 2.

£—— hemacia sensibilizada

A(— anticorpo ' com antigeno
A A A

A’x(

aglutinagao

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Figura 2 - Representagdo esquematica de uma reagdo de hemaglutinacéo indireta (HAI).

Observe que:
na etapa 1, adiciona-se a amostra, que, sendo reagente, contém
anticorpos anti-T. cruzi. O suporte, em geral, € uma placa de
microtitulacao;

placa de microtitulagdo - produzida, geralmente, em
poliestireno transparente com 96 cavidades ou em tiras (strips)
de 8 ou 12 cavidades, com fundo em V ou em U.

na etapa 2, adiciona-se hemacias sensibilizadas com antigeno de T.
cruzi;

na etapa 3, a reacdo antigeno-anticorpo é visualizada pela aglutinagcéo
das hemacias.
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Como é feita a leitura da reacdo e quais os critérios para se
considerar uma amostra reagente, nao reagente ou indeterminada no
teste de HAI?

A leitura é feita, a olho nu, com a placa de microtitulacdo colocada contra
a luz ou em um espelho proéprio. Veja, no Quadro 1, os critérios para a leitura.

Quadro 1 - Critérios para definir amostra reagente, ndo reagente ou indeterminada no
teste de HAI

amostra reagente hemacias distribuidas de maneira
homogénea, em forma de tapete ou
manto, ocupando area maior do que
50% do fundo da placa.

N hemacia acumulada em formas de
amostra nao reagente B
botao no fundo do pocgo.

amostra indeterminada qualquer padrao diferente dos
anteriores.

Confira esses critérios na Figura 3:

\ Rea'g-éme Nao réagente Indeterminada /

Figura 3 - Visualizagdo de amostra reagente, ndo reagente e indeterminada na reacéo
de HAI

O teste HAI pode ser qualitativo ou quantitativo.
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Quando se utiliza o teste de HAI qualitativo e o HAI quantitativo ou
para titulagao?
O teste de HAI qualitativo ¢é utilizado para definir se uma amostra é
reagente ou ndo reagente. A amostra de soro para a realizacdo da HAI
qualitativa é diluida uma unica vez;
O teste de HAI quantitativo, ou para titulagdo, é utilizado para
confirmar os resultados das amostras reagentes ou indeterminadas
no HAI qualitativo e para definir o titulo das amostras reagentes. Para a
titulagao é feita a diluicao seriada das amostras de soro.

Como sao feitas as diluicbes da amostra para o teste de HAI
qualitativo e quantitativo?

O fabricante do conjunto diagnoéstico fornece o diluente especifico e
define a diluicdo inicial da amostra para o teste qualitativo. As diluicdes da
amostra para o teste quantitativo sdo preparadas, em geral, na razéo 2 a partir
da diluicdo do teste qualitativo. Acompanhe um exemplo:

Uma amostra foi reagente no HAI qualitativo na diluicdo Unica de 1/20
de acordo com as orientagdbes do fabricante. Para o teste HAI
quantitativo foram feitas cinco diluicbes da amostra a partir da diluicdo
1/20 como apresentado na Figura 4.

i 50ul da
b diluigao

50ul da 50l da 50ul da 50ul da
10ul 1120 diluigao diluicao diluicao diluicao
1/40 1/80 1/160 1/320

T oiee T s TR s T .

[ '
! | I
_ 50ul L 50ul 504l [ soul | 50l

1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640

190ul

Diluente Soro

Figura 4 - Exemplo de diluigdo seriada da amostra para o teste de HAI quantitativo

Atencdo: é preciso homogeneizar cada diluigdo antes de fazer a seguinte.

19
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Depois de diluir, & preciso determinar o titulo da amostra.

Como é determinado o titulo de uma amostra no teste de HAI?

Para determinar o titulo vocé testa cada uma das diluigbes da amostra
em um pogo da placa de microtitulagédo. O titulo corresponde a ultima diluigdo
em que a amostra ainda foi reagente, desde que a diluigdo seguinte tenha um
resultado negativo ou indeterminado.

Continuando o exemplo do item anterior, veja, na Figura 5, o resultado
obtido com cada uma das diluigdes da amostra:

)90000000000
.+++¢¢++¢4¢4,

120 1/40 1/80 1160 1/320 1/640

|\\ R = Reagente; | = Indeterminada; NR - Ndo Reagente

Figura 5 - Representacao das reagdes de cada uma das diluicdes da amostra no HAI

Observe que o titulo foi de 160, porque a diluicao 1/160 foi a ultima onde
a amostra ainda foi reagente.
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Quais os materiais necessarios para realizar o teste de HAI
qualitativo ou quantitativo?

No Quadro 2 estdo os materiais geralmente fornecidos pelo fabricante e
os materiais necessarios mas nao fornecidos.

Quadro 2 - Materiais utilizados para execucao do teste de HAI

MATERIAIS GERALMENTE FORNECIDOS PELO FABRICANTE

placas de microtitulacdo com fundoem Vou e U

diluente para os soros ou plasmas

soro-controle negativo

soro-controle positivo

hemacias sensibilizadas com antigeno T.cruzi

NANANENEN AN

2 mecarptoetanol (2-ME)

Atencao: o 2-ME é recomendado por alguns fabricantes e incluido
no conjunto diagnoéstico. Essa substancia quando misturada ao soro
elimina a reatividade inespecifica diminuindo a possibilidade de se
obter resultados falso-positivos e indeterminados.

MATERIAIS NAO FORNECIDOS PELO FABRICANTE

v pipetas manuais de volume ajustavel (de 5 a 50ul, de 50 a 200yl
e de 200 a 1.000pl)

ponteiras descartaveis para as pipetas de volume ajustavel

AN

pipetas graduadas de 1ml, 5ml e 10 ml e péra de borracha

<

soro-controle positivo (CP) e negativo (CN) — produzido em seu
proéprio laboratério

fita adesiva transparente para selar a placa

espelho para leitura de placas de microtitulagéo (opcional)

agitador de placas (opcional)

protocolo de trabalho (vide bloco "Anexos")

equipamentos de protegéo individual: luvas, mascaras, avental ou jaleco

NENENENEN AN

recipiente de paredes rigidas, boca larga e tampa contendo
hipoclorito de sédio a 2%

Siga as orientagbes do fabricante para conservar e armazenar os
reagentes.
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Como realizar um teste de HAI qualitativo e quantitativo ou para

titulagao?

O teste de HAI, qualitativo ou quantitativo (titulagédo), deve ser realizado
de acordo com as orientagdes do fabricante. No entanto, alguns procedimentos
gerais devem ser observados:

1. confira o conjunto diagnostico (componentes, materiais, diluente e
reagentes) verificando se ele estda sob condigbes adequadas de
conservacgao e dentro do prazo de validade;

Atencao: homogeneize as hemacias sensibilizadas com o antigeno
verificando se estdo sem grumos. Se vocé observar a presencga de
grumos significa que houve autoaglutinacdo das hemacias o que
torna o antigeno impréprio para uso.

2. leia todas as instrugdes do conjunto diagndstico antes de iniciar o teste;

3. providencie os outros materiais, ndo fornecidos pelo fabricante, necessarios

para a realizagao dos testes;

Separe uma ponteira descartavel para cada amostra e para cada tipo de
reagente a ser pipetado. Nao reutilize ponteiras.

4. utilize exatamente os volumes indicados para o preparo de todas as
solugdes. Nao faga qualquer alteragdo com o intuito de economizar
reagentes;

5. deixe as amostras e o0s reagentes que serdo utilizados atingirem a
temperatura ambiente, antes de iniciar a reacéao;

A temperatura ambiente em laboratérios deve estar entre 20°C e 26°C.

