9. Virar o frasco de tampé&o e manté-lo na posicao vertical (sem
inclinar) sobre o pogo # 2 (TAMPAO). Adicionar 4 (quatro)
gotas de tampao, lentamente, ao pogo # 2 (TAMPAO).

10. Deixar o teste correr por 10 (dez) minutos a temperatura ambiente. Caso n&o haja migragao
ap6s 3 (trés) minutos, descartar o teste.

11. Leitura do Teste - Nao ler os resultados ap6s 25 minutos da adigcao do tampao de corrida
ao poco # 2 (TAMPAO).

LEITURA VISUAL

Colocar o suporte sobre uma superficie plana e em local bem iluminado. O operador deve se
posicionar de forma a manter uma distéancia de 30 a 50 cm entre o suporte de teste e seus
olhos. Observar a presenca de linhas e anotar no protocolo de testes.

ATENCAO: ApOs a leitura, descartar o suporte, a alca e a lanceta utilizados no teste em um
recipiente para descarte de materiais de risco biologico.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS:

Os resultados sao interpretados visualmente. Em caso de duvidas na interpretacdo do teste,
separar o suporte e fazer contato com o SAC de Bio-Manguinhos.

Resultado NAO REAGENTE

Um resultado ndo reagente é indicado por uma linha roxa/rosa na darea de CONTROLE (C) e
nenhuma linha na area de TESTE (T). Este resultado sugere a auséncia de anticorpos para
Leishmania na amostra e nao exclui a possibilidade de infeccao por Leishmania.

Auséncia de
Linha Teste

Presenca de
Linha Controle

TC

Resultado REAGENTE

A detecgao de duas linhas roxa/rosa, uma na area de CONTROLE (C) e outra na éarea de
TESTE (T), indica um resultado reagente. A intensidade da linha na area de TESTE (T) varia
de claro a muito escuro conforme a concentragao de anticorpos especificos. Assim, a linha na
area de TESTE (T) pode ter aparéncia diferente da linha na &rea de CONTROLE (C). Isto ndo
invalida o teste. Um teste reagente significa que anticorpos para Leishmania foram detectados.

ATENCAO: Um resultado reagente deve ser confirmado conforme recomendacées do Ministério

da Saude.
Linha Controle

L

Linha Teste

||
TC

Resultado INVALIDO

Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na area de CONTROLE (C), independente da
presencga ou nao de linha na érea de TESTE (T). Caso uma linha roxa/rosa nao seja visivel na
area de CONTROLE(C), o teste deve ser considerado invéalido. Um resultado invalido nao pode
ser interpretado. Separar o material e fazer contato com o SAC de Bio-Manguinhos. Repetir o
procedimento de teste com um novo suporte de teste.

Area Controle Area Teste Area Controle

L N/

Area Teste

1 T C 2 TC

CONFIRMAGAO DE DESEMPENHO DO TESTE:

Ao término do teste, uma linha roxa/rosa aparecera na area de CONTROLE (C), tanto nas amostras
negativas quanto nas positivas. Esta linha serve de controle interno, confirmando o desempenho
adequado do teste.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO:

- O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos deve ser utilizado com soro, plasma ou
sangue total venoso.

Outros tipos de amostras de sangue coletadas em tubos contendo anti-coagulantes que néao citratos,
heparina ou EDTA, podem gerar resultados inadequados. Para amostras de soro, coletar sangue sem
anticoagulante.

- O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos deve ser utilizado segundo as instru¢oes
contidas neste manual visando a obtencao de resultados adequados.

- Proceda a leitura do teste em, no maximo, 25 minutos.

- Somente abra o envelope contendo o suporte de teste no momento de sua utilizacéo.

- Um resultado reagente indica a presenca de anticorpos para Leishmania na amostra testada.

- Um resultado nao reativo nao exclui a possibilidade de exposicao a Leishmania ou infeccdo por
Leishmania. Uma resposta humoral a uma exposicdo recente pode levar alguns meses até atingir
niveis detectaveis.

