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Diagnostico da leishmaniose por sorologia
(ELISA)

ELISA

Adicao de substrato para revelagdo. E um substrato incolor
que, quando ativado pela enzima ligada ao sistema Ac-Ag,
produz um produto final corado. A mudanca de cor pode ser
lida diretamente em aparelho apropriado.

Em geral, bloqueia-se a reagdo para evitar que o produto final
fique muito escuro e atrapalhe a leitura do teste. Aléem de

bloquear a reagao, € possivel adicionar um acido que
provoque mudanga para uma cor cuja absorbancia € melhor
detectada pelo leitor de ELISA.
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ELISA INDIRETO
1Interpretacao dos resultados:

2A intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de Ac da
amostra pesquisada.

3Para determinar quais individuos sao positivos ou ne?ativos para a doenca
pesquisada, deve-se calcular um ponto de corte (“cut-off’) para aquele ensaio.
Acima dos limites do cut-off, encontram-se os individuos positivos e abaixo os
negativos.

O ELISA Indireto ndo determina se o individuo ESTA ou nao doente naquele
momento. Ele apenas afirma se aquele animal/paciente ja teve ou nao contato
com o agente causador da enfermidade em algum momento de sua vida.
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A limina usada possui

circulos impressos no vidro,

em geral conforme

ma acima, onde estiio os an-
tigenos. Neles sio coloca-

dos os controles (positivo

negativo) ¢ os soros testes

Diagnodstico da leishmaniose por

Imunofluorescéncia Indireta

REACAO POSITIVA

Adigio de soro teste,

contendo anticorpos
especificos contra o
Ag em questio.
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Lavagem para retirada de anticorpos nio fixados: '

Adigdo de anti-Ac conjugado com

lluomcmxx

e

devidamente diluidos (di-

luigio serinda).

Imunofluorescéncia

Positivo

Negativo

Fig.2. Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta utilizando-se antigeno de formas amastigotas de Leishmania infantum
chagasi. (A) Amostra nao reagente; (B) Amostra reagente.

Imunofluorescéncia Direta

I Adigdo de
anticorpos (em geral
monoclonais), conju-

gados com um fluo-
rocromo.

lamina

>
Tecido ou esfregago(com Ag)

Lavagem para retirada dos conjugados nao fixados:

Montagem da limina ¢
¢

Tecido ou esfregago (com Ag)

Utilizagio da técnica: muito usada para a deteccio direta de mi-

crorganismos em secreches, na urina, nas fezes, em cortes de

tecidos etc. Também bastante utilizada na fenotipagem de células
tumorais




Imunocromatografia




Microscopia 6tica

FORMAS PARASITARIAS

PROMASTIGOTES AMASTIGOTES

(Extracelular - Insecto) (Intracelular - Vertebrado)

http://www.vet.uga.edu/VPP/clerk/joiner/fig4.jpg




PCR convencional
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Figura 3. Espécie-especificidade das PCR para L. (L) chagasi (A) e L (V) brazlienss (B). L. (L.) chagasi foi identificada com dois
iniciadores (sense e anti sense) que amplificam um produto de 145pb de uma regido especifica (fragmento LT1) dos minicirculos
dekDNA de L. donovani. L. (V.) braziliensisfoi identificada com dois iniciadores que amplificam um produto de 145-149 bp do gene
SL-RNA. Um inidador provém da regiio conservada e o outro, da reglio variivel do gene e especifica para o grupo Viannia. As
amostras de DNA indicadas na figura foram utilizadas na PCR na concentragio de 85-90 ng. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em géis de 2% agarose. Linha 1, marcador de massa molecular (100pb); linha 2, L. (L.) chagasi
(MHOM /BR/1972/LD); linha 3, L. (L.) amazonensis (MHOM/BR /67 /PH8); linha 4, L. (V) braziliensis (MHOM/ BR/75/2903); linha
5, Trypanosoma cruz (cepaY¥); linha 6, Rickettsia rickettsia (FMVUSP); linha 7, Rickettsia canis (FMVUSP); linha 8, Ehrlichia canis
(FMVUSP).




Fluorescence (465-510)

PCR em Tempo Real (quantitativo)
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