6. inclua soros-controle positivo e negativo fornecidos pelo fabricante e
produzidos em seu laboratério;

7. faca um protocolo de trabalho, relacionando os controles, as amostras e as
diluicbes correspondentes. Veja um exemplo de protocolo de HAI no Anexo
1 deste manual;

8. faca a diluicao das amostras: a) para o HAI qualitativo a amostra deve ser
diluida em tubo, de acordo com a recomendacdo do fabricante, e depois
pipetada na placa de microtitulagédo; b) para o HAI quantitativo a diluigdo
seriada da amostra deve ser feita na razéo 2, e a partir da diluicado do HAI
qualitativo. Faga cada uma das diluigbes diretamente em um pogo da placa
de microtitulagdo, de acordo com as instrugdes do fabricante;

$:

»
ANER
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Lembre-se: homogeneize o conteudo de cada diluicdo da amostra antes

de fazer a diluicdo seguinte. Utilize uma ponteira para cada diluigéo.

10.

1.

12.

13.

14.
15.

Atencao: se o conjunto diagnéstico utilizar 2-ME, antes das diluigbes, as
amostras deverao ser preparadas do seguinte modo:

dilua o 2-ME 1/100 em salina. Por exemplo: 10 pl de 2-ME + 990 pl de
solucdo 0,85% NaCl (cloreto de sdodio isotbnico, ou seja, "soro
fisiolégico");
dilua cada amostra (soro puro) com 2-ME ja diluido. Faga essa diluicdo
em volumes iguais, por exemplo: para diluir 0,1 ml de soro utilize 0,1 ml
de 2-ME ja diluido;
incube por 30 minutos a 37°C. E fundamental que o tempo de incubacéo
seja exatamente 30 minutos.

homogeneize suavemente o antigeno e pipete em cada pogo da placa de
microtitulagdo o volume indicado pelo fabricante;
cubra a placa com fita adesiva transparente de modo que fique totalmente
vedada;
agite, suavemente, a placa de microtitulagéo, de preferéncia com o agitador
de placa, para homogeneizar todos os componentes;
incube a placa a temperatura ambiente, em local sem vibragdes, pelo tempo
recomendado pelo fabricante;
faga a leitura da reacdo verificando se os resultados obtidos para os
controles estdo de acordo com os critérios definidos pelo fabricante. Se os
resultados dos controles ndo estiverem de acordo, inicie novamente o teste.
S6 considere os resultados das amostras quando os resultados dos
controles estiverem de acordo com os critérios;
registre os resultados no protocolo;
despreze as amostras e os residuos do conjunto diagnéstico utilizado,
conforme as orientagdes do curso TELELAB - "Biosseguranga em Unidades
Hemoterapicas e em Laboratérios de Saude Publica".

v Jamais inicie a execugao dos testes antes de arrumar sua bancada

de trabalho com todos os materiais e equipamentos necessarios.

v Utilize sempre equipamentos de protegao individual e manipule as
amostras como material potencialmente infectante.
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Que medidas devem ser levadas em consideraciao para que vocé
possa garantir a qualidade dos resultados do teste de HAI?

1.

Leia atentamente todas as instrugdes do fabricante antes de iniciar qualquer
reagao;

providencie todo o material necessario a execugao do teste e que nao esta
contido no conjunto diagnéstico;

nao misture controles, placas de microtitulagdo, hemacias sensibilizadas
com antigeno e diluentes de diferentes lotes e/ou fabricantes;

homogeneize as hemacias observando se nao houve aglutinacéo
espontanea, antes de iniciar a reagao;

Lembre-se: as hemacias autoaglutinadas formam grumos que as tornam
impréprias para uso;

verifique se os reagentes apresentam turvagao, precipitagédo ou alteragéo de
cor, o que os torna impréprios para uso;

Nao use reagentes com prazo de validade vencido;

. execute as diluicbes da amostra em diluente especifico fornecido no

conjunto diagndstico e de acordo com as orientacdes do fabricante;

Lembre-se que é fundamental homogeneizar cada diluicdo antes de fazer a
seguinte e trocar a ponteira;

incube a placa de microtitulagido em local sem vibragdes.
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Em que se baseia a reagao de Imunofluorescéncia indireta (IFl)?

A reagdo de IFI baseia-se na interagdo do proprio T. cruzi (formas
epimastigotas) com os anticorpos contra esse parasita presentes no soro. Veja
na Figura 6.

anticorpo —p
<< )’/& conjugado/\
=A ,
antigeno :_h/\\ j\r\\ A
' A 2\
A b A
l FTAPA 1 i ETAPA 2 ' ETAPA 3 I ETAPA 4

Figura 6 - Representacéo esquematica da reacao de IFI positiva

Observe que:
na etapa 1, o proprio parasita T. cruzi é fixado numa lamina de vidro com
regides demarcadas;
na etapa 2, é adicionada a amostra diluida que, sendo reagente, contém
anticorpos especificos que se ligam ao antigeno T. cruzi;
na etapa 3, adiciona-se o conjugado composto de uma anti-
imunoglobulina humana ligada ao isotiocianato de fluoresceina, que
servira como revelador da reagao antigeno e anticorpo;
na etapa 4, a interacdo antigeno/anticorpo é evidenciada por meio da
fluorescéncia do parasita.
Assim como o HAI, o teste de IFI também pode ser qualitativo ou
quantitativo:

o IFl qualitativo: define se a amostra é reagente, ndo reagente ou
indeterminada,

¢ IFI quantitativo: confirma os resultados das amostras reagentes e
indeterminadas no IFl qualitativo e define o titulo das amostras

reagentes.
- 5
'

*
AL
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Como é feita a leitura da reacao e quais os critérios para se
considerar uma amostra reagente, ndo reagente ou indeterminada
no teste de IFI?

Para leitura da reacdo, € necessario que vocé utilize microscépio de
fluorescéncia. A interpretacdo dos resultados deve obedecer aos critérios
descritos no Quadro 3

Quadro 3 - Interpretagdo de uma reagao de IFl para diagnéstico da infecgédo pelo T.

cruzi

Amostra reagente Presenca de fluorescéncia uniforme em toda a
membrana dos tripanossomas

Amostra nao Auséncia total de fluorescéncia nos tripanossomas

reagente que se apresentam, geralmente, com coloragao
vermelho tijolo

Amostra Qualquer padrao diferente dos descritos

indeterminada anteriormente. Geralmente, os tripanossomas
apresentam fluorescéncia inespecifica, ou seja, em
varias partes

O teste de IFI pode ser qualitativo ou quantitativo.

Como sao feitas as diluicoes da amostra para realizar o teste de IFI
qualitativo e quantitativo?

As diluicbes da amostra sdo feitas com PBS (Phosphate-Buffered-
Saline), ou seja, solugdo salina tamponada com fosfatos, também chamada
tampao fosfato.

‘ Veja orientagdes para preparar o PBS no bloco "Férmulas" deste manual.

Para o teste de IFl, as diluicdbes sao realizadas de acordo com as
orientagdes definidas pela pratica dos laboratérios de referéncia, ou seja:

para o teste de IFl qualitativo recomenda-se a diluigao 1/20, na triagem
sorolégica de doadores em unidades hemoterapicas, enquanto que para o
diagnostico nos laboratérios de saude publica essa diluicdo deve ser de
1/40;
para o teste de IFI quantitativo recomenda-se a execugao de pelo menos 5
diluigées na razao 2 a partir da diluicao do teste qualitativo.
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Na Figura 7, vocé pode conferir a sequéncia de diluigbes da amostra
para IFl quando for necessaria a titulagdo na triagem soroldgica de doadores
de sangue.