- Um animal infectado com Leishmania que esteja recebendo algum tipo de medicamento pode produzir
resultado falso negativo.

iNDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Os indices de sensibilidade e especificidade do TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos
foram determinados pela avaliacao da capacidade de detectar anticorpos especificos para Leishmania
em amostras clinicas (sangue, soro e plasma) de caes. Usando como referéncia o teste parasitolégico
de 62 caes, o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos apresentou sensibilidade de
100% (sangue), 100% (soro) e entre 92.9% - 100% (plasma) e especificidade entre 87.5% — 91.7%
(sangue), 87.5% - 91.7% (soro) e 87.5% - 89.6% (plasma).

Quando comparado ao Teste EIE Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos, para 77 amostras de
caes, o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos apresentou uma sensibilidade entre
89.7% - 96.6% (sangue), 89.7% - 93.1% (soro) e 89.7% - 100% (plasma) e uma especificidade entre
97.9% - 100% (sangue), 93.8% - 97.9% (soro) e 95.8% - 97.9% (plasma).

REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE:

As boas préaticas de fabricacao e laboratoriais, associadas a simplicidade e rapidez na utilizacao do TR
DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos garantem sua reprodutibilidade, repetitividade e
estabilidade, podendo ser utilizado como método seguro e eficaz na deteccéo de anticorpos especificos
para a evidenciacao da infeccao por Leishmania.
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TR DPP® LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos
(USO VETERINARIO)
TESTE RAPIDO QUALITATIVO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS DE CAO PARA LEISHMANIA
(material fornecido para 20 reacdes)

INDICAGAO DE USO

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos é um teste de triagem
imunocromatografico de uso unico para deteccdo, em caes, de anticorpos especificos para
Leishmania, em soro, plasma ou sangue total venoso.

O teste é usado para o diagnoéstico de leishmaniose visceral canina em associagao a outros
critérios. O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos ¢é indicado para uso por
profissionais de satide de acordo com as instru¢des fornecidas.

INFORMAGOES TECNICAS

A leishmaniose é causada por um protozoario parasita do género Leishmania. Essa doenca é
endémica em 88 paises, totalizando 350 milhdes de pessoas. A Leishmania esté presente em
areas desde a floresta tropical das Américas do Sul e Central aos desertos no Oeste da Asia,
com mais de 90% de todos os casos de leishmaniose visceral (LV) ocorridos em Bangladesh,
Nepal, india, Sudéo e Brasil. Ha cerca de 500.000 novos casos anuais de leishmaniose visceral
humana'?2. Entre os anos de 1984 a 1999, 37.294 novos casos de LV humana foram relatados
pelo Ministério da Saude’.

ALV, algumas vezes referida como Kalazar é uma doenca cronica e potencialmente letal se ndo
tratada antes do aparecimento de sintomas. Sinais clinicos da doenca incluem indisposicao,
anemia, febre, perda de peso e inchaco no baco, figado e géanglios linfaticos'.

A infeccdo pode ser prevenida evitando-se a picada de flebotomineos através de protetores
como vestuario, repelentes ou inseticidas. Tratamentos para LV sao muito dificeis e geralmente
requerem o uso de antiménio pentavalente ou estibogluconato de sédio!.

A LV é uma zoonose na qual os canideos tém sido implicados como importantes reservatérios
para o parasita*®. A transmissao aos humanos ocorre pela picada do flebétomo fémea infectado.
Programas de controles para LV incluem a eutanésia de caes infectados identificados através
de teste sorolégico. Este procedimento tem provado ser uma importante etapa do controle
empregado no Brasil®.

Vérios ensaios como a imunofluorescéncia, hemaglutinacdo, PCR e ELISA encontram-se
atualmente em uso para este diagnostico®®’ e os antigenos recombinantes sao ferramentas
apropriadas para melhorar os métodos de diagnéstico sorolégico atuais para leishmaniose
visceral canina (LVC).

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos é um ensaio de triagem,
imunocromatografico, que emprega uma combinagao Unica de antigenos recombinantes
especificos para a deteccao de anticorpos especificos para Leishmania, em caes. E rapido,
simples e facil de usar e pode ser armazenado a temperatura ambiente (2°C a 30°C).

PRINCIiPIO DO TESTE

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos emprega uma combinacédo de
proteina A conjugada a particulas de ouro coloidal e anticorpos especificos da amostra para
Leishmania. Em seqiiéncia, reage com antigenos recombinantes de Leishmania chagasiligados
a uma membrana (fase sélida).