. =l il rosRiali s ==

Figura 7 - Representacdo da sequéncia de diluicbes da amostra no teste IFI
quantitativo para triagem sorolégica de doadores de sangue
Agora, veja na Figura 8, a sequéncia de diluicbes da amostra no IFI
quantitativo para diagnéstico soroldgico.

Figura 8 - Representacdo da sequéncia de diluicdes no teste IFI quantitativo para
diagndstico soroldgico

29



30

DOENGCA DE CHAGAS

A opcao dos laboratérios de referéncia pela diluigao inicial da
amostra em 1/40 para diagnoéstico soroldgico foi feita apos
estudos epidemioldgicos. Esses estudos demonstraram que
soros de individuos verdadeiramente chagéasicos apresentam
reatividade em diluigao igual ou maior do que 1/40.

Os mesmos dados epidemiolégicos indicaram que, na populagao
nao-chagasica, a presenca de anticorpos naturais é responsavel
por um grande numero de resultados falso-positivos, quando
esses soros sao testados em diluigdbes menores do que 1/20.

Visando a protecdo dos receptores de sangue e hemocomponen-
tes, foi estabelecida a diluigdo inicial da amostra em 1/20, para
evitar a ocorréncia de resultados falso-negativos na triagem
sorolégica de doadores de sangue.

Como é determinado o titulo de uma amostra no teste de IFI?

Para determinar o titulo, cada uma das diluicdes da amostra é colocada
em contato com o antigeno, em uma demarcagéo da lamina de IFl. O titulo
como vocé ja sabe, corresponde a ultima diluicdo em que a amostra ainda foi
reagente, desde que a diluicdo seguinte tenha um resultado negativo ou
indeterminado.
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Na reacéo de IFl o conjugado também precisa ser titulado.

Por que é necessario titular o conjugado na reacao de IFI?

O titulo do conjugado varia em fungao das condigbes de trabalho e do
operador. Além disso, existem variagdes tanto na qualidade dos reagentes de
cada lote quanto na capacidade de resolugao dos diferentes microscopios de
fluorescéncia. Portanto, mesmo que o fabricante indique o titulo, a titulagéo
deve ser feita:

a cada novo lote de conjugado ou de antigeno;
sempre que o controle positivo acusar perda de intensidade de
fluorescéncia.

Veja, no proximo item, quais os materiais necessarios para titular o
conjugado e testar as amostras por IFI.

Quais os materiais necessarios para realizar o teste de IFI?

Para o teste de IFI, o antigeno e os reagentes sao adquiridos
separadamente ou juntos em um conjunto diagnéstico.

No Quadro 4, na pagina seguinte, estdo relacionados os materiais
necessarios para execugao do teste de IFI.
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Quadro 4: materiais necessarios para execucao do teste de IFI

REAGENTES

v

Antigeno de T cruzi (fixado na lamina, liofilizado ou em suspensao)
Atencao: os antigenos liofilizados e em suspensdo devem ser preparados e
fixados nas l&minas seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante.

Tampéo fosfato PBS (phosphate buffer saline) pH 7,2 — vide bloco "Férmulas”

Azul de Evans (AE) (vide bloco "Férmulas")

ANANAN

Conjugado anti-imunoglobulina humana (total ou IgG) conjugada ao
isotiocianato de fluoresceina

Glicerina tamponada pH (9,0 0,5) — vide bloco "Férmulas"

Soros-controle (positivo e negativo) — controle de qualidade interno da
reacdo, conforme orientagées do curso TELELAB — "Controle de Qualidade
de Testes Sorolégicos em Unidades Hemoterapicas e Laboratorios de Saude
Publica"

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS DE LABORATORIO

Relégio despertador (timer)

Laminas demarcadas para IFI

Microscopio de fluorescéncia

NAYANAN

Pipetas manuais de volume ajustavel (5 uyl a 50 pl, 50ul a 200 pl, 200 pl a
1.000 pl)

Ponteiras descartaveis para as pipetas manuais

Balanca semi-analitica e acessérios de pesagem

Agitador tipo Kline (opcional)

Estufa com temperatura regulavel a 37°C

Camara Umida

Cubas para lavagem de laminas (cuba de Koplin)

Laminulas 24 x 50 mm

Provetas de 1.000 ml

Béquer de 2.000 ml

SNENANANANENENENANAN

Recipientes de paredes rigidas, boca larga e tampa contendo hipoclorito de
sodio a 2%

Luvas descartaveis, 6culos, mascaras ou protetor facial e jaleco

AN

Protocolo de trabalho (vide bloco "Anexos")

Como armazenar os reagentes do teste de IFI?

As laminas ja contendo o antigeno fixado devem ser armazenadas a

- 20°C. Aqueles laboratorios que utilizam antigeno liofilizado ou em suspenséo
devem conserva-los entre 2°C e 8°C, antes de fazer a fixagdo na lamina.

A anti-imunoglobulina humana (total ou IgG), glicerina tamponada e azul

de Evans, devem ser mantidos também entre 2°C e 8°C.
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Veja no curso TELELAB - "Controle de Qualidade de Testes Soroldgicos
em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica", como
armazenar e conservar 0s soros-controle.

Agora que vocé ja conhece os materiais e a forma de armazena-los, veja
no proximo item como titular o conjugado.

Como realizar a titulagdo do conjugado?
A titulagéo do conjugado deve ser feita do seguinte modo:
1. leia atentamente todas as instru¢des do fabricante;
2. deixe o soro-controle negativo, o positivo e os demais reagentes atingirem a
temperatura ambiente. Utilize um soro positivo com titulo entre 80 e 320;
3. deixe uma lamina com o antigeno ja fixado atingir a temperatura ambiente;

Evite atrito na parte superior da lamina para nao remover o
antigeno fixado

4. coloque a lamina em estufa a 37°C até sua completa secagem.
Cuidado: a lamina nao pode ficar na estufa além de 10 minutos, que é o
tempo maximo necessario para essa secagem;
5. facga a identificagdo da lamina e prepare um protocolo de trabalho, indicando
as posigdes do soro controle positivo (CP), do negativo (CN) e do PBS. Veja
na Figura 9.

PBS CN cP PBS/ [ CN

PBS CN CP PBS CN

Figura 9 -Representagdo de uma lamina para titulagdo do conjugado

Atencao: a demarcagdo contendo PBS é um controle para verificar se o
conjugado reage inespecificamente com os parasitas. Se houver
fluorescéncia no PBS o procedimento precisa ser realizado
novamente.
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fagca e homogeneize a diluigdo do soro CN a 1/20 (190 pl de PBS + 10 pl do
CN);
faga a diluicdo com PBS do CP, de acordo com o titulo do soro que vocé
estiver utilizando (1/80, 1/160 ou 1/320);
pipete nas demarcagdes correspondentes da Iamina: 10 pl do PBS, 10 ul do
CN ja diluido e 10 pl do CP ja diluido;

Lembre-se: providencie uma ponteira descartavel para cada tipo de

controle e reagente a ser pipetado. Nao reutilize ponteiras.

9.

10.

11.

12.

coloque a lamina em cadmara umida e incube em estufa a 37°C por 30

minutos;

faca a lavagem da lamina, apds a incubagéo, do seguinte modo:

a) mergulhe-a, rapidamente, em um recipiente contendo PBS pH 7,2;

b) coloque a ladmina na cuba e adicione PBS pH 7,2 até cobri-la
completamente;

c) coloque a cuba em agitagao durante 5 minutos. Caso vocé néo tenha um
agitador tipo Kline, faga sucessivas e cuidadosas agitagées manuais pelo
mesmo espago de tempo;

d) repita os passos b e ¢ mais 2 vezes, trocando o PBS a cada vez;

e) lave rapidamente a ldmina em agua destilada;

f) coloque-a em estufa a 37°C até a completa secagem.

Lembre-se: a lamina ndo pode ficar na estufa além de 10 minutos.

Enquanto aguarda a agitagdo e a secagem da lamina, vocé pode
executar os passos 11 e 12.

prepare a solugdo PBS e Azul de Evans (AE) a 0,01%, para diluir o
conjugado, seguindo as orientagdes do bloco "Férmulas" deste manual,
faca as diluigdes do conjugado como apresentado na Figura 10.

- 2
»

AED
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100 pl da 100 pl da 100 ul da

diluicdo 1/50 diluigao 1/100 diluigdo 1/200
| e R
| W 17400
| al 10
490 ul 100 pl 100 n

HE Conjugado PBS-AE

Figura 10 - Diluigbes recomendadas para titular o conjugado

Atencao: é fundamental homogeneizar cada tubo antes de fazer a diluicao
seguinte e trocar a ponteira.
13. pipete 10 pl de cada diluicdo do conjugado nas demarcacgdes
correspondentes da lamina. Confira na Figura 11.

conjugado conjugado
1/50 1100
e e

PBS CN CP PBS CN cP

| PBS ' CN CcP PBS CN CP

— e e ————
conjugado conjugado
1/200 '

1/400

Figura11 - Lamina com o PBS e soro positivo e negativo ja diluidos para a titulagdo
do conjugado

14. fagca a incubacdo e a lavagem da lamina seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos nos passos 9 e 10;

15. prepare a ladmina para leitura aplicando 2 a 3 gotas de glicerina tamponada
pH 9,0 (x 0,5) sobre a mesma;

16. cubra a ldmina com uma laminula 24 x 50 mm evitando a formagédo de
bolhas. Mantenha a lamina ao abrigo da luz e em local seco até a leitura;

17. fagca a leitura da reacdo da ldmina em microscopio de fluorescéncia,
utilizando objetiva de 40 vezes;

18. registre os resultados no protocolo.

35
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Como interpretar os resultados para determinar o titulo ideal do
conjugado?
Considera-se como titulo ideal do conjugado a maior diluicdo que

apresentar:
fluorescéncia uniforme em toda a membrana do parasita no soro

controle positivo;
auséncia de fluorescéncia no controle negativo e no PBS.
Para compreender melhor, veja, no Quadro 5, os resultados obtidos,

para cada diluigdo do conjugado.

Quadro 5 - Exemplo 1 - resultados obtidos na titulagdo do conjugado

Diluicao do RESULTADOS

Conjugado CP CN PBS
1/50 Fluorescéncia uniforme em toda fluorescéncia auséncia de
a membrana do parasita descontinua na fluorescéncia

membrana do
parasita
1/100 Fluorescéncia uniforme em toda auséncia de auséncia de
a membrana do parasita fluorescéncia florescéncia
1/200 fluorescéncia inespecifica ou auséncia de auséncia de
fraca em varias partes do florescéncia florescéncia
parasita

1/400 auséncia de auséncia de auséncia de
fluorescéncia florescéncia florescéncia

Como vocé pode ver, no exemplo, o titulo ideal do conjugado foi
encontrado na diluicdo 1/100, que é a maior diluigdo onde foi observada
fluorescéncia uniforme na membrana do parasita no controle positivo, sem
fluorescéncia no controle negativo e no PBS.

Veja, agora, no Quadro 6 um outro exemplo.
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Quadro 6 - Exemplo 2 - resultados obtidos na titulagéo do conjugado

1/50 fluorescéncia uniforme em toda a fluorescéncia auséncia de
membrana do parasita descontinua na fluorescéncia
membrana do
parasita
1/100 fluorescéncia uniforme em toda a fluorescéncia auséncia de
membrana do parasita descontinua na fluorescéncia
membrana do
parasita
1/200 fluorescéncia uniforme em toda a auséncia de auséncia de
membrana do parasita fluorescéncia florescéncia
1/400 fluorescéncia uniforme em toda a auséncia de auséncia de
membrana do parasita florescéncia florescéncia

Observe que, no exemplo 2, ndo foi encontrado o titulo ideal e, neste
caso, vocé deve repetir os procedimentos de titulagdo com mais duas diluicbes

do conjugado (1/800 e 1/1600).

E preciso repetir os procedimentos até que o titulo ideal do conjugado
seja encontrado para que vocé possa testar as amostras.

Lembre-se que vocé deve titular o conjugado:
a cada novo lote do conjugado ou de antigeno;
sempre que o controle positivo acusar perda de intensidade de

fluorescéncia.
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Como realizar o teste de IFI qualitativo e quantitativo (titulacao)?

1.
2.

Leia as instrugdes do fabricante de cada reagente antes de iniciar o teste;
deixe os soros-controle e as amostras atingirem a temperatura ambiente.
Inclua o controle de qualidade interno, conforme orientacbes do curso
TELELAB — "Controle de Qualidade de Testes Sorologicos em Unidades
Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica";

deixe o conjugado, a glicerina tamponada e o azul de Evans atingirem a
temperatura ambiente;

faga o protocolo de trabalho. Vocé encontra um exemplo desse protocolo no
Anexo 2 deste manual;

retire do congelador o niumero de laminas correspondente a quantidade de
amostras a serem testadas e deixe-as descongelar até atingirem a
temperatura ambiente;

Atencdo: as lAminas ja devem estar com o antigeno fixado.

6.

7.

coloque essas laminas em estufa a 37°C até a sua completa secagem (no
maximo 10 minutos);
faga em PBS a diluigdo das amostras:
a) para o teste de IFI qualitativo:
faga a diluigdo a 1/20 nas unidades hemoterapicas;
faca a diluicao a 1/40 nos laboratoérios de saude publica.

b) para o teste de IFI quantitativo (titulagédo), as diluicbes da amostra
devem ser feitas na razdo 2 a partir da diluigdo do IFI qualitativo,
seguindo as orientagbes ja apresentadas;

Lembre-se: homogeneize o conteudo de cada diluigdo da amostra

antes de fazer a diluigdo seguinte.

8.

10.

pipete, em cada demarcacado da ladmina, 10ul das diluicdes dos soros
controles (CP e CN) e das amostras, de acordo com o seu protocolo de
trabalho;

coloque as laminas em camara Umida e incube-as em estufa a 37°C durante
30 minutos;

faca a lavagem das laminas, apds a incubagdo, seguindo os mesmos
procedimentos descritos na titulagdo do conjugado;

. 2
’
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11.

12.
13.

14.

15.

16.
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dilua o conjugado de acordo com a titulagéo ja realizada, enquanto aguarda o
tempo de incubagdo das amostras. Calcule o volume do conjugado a ser
diluido de acordo com o numero de amostras a serem testadas. Em geral,
150 pl sao suficientes para testar cada 1amina;

v Prepare somente o volume de PBS-AE a 0,01% necessario para diluir
0 conjugado.
v Jamais utilize o conjugado diluido de um dia para outro.

pipete 10 pl do conjugado diluido em cada demarcacgéo da lamina;

faga a incubagdo e a lavagem das laminas seguindo os mesmos
procedimentos ja descritos nos passos 9 e 10;

prepare as laminas para leitura aplicando 2 a 3 gotas de glicerina tamponada
pH 9,0 (x 0,5) sobre cada Iamina;

cubra cada l&mina com uma laminula de 24 x 50 mm, evitando a formagao de
bolhas. Mantenha as laminas ao abrigo da luz e em local seco até a leitura;
faca a leitura da reagdo em microscépio de fluorescéncia, utilizando objetiva
de 40 vezes. Inicie a leitura pela demarcagédo que corresponde ao controle
positivo; em seguida, leia a demarcagcdo que corresponde ao controle
negativo; e, finalmente, leia as demarcagdes correspondentes as amostras;

Atencao: os controles devem apresentar padrdo reagente (CP) e ndo reagente

17.
18.