A amostra é aplicada ao poco #1 (AMOSTRA + TAMPAO), seguida pela adicdo do tampao de
corrida. O tampao propicia o fluxo lateral promovendo a ligagao dos anticorpos aos antigenos.
Apobs a migracdo da amostra e do tampao ao longo do suporte de teste, deve-se adicionar
tampéao de corrida ao poco # 2 (TAMPAO). O conjugado se liga aos anticorpos especificos
para Leishmania produzindo uma linha (roxa/rosa) na area do TESTE (T). Na auséncia de
anticorpos para Leishmania a linha (roxa/rosa) nao aparece na area do TESTE (T). Em ambos
os casos, a amostra continua a migrar ao longo da membrana produzindo uma linha (roxa/
rosa) na area de CONTROLE (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos reagentes.

MATERIAL FORNECIDO

Suportes DPP® contendo Proteinas Recombinantes K28 de Leishmania
chagasi e a Proteina A Conjugada ao Ouro Coloidal, adsorvidos em
membranas de nitrocelulose.

20 suportes

Tampao de corrida 1 frasco (6 mL)

Alcas coletoras descartaveis (5 pL) 20 algas
Lancetas descartaveis 20 lancetas
Manual de Instrucao de uso 1 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

- Cronémetro e ou relogio

- Micropipetador calibrado para 5 pL (como alternativa a al¢a coletora)
- Luvas descartéaveis

- Recipiente seguro para descarte de material bioloégico

- Alcool 70%

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos deve ser armazenado entre 2 °C e 30 °C.
Recomenda-se a conservacao do kit em geladeira somente em locais onde a temperatura ambiente
ultrapasse 30 °C. Nao congele o kit ou os seus componentes. Os suportes de teste devem permanecer
lacrados até o momento de sua utilizagado. O tampao de corrida deve ser mantido em seu recipiente
original. Caso o kit seja guardado sob refrigeracao assegurar-se de que todos os componentes estejam
a temperatura ambiente no momento de sua utilizago.

CUIDADOS E PRECAUGOES

Somente para uso em diagnostico in vitro.

Somente para uso veterinario.

Este conjunto diagnéstico contém produtos biolégicos e quimicos podendo representar uma fonte de
risco. Ao manusear este conjunto, observe as precaugoes de biosseguranga necessarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico depende do cumprimento das Boas
Préaticas de Laboratoério, tais como:

- O teste deve ser realizado apenas por profissionais de saude segundo as instrucoes contidas neste
manual;

- Nao realizar mais de 5 testes por vez. Esta conduta reduz falhas no procedimento do teste, bem como
na interpretacédo dos resultados;

- As amostras devem ser homogeneizadas antes do uso;

- As amostras de sangue nao testadas imediatamente apés a coleta devem ser refrigeradas entre 2 °C
e 8 °C, podendo ser usadas em até 3 dias;

- Amostras de soro ou plasma podem ser conservadas entre 2°C e 8°C por 3 dias apos a coleta, até
que sejam utilizadas no teste. Caso a realizacdo do teste nao seja possivel dentro deste periodo, as
amostras devem ser congeladas (-20 °C ou abaixo);

- Equipamentos de protecéao individual (EPI), tais como luvas descartaveis, 6culos e jaleco, devem ser
utilizados em todas as etapas de realizacao do teste;

- Os testes nunca devem ser utilizados ap6s a data de validade;

- Componentes de kits de lotes diferentes nunca devem ser misturados;

- A integridade dos componentes do kit sempre deve ser verificada. Em especial, assegurar-se
de que a embalagem dos suportes esteja intacta. Caso algum dos componentes do kit demonstre
irregularidade, separe o kit evitando que seja utilizado e entre em contato com o SAC de
Bio-Manguinhos;

- Nunca fracionar os Kkits.