(CN). Caso contrario, descarte a lamina e repita o teste a partir do
primeiro passo, procurando identificar e corrigir as causas dos
resultados inadequados. S6 considere os resultados das amostras
quando os resultados dos controles estiverem de acordo com os
critérios do fabricante.
registre os resultados no protocolo;
despreze as amostras, a sobra do conjugado e os residuos dos reagentes
utilizados, conforme as orientagdes do curso TELELAB - "Biosseguranga em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica".

Jamais inicie a execugao dos testes antes de arrumar sua bancada de
trabalho com todos os materiais e equipamentos necessarios.
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Que medidas devem ser levadas em consideragdo para que vocé
possa garantir a qualidade dos resultados do IFI?

1.

w

Leia atentamente todas as instrugdes do fabricante antes de iniciar qualquer
reagao;

providencie todo o material necessario a execugao do teste;

homogeneize cada diluigdo antes de fazer a seguinte e troque a ponteira,
verifique se os reagentes apresentam turvagao, precipitagéo ou alteragéo de
cor, o que os torna impréprios para uso. N&o use reagentes com prazo de
validade vencido;

faga a titulagdo do conjugado a cada novo lote do conjugado e do antigeno
e sempre que o controle positivo acusar perda de reatividade;

nao utilize o conjugado diluido de um dia para o outro;

verifique as condi¢des de funcionamento do microscopio.
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Em que se baseia o ELISA?

O ELISA é um teste imunoenzimatico que se baseia na interacao
antigeno-anticorpo evidenciada pela acdo de uma enzima e o substrato
apropriado, e revelada por um cromégeno.

Cromaégeno - substancia que revela a agdo de uma enzima sobre
0 substrato por meio de mudanga de cor.

Sao componentes do ELISA: fase sdlida, antigeno, enzima, substrato,
cromdgeno e solugao de bloqueio da reagéo.

Fase soélida: material capaz de adsorver o antigeno ou o
anticorpo que sera empregado no teste.

Quais as variagoes encontradas nos componentes do ELISA para o
diagnodstico da infecgao pelo T. cruzi?

Confira, no Quadro 7, as variagdes encontradas nos componentes do
ELISA para o diagndstico da doenga de Chagas.

Quadro 7 -Variagdes encontradas nos componentes do ELISA

COMPONENTES ELISA

Fase Sdlida » placas de microtitulagcdo - produzidas, geralmente, em
poliestireno transparente com 96 cavidades ou em tiras (strips)
de 8 ou 12 cavidades, com fundo chato ou arredondado

» pérolas - pequenas esferas de poliestireno

Antigeno o fragOes isoladas do parasita T. Cruzi, preparadas para
produzir a possibilidade de reagao cruzada

Enzima » fosfatase alcalina ou
* peroxidase
Substrato » peréxido de hidrogénio ( H202)
Cromégenos « ortofenilenodiamina (OPD) ou

» tetrametil benzidina (TMB).

Solugéo de e H2S040u
bloqueio « HCL
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Qual o tipo de ELISA utilizado no diagnéstico da infecgao pelo T.
cruzi?

Para detecgao de anticorpos anti-T. cruzi utiliza-se o ELISA indireto.

Qual a seqiiéncia de um ELISA indireto?
A Figura 12 apresenta a seqiiéncia de um ELISA indireto para uma
amostra reagente:
= \(

antigeno

antlcorpo—ﬁr-__/ —'\(
| A X
neoéoen 2009
ETAPA 1 e ETAPA 2
substrato — 1 E cor

MM

$444q 4884y &

ETAPA 3 ETAPA 4 ETAPA 5

/)

Figura 12 - Sequéncia esquematica de um ELISA indireto para uma amostra reagente
Observe que:
na etapa 1, os antigenos estdo adsorvidos a fase soélida;
na etapa 2, é adicionada a amostra que, sendo reagente, contém
anticorpos especificos que se ligam a fase solida;
na etapa 3, com a adicdo de um conjugado, composto de uma enzima
ligada a um anti-anticorpo (anti-imunoglobulina), ocorre a interagédo
conjugado e anticorpo da amostra;
na etapa 4, adicionam-se o substrato e o cromdgeno;

b2
’
®

4N%
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na etapa 5, a acdo da enzima no substrato é revelada pelo cromoégeno,
que sofre um processo de oxidagao dando origem a um produto com cor
na amostra reagente. A cor varia de acordo com o tipo de cromdgeno
utilizado. Nesta etapa, é adicionada uma solugdo de bloqueio para
interromper o processo de oxidacdo. Se esse processo nao for
interrompido havera aparecimento de cor em todas as amostras levando
a resultados falso-positivos.

Atencao: se nao houver anticorpo especifico na amostra, ou seja, se ela for
ndo reagente, a reagcdo nao acontecera e consequientemente nao
havera desenvolvimento de cor.

A cor resultante da agdo da enzima deve ser lida em espectrofotometro.

Como definir se um resultado de ELISA é reagente, ndo reagente
ou indeterminado?

No ELISA o resultado de uma reagdo é definido pela leitura da
absorbancia ou densidade o6tica (DO) em espectrofotdbmetro, utilizando um filtro
com comprimento de onda indicado pelo fabricante do conjunto diagndstico.
Usualmente, cada conjunto tem sua forma de calcular o ponto de corte (cut-off-
CO), acima ou abaixo do qual as amostras sao consideradas reagentes, ndo
reagentes ou indeterminadas.

As amostras indeterminadas sdo aquelas cujos valores de DO estao
incluidos na zona cinza (borderline). A zona cinza compreende a faixa de
valores em torno do cut-off, dentro da qual ndo se pode ter certeza do
resultado.

Como definir a zona cinza no ELISA?

Em geral, o fabricante do conjunto diagnéstico indica como definir a zona
cinza.

Quando néo existir a orientagdo do fabricante, recomenda-se que sejam
consideradas indeterminadas as amostras com valores de DO incluidas no
intervalo de 10% a 20% abaixo ou acima do valor do cut-off.

Acompanhe um exemplo do calculo do intervalo de 10% para definigéo
da zona cinza:

ELISA com CO = 0,20

10% do CO =0,20/10 = 0,02

Limite inferior da zona cinza = CO - 10% = 0,20 - 0,02 = 0,18
Limite superior da zona cinza = CO + 10% = 0,20 + 0,02 = 0,22

Neste exemplo, sdo consideradas indeterminadas as amostras com DO
de 0,18 a 0,22.
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Quais os materiais utilizados para execugao do ELISA?

No Quadro 8 estdo os materiais geralmente fornecidos pelo fabricante e

os materiais ndo fornecidos.

Quadro 8 -Materiais utilizados para execugdo do ELISA

MATERIAIS GERALMENTE FORNECIDOS PELO FABRICANTE

placa de microtitulagéo ou pérolas sensibilizadas com antigeno T. cruzi

selos ou tampas de cobertura

soro-controle negativo

soro-controle positivo

solugbes-tampao para a diluigdo das amostras e do conjugado

solugdo-tampéao para a lavagem

conjugado

substrato e cromdégeno

solugéo-tampao para diluir o substrato

SN ANASENANANESANANAY

solugdo de blogueio de reacdo

MATERIAIS NAO FORNECIDOS PELO FABRICANTE

v

reldgio (timer)

v

pipetas manuais de volume ajustavel (de 5 a 50 pl, de 50 a 200 pl e de 200 a 1.000 pl)
mono e multicanal

ponteiras para pipetas manuais de volume ajustavel

pipetas graduadas de 5 ml e 10 ml

péra de borracha ou outro auxiliar de pipetagem

barquetes (reservatérios) ara a utilizagéo de pipetas multicanal

béquer de 1.000 ml

provetas de 100 ml, 500 ml e 1.000 ml

frasco com tampa de 1.000 ml

bastdo de vidro

equipamentos de protecéo individual: luvas, mascaras, avental ou jaleco

recipiente de paredes rigidas, boca larga e tampa contendo hipoclorito de sédio a 2%

SNENENENENENENENENENEN

protocolo de trabalho (vide bloco "Anexos")

Siga as orientacées do fabricante, para conservar e armazenar 0s

reagentes.

Além dos materiais constantes do Quadro 8, o laboratério deve estar

equipado com banho-marfa com termostato para regulagem de temperatura;
estufa com termostato regulavel; sistema de lavagem e de leitura compativeis
com os métodos empregados e com as especificagcbes dos conjuntos
diagnosticos disponiveis.

Antes de iniciar um procedimento, verifique se os equipamentos estdo
em condi¢des adequadas de uso. No curso TELELAB - "Equipamentos -
Utilizacdo e Monitoramento em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios
de Saude Publica" vocé encontra as orientagdes necessarias.
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Quais os procedimentos para executar o ELISA ?

Os procedimentos variam de acordo com o fabricante do conjunto

diagnéstico. Alguns procedimentos gerais, no entanto, devem ser observados:

1.

2.
3

confira o conjunto diagnéstico, verificando todos os seus componentes, se
eles estdo sob condi¢cdes adequadas de conservagao e dentro do prazo de
validade;

leia todas as instrugdes do conjunto diagndstico antes de iniciar a reagao;
providencie os outros materiais, ndo fornecidos pelo fabricante, necessarios
para a realizagao dos testes;

Atencao: providencie uma ponteira descartavel para cada amostra e para

4.

5.

No

10.

1.

12.

cada tipo de reagente a ser pipetado. Nao reutilize ponteiras.
utilize exatamente os volumes indicados para preparar as solugdes, nao
faga qualquer alteragdo com o intuito de economizar reagentes;
deixe as amostras e 0s reagentes que serdo utilizados atingirem a
temperatura ambiente, antes de iniciar a reagao;

A temperatura ambiente em laboratérios deve estar entre 20°C e 26°C.

homogeneize as amostras;

inclua, além dos controles fornecidos pelo fabricante, o controle de
qualidade interno da reagdo, conforme orientacbes do curso TELELAB -
"Controle de Qualidade de Testes Sorologicos em Unidades Hemoterapicas
e Laboratdrios de Saude Publica";

faga um protocolo de trabalho, relacionando os controles eas amostras. Veja
um exemplo de um protocolo de ELISA no Anexo 3 deste manual;

siga rigorosamente os tempos de incubagdo e os ciclos de lavagem
indicados pelo fabricante, tendo o cuidado de evitar a contaminagao
cruzada das amostras;

faca a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, utilizando o filtro
recomendado pelo fabricante;

Siga as orientagdes do fabricante do conjunto diagndstico para o calculo
do cut-off.

verifiqgue se os resultados obtidos para os controles estao de acordo com os
critérios definidos pelo fabricante. Caso contrario, faga novamente o teste
procurando identificar e corrigir as causas dos resultados inadequados. S6
considere os resultados das amostras quando os resultados dos controles
estiverem de acordo com os critérios do fabricante;

registre os resultados no protocolo;
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13. despreze as amostras e os residuos do conjunto diagnéstico utilizado,
conforme as orientagdes do curso TELELAB - "Biosseguranga em Unidades
Hemoterapicas e Laboratdérios de Saude Publica".

v Jamais inicie a execucédo dos testes antes de arrumar sua bancada de

trabalho com todos os materiais e equipamentos necessarios.

v Utilize sempre equipamentos de protecao individual e manipule as

amostras como material potencialmente infectante.

Que medidas devem ser levadas em consideragiao para que vocé
possa garantir a qualidade dos resultados do ELISA?

Verifique se o0s reagentes apresentam turvagdo, precipitacdo ou
alteracdo de cor, 0 que os torna improprios para uso. Nao use reagentes
com prazo de validade vencido;

ndo misture controles, conjugados, pérolas ou placas de diferentes lotes
e/ou fabricantes;

armazene os conjuntos diagndsticos de acordo com as recomendagdes
do fabricante;

ndo exponha o substrato a luz durante o armazenamento ou incubagéo
da reacéo, evitando assim a fotodecomposicdo do mesmo;

nao coloque o substrato em contato com substéncias oxidantes ou
metais, para evitar sua degradacao, evidenciada pela alteracao de cor;
faca a limpeza e a manutencgéao periédica dos equipamentos de lavagem,
evitando dessa maneira o acumulo de sais e outros compostos quimicos;
verifique se o filtro usado para a leitura da absorbancia é aquele indicado
pelo fabricante.
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Infeccao pelo T. cruzi

Triagem sorologica de doadores de sangue
em unidades hemoterapicas

Que tipo de amostra deve ser utilizada?

O soro é a amostra mais indicada para deteccdo de anticorpos anti-T
cruzi. Veja informagbes sobre a preparagdo das amostras no manual "Coleta
de Sangue" do TELELAB.

As amostras ndo podem estar turvas, lipémicas ou hemolisadas. Em
qualquer desses casos elas devem ser descartadas e novas amostras devem
ser solicitadas.

Atencao: a experiéncia de alguns pesquisadores tem demonstrado que
quando se utiliza plasma nos testes soroldgicos, ele deve ser
centrifugado para separar e retirar a fibrina. A testagem do plasma
contendo fibrina pode levar a resultados tanto falso-positivos quanto
falso-negativos.

Como registrar a entrada das amostras para a triagem sorologica
de doadores de sangue?

O registro pode ser feito por sistema manual ou informatizado.
De qualquer modo, é importante que vocé:

copie, do rotulo da amostra, e registre na planilha de resultados os
dados de identificagdo do doador e a data da coleta.

Os dados devem sempre ser conferidos por duas pessoas. Erros de
identificagédo podem:
Vv expor o receptor a riscos de contaminagao;

v levar a rejeicdo de um doador apto.

»:

ANED
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Em quantas aliquotas devem ser distribuidas as amostras,
antes dos testes para a triagem sorolégica de doadores de sangue?
Antes da testagem, as amostras de soro devem, obrigatoriamente, ser
distribuidas em, no minimo, duas aliquotas:
uma para os testes de rotina; e
outra para a contraprova.
Recomenda-se que a aliquota da contraprova tenha um volume de
aproximadamente 1 ml.

A aliquota da contraprova deve ficar armazenada obrigatoriamente

a - 20 °C e estar disponivel por seis meses para a Vigilancia

Sanitaria.

A distribuicdo em um numero maior de aliquotas e o volume das
mesmas fica a critério de cada servico.

Como acondicionar e conservar as aliquotas, antes de fazer os
testes para a triagem sorolégica de doadores de sangue ?
Distribua as aliquotas para os testes de rotina, em tubos ou frascos com
tampa e previamente identificados com os dados correspondentes;
Atencao: as aliquotas das amostras podem ser conservadas em geladeira,
entre 2 °C e 8 °C por 72 horas no maximo. Depois desse periodo,
elas precisam ser congeladas a — 20 °C.
distribua em frascos préprios para congelamento a aliquota da contraprova
e demais aliquotas a serem congeladas;
acondicione esses frascos em caixas de papeldao ou plastico rigido
identificadas com informagdes que facilitem a localizagdo dessas aliquotas.
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Como é feita a triagem sorolégica de doadores de sangue para a
doencga de Chagas?

Nas unidades hemoterapicas, a triagem sorologica de doadores de
sangue é obrigatdria e visa a protegédo do receptor e ndo o diagndstico
da doencga de Chagas.

Veja, na Figura 13, o fluxograma recomendado para a realizagéo dessa
triagem.
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Amaostra E

Teste 1 ‘ Teste 2

(1) ou (1i+) ou (+11)
ou (1<) ou (1) ou
{+1-) ou (-+)

Descartar
hemocomponentes

Amostra
negativa

S

Retestar |
(Teste 1 e Teste 2) |

-ﬁ_ w

Amostra reagente Amostra indeterminada Amostra negativa

Descartar hemocomponentes |

Figura13 - Fluxograma de triagem soroldgica de doadores de sangue para a infecgdo
pelo T. cruzi

Para a compreensao deste fluxograma, é importante observar que:

= nos testes 1 e 2:
a amostra deve ser testada simultaneamente em dois testes (1 e 2) de
principios metodolégicos diferentes, escolhidos de acordo com as
condic¢des do servigo: ELISA e HAI, ELISA e IFl ou HAl e IFI. O HAl e o
IFI devem ser executados de modo qualitativo. Recomenda-se o ELISA
como uma das escolhas, sempre que possivel;
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a amostra reagente nos dois testes tem seu resultado definido como
"amostra reagente" para a infec¢do pelo T. cruzi;
a amostra ndo reagente nos dois testes tem seu resultado definido
como "amostra negativa" para a infecgdo pelo T cruzi,
a amostra indeterminada ou com resultados discordantes deve ser
retestada com a repeticdo dos Testes 1 e 2, sendo que:
para o ELISA deve ser feita repeticdo em duplicata e com 0 mesmo
conjunto diagndstico;
para o HAI deve ser feita a titulagcdo (teste quantitativo) com o mesmo
conjunto diagnéstico utilizado na HAI qualitativa,
para o IFl deve ser feita a titulacdo (teste quantitativo) com os
mesmos reagentes utilizados na IFI qualitativa.
na retestagem:
a amostra reagente nos dois testes tem seu resultado definido como
"amostra reagente"” para a infeccéo pelo T. cruzi;
a amostra nao reagente nos dois testes tem seu resultado definido
como "amostra negativa" para a infecgdo pelo T. cruzi,
a amostra indeterminada ou com resultados discordantes é definida
como "amostra indeterminada” para a infeccao pelo T. cruzi;
a definicdo do resultado de cada amostra testada de acordo com este
fluxograma deve obedecer aos critérios apresentados no Quadro 9.

Quadro 9 — Critérios para definicdo do resultado final da triagem sorolégica de
doadores de sangue para a doenca de Chagas
Resultados do 3 !
Teste 1 e Teste 2 Resultados da retestagem em duplicata Resultado da triagem
@5) negativa
(+/+) reagente
(+/-)ou(-/+) (-/-) negativa
ou(+/1)ou(l/+)ou +79 reagente
B/ Dou(l/T) (+7)ou(-7T+)ou(+/N indeterminada
ou(I/+)ou(l/-)ou(-/1)ou(l/l)

(-) nao reagentes; ( + ) reagentes; (| ) indeterminada
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Atencao: a liberagdo dos hemocomponentes sé pode ser feita quando todos
os testes sorolégicos obrigatérios apresentarem resultados
negativos, conforme normas vigentes do Ministério da Saude.

Quais os procedimentos com os doadores que apresentarem
resultados reagentes ou indeterminados?

Os doadores com resultados reagentes ou indeterminados para a
infecgdo pelo T. cruzi devem ser encaminhados aos servigcos médicos para
diagnéstico.

As unidades hemoterapicas devem notificar os casos reagentes para a
infecgao pelo T. cruzi junto a vigilancia epidemioldgica local.
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Infeccao pelo T. cruzi

Diagnéstico sorologico em laboratérios de
saude publica

Como registrar a entrada das amostras em laboratérios de satude
publica?
O registro pode ser feito por sistema manual ou informatizado. De
qualquer modo, é importante que vocé:
1) verifique se a identificacdo no rétulo da amostra € a mesma da
solicitagcao do(s) teste(s);
2) copie da solicitagdo e registre numa planilha de resultados os
seguintes itens basicos:
numero de registro da amostra;
nome;
procedéncia da amostra (unidade que solicitou);
data da coleta;
Sexo;
idade.
Atencao: os dados devem sempre ser conferidos por duas pessoas. Erros de
identificagdo podem levar a troca de resultados.

E preciso distribuir em aliquotas as amostras para analises nos
laboratérios de saude publica?

Nos laboratérios de saude publica ndo existe a obrigatoriedade da
aliquota para contraprova. No entanto, recomenda-se que a amostra seja
distribuida no minimo em duas aliquotas:

uma para realizar os testes solicitados;
outra para atender necessidades relacionadas, por exemplo, a
execucgao de testes complementares.

Para acondicionar e armazenar as amostras utilize os mesmos
procedimentos ja apresentados para as amostras da triagem soroldgica.

* 2
g
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Como é feito o diagnoéstico sorolégico da infecgao pelo T. cruzi em
laboratérios de saude publica ?

Veja, na Figura 14, o fluxograma para o diagnéstico sorolégico da
infecgdo pelo T. cruzi em laboratérios de saude publica.

Amostra

- I. s
[ I

Teste 1 Teste 2

T | —r

(1) ou (I/+) ou (+/1)
ou (II-) ou (/) ou
(+/-) ou (-+)

|

Retestar
(Teste 1 e Teste 2)

l
(1) |

Amostra reagente Amostra Indeterminada | Amostra nao reagente

Amostra positiva

Amostra negativa

Encaminhar para
laboratério de
referéncia

Figura 14 — Fluxograma para diagnostico sorologico da infecgéo pelo T cruzi
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Para a compreensdo do fluxograma do diagnéstico sorolégico da
infeccéo pelo T. cruzi, é importante observar que:
no Teste 1 e 2:
a amostra deve ser testada em dois testes (1 e 2) de principios
metodolégicos diferentes escolhidos de acordo com a disponibilidade do
servigo: ELISA e HAI, ELISA e IFI ou HAI e IFl. Recomenda-se o0 ELISA
como uma das escolhas, sempre que possivel;
a amostra nao reagente nos dois testes tem seu resultado definido
como "amostra negativa" para a infecgéo pelo T. cruzi;
a amostra reagente, indeterminada ou com resultados discordantes
deve ser retestada através da repeticdo dos Testes 1 e 2, sendo que:
para o ELISA deve ser feita repeticdo em duplicata e com 0 mesmo
conjunto diagndstico;
para o HAI deve ser feita a titulagdo (teste quantitativo) com o mesmo
conjunto diagndstico utilizado na HAI qualitativa;
para o IFl deve ser feita a titulacdo (teste quantitativo) com os
mesmos reagentes utilizados na IFI qualitativa.
na retestagem:
a amostra nao reagente nos dois testes tem seu resultado definido
como "amostra negativa" para a infeccdo pelo T. cruzi;
Atencéo:
Em caso de amostras reagentes na testagem inicial (Teste 1 e Teste 2) e nao
reagentes na retestagem ndao libere nenhum dos resultados obtidos com as
outras amostras testadas no mesmo protocolo. Isto porque é possivel que
tenha havido erro de transcricdo no protocolo ou troca de amostras. Se o
protocolo estiver correto, faca novamente o teste de todas as amostras
seguindo o fluxograma.
a amostra reagente nos dois testes tem seu resultado definido como
"amostra positiva" para a infec¢do pelo T. cruzi;
a amostra indeterminada ou com resultados discordantes deve ser
encaminhada a um laboratério de referéncia. Veja na proxima pagina.
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Para encaminhar amostras indeterminadas ou com resultados
discordantes na retestagem, faca contato com o seguinte laboratério:

Laboratério de Referéncia Nacional para Diagnéstico Soroldgico da
Doencga de Chagas - Laboratorio de Sorologia Instituto
Octavio Magalh&es - Fundagéo Ezequiel Dias
Rua Conde Pereira Carneiro, 80 — Gameleira
CEP 30510-010 Belo Horizonte
Fax: (031) 371-9474

Atencao: no manual "Coleta de Sangue" do TELELAB vocé encontra
orientagcbes sobre o acondicionamento das amostras para
transporte.

O laboratério de saude publica deve notificar os casos positivos para a
infeccdo pelo T. cruzi a vigilancia epidemioldgica local.
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= materiais necessarios:
v balanga semi-analitica;
v" papel de pesagem;
v béquer de 1.000 ml;
v 1 espatula;
v" 1 bastao de vidro (ou agitador magnético e barra magnética);
v" pHmetro (medidor de pH).

= formula:
COMPONENTES QUANTIDADE
Cloreto de sodio (NaCl) P.A. - (MM 58) 8,779
Fosfato de sé6dio dibasico anidro (Na,HPO,) P. A. (MM 1,02 g
Fosfato de s6dio monobasico anidro (NaH,PO,) P.A. 0,34 ¢g
Agua destilada (g.s.p.) (MM 18) 1.000 ml

P. A. = Para Analise; MM = massa molecular, também conhecida como peso
molecular; q.s.p. = quantidade suficiente para

= preparo:

pese cada sal separadamente e transfira para o béquer. Veja instrugdes

para pesagem no curso TELELAB - "Equipamentos - Utilizagdo e
Monitoramento em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude
Pdblica"

adicione agua destilada em quantidade suficiente para (q.s.p.) completar
o volume de 1.000 ml;

misture tudo até a completa dissolugao dos sais. Utilize o agitador
magnético ou um bastéo;

verifique, com auxilio do pHmetro, se o pH da solugdo encontra-se na
seguinte faixa: pH 7,2 * 0,2. Caso nao esteja, prepare nova solugao.

Atencao: para preparar o PBS com sais hidratados, as quantidades
devem ser recalculadas em fungdo das moléculas de
agua presentes. Verifigue sempre no rétulo dos produtos
a composicao e a massa molecular dos sais.

. 2
»:
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= calculo do peso de sais hidratados:
Para a corregdo do peso de qualquer sal hidratado, é preciso fazer
uma regra de trés. Veja um exemplo:
se para utilizar Na,HPO, (sal anidro) com MM 142 é preciso
pesar 1,02 g
para utilizar Na,HPO,. 12H,0 (sal hidratado) com MM 359,
guanto é preciso pesar?
MM 142 est4 para 1,02 g, assim como MM 359 esta parax g

142~ 1,02
359 / \

x =359 x 1,02
142
x =2,57 g

Neste exemplo, onde o fosfato de sédio dibasico hidratado contém
12 moléculas de agua, deve-se, portanto, pesar 2,57 g para preparar o PBS
pH 7,2.

Lembre-se: antes de pesar qualquer sal, verifique sempre na
embalagem sua composi¢ao a sua massa molecular.

| Conservar em geladeira.

. 2
’

AED
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1. Coloque em um tubo 100 pul da solugédo de Azul de Evans a 0,1% e 900 ul
de PBS pH 7,2. Vocé vai obter um volume final de 1 ml PBS/AE que, em
geral, é suficiente para as diluigbes necessarias do conjugado;

2. homogeneize suavemente a solugéo para evitar a formagao de bolhas.

Prepare a solugédo PBS-AE a 0,01% imediatamente antes da diluicao
do conjugado. Lembre-se que todo corante é degradado pela agao
da luz.

A) solugédo de carbonato de sédioa 0,5 M

Carbonato de sédio anidro (CO3Naz) ..ccvveeevvieveeiiiiieenne 539

HoO destilada ....oooeeeeeeieieeeeeeeee e 100 ml
B) solugao de bicarbonato de sédioa 0,5 M

Bicarbonato de s6dio ((CO3 HNa) .....ocevvviiiiiiniiiinn, 429

H20 destilada.........cccvveiiiiiiiieeee e 100 ml

C) solugao tampao carbonato-bicarbonato (0,5 M) pH 9.5
Coloque em um recipiente de vidro 10 ml da solugdo A + 13 ml
da solucédo B. Homogeneizar e medir o pH.

Formula da glicerina tamponada
Glicerina P.A ... 9 partes
SOIUGAOD C .o 1 parte

Atencao: descarte as solugdes ao primeiro sinal de contaminacao.
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ANEXO 1
EXEMPLO DE PROTOCOLO DE HAI PARA DOENCA DE CHAGAS

TESTE DE HEMAGLUTINAGAO INDIRETA (HAI)
Protocolo n® Data: _/ /

Fabricante: Lote: Validade: __ /. :
Técnico responsavel:

| Identificacdo das amostras e resultados da leitura
L1l2[3als5]6l718]9f10[11]12

Identificagéo
Resultado
Identificagéo
Resultado
Identificagédo
Resultado
Identificagao
Resultado
Identificagéo
Resultado
Identificagéo
Resultado
G Identificacdo | | [ | | | | | | |1 1 1 .1 /1
Resultado
Identificagéo

H ___________________________________________________________________
Resultado

Observagdes:
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ANEXO 2
EXEMPLO DE PROTOCOLO DE TESTE DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IF1) PARA DOENCA DE CHAGAS

IF1 n°: Data: /_/_
Antigeno: Lote: Validade: /_/_
Conjugado: Lote: Validade: /_/_ Diluigao:
Técnico responsavel:
[ Resultados I Identificacéo ]

Lamina n®:
[ 1. Controle Positiva 7

1 2 3 4 5 6 _

2. Controle Negatve 8
OOOOOOF: :
10

Jeleletetele) et

12

Lamina n®;

1 2 . 3 4 5 6 1. Controle Positive 7.
Q Q O O O O 2. Controle Negativo 8,

= 9.

7 8 9 10 y i 12 4. 10.
OOOOOOF: .
. — 6. 12,

Lamina n®

Controle Positivo 7

[ 1 2 3 4 5 6 | 1
O Q O O OO 2 Controle Negativo 8,
i 9
7 8 g 10 11 12 4 10.
OOOOOOF: A
: § 6 12

Observagoes:
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ANEXO 3
EXEMPLO DE PROTOCOLO DE ELISA PARA DOENCA DE CHAGAS
Protocolo n°: Data: /[
Fabricante: Lote: Validade: /[

Técnico responsavel:

L1 2]3)a)s5]6)7]8]9]10]11]12]

I ®OTMOO|m >

Observagdes: Ponto de Corte (“cut-off”):
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