- Nao pingar sangue diretamente no suporte de teste. Utilizar sempre a alca coletora fornecida no Kkit,
segundo as orientagdes abaixo (ver Procedimento do Teste);

- Cuidado ao adicionar a amostra: a alga deve ser mantida em posicéao vertical e a amostra deve ser
aplicada ao centro do orificio ou poco # 1 (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste;

- Cuidado ao adicionar o tampéao de corrida: o frasco deve ser mantido em posicao vertical e apenas
duas gotas do liquido devem ser dispensadas ao poco # 1 (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste
onde se encontra a amostra;

- Aguardar cinco minutos e somente apés o desaparecimento das cores das linhas T (TESTE) e C
(CONTROLE) adicionar quatro gotas do tampao de corrida ao poco # 2 (TAMPAO);

ATENQAO: alguns resultados reagentes podem aparecer em menos de 10 minutos, mas sao
necessarios 10 minutos para detectar um resultado nao-reagente. Ler os resultados em ambiente
bem iluminado. Néao ler os resultados apés 25 minutos da adicao do tampao de corrida ao poco #
2 (TAMPAO).

- Apés o uso, suportes, ponteiras, lancetas, algcas coletoras e luvas devem ser descartadas em agua

sanitaria ou em solugao de hipoclorito de sédio a 2,5% como material biol6gico potencialmente infeccioso.

COLETA DE AMOSTRA

ATENCAO: para o perfeito funcionamento do teste, usar 5uL de amostra e seguir as instrugdes de
procedimento do teste.

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos pode ser realizado com amostra de soro,
plasma ou sangue total venoso.

SANGUE TOTAL

dtilizar a lanceta para obter sangue a partir da orelha, patas ou rabo do animal. Para teste imediato
utilizar as al¢as coletoras.

SANGUE TOTAL VENOSO

Coletar o sangue assepticamente nos tubos contendo EDTA, heparina ou citrato de sédio. Certifique-
se que o tubo de sangue foi bem misturado antes da amostragem. Siga corretamente o procedimento
do teste.

SORO

Obtido do sangue total coletado assepticamente por puncao de veia com um tubo limpo sem
anticoagulante. Deixar o sangue coagular a temperatura ambiente. Centrifugar o sangue a 2000rpm,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Separar o soro do coagulo para evitar hemolise.

PLASMA

Coletar o sangue total com anticoagulante, centrifugar a 2000rpm, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente e separar o plasma sobrenadante.

PROCEDIMENTOS PARA A REALIZAGAO DO TESTE RAPIDO TR DPP®
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA BIO-MANGUINHOS:

1. Certifique-se que a amostra a ser testada esteja a temperatura ambiente. Caso esteja
refrigerada ou congelada, permitir que a mesma alcance a temperatura ambiente antes de
ser testada.

2. Retirar o nimero necesséario de componentes do
TR DPP® LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA BIO
—MANGUINHOS e colocé-los sobre uma superficie
plana. Caso o kit tenha sido guardado sob
refrigeracao, certifique-se de que os componentes
do kit estejam a temperatura ambiente no
momento do uso.

3. Retirar o suporte de teste do envelope laminado e identifica-lo com o nome do animal ou
numero de identificacao, além do numero do lote do kit de onde o suporte foi retirado.
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4. Verificar a integridade de todos os componentes e a g - m
existéncia de 2 (duas) linhas na janela de teste do suporte, g

sendo 1 (uma) de cor azul e 1 (uma) de cor verde. Caso , Tampéo

uma ou mais dessas linhas esteja ausente, separar o
suporte de teste para que nao seja usado e comunicar o
ocorrido ao SAC de Bio-Manguinhos. Em seguida, utilizar
um novo suporte de teste para continuar o procedimento. N\
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5. Encostar a algca coletora de 5 pL na amostra a ser
testada, permitindo que a alca seja preenchida com a
amostra. Alternativamente, podem-se utilizar micropipetas
automaticas, calibradas e ajustadas para 5 pL.

6. Segurar a alga coletora na posicao vertical e tocar na area
de aplicacao da amostra, poco # 1 (AMOSTRA + TAMPAO)
do suporte para liberar 5pL. de amostra. Certifique-se de que a
amostra de sangue total, soro ou plasma migrou/escorreu da
alca para o local do teste.

7. Virar o frasco de tampao e manter na posigcao vertical (sem
inclinar) sobre o pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO). Adicionar 2
(duas) gotas de tampao, lentamente, ao pogo # 1 (AMOSTRA
+ TAMPAO).

Sample
+

Buffer

2

gotas

8. Aguardar 5 (cinco) minutos. Apds esse tempo, a linha

azul (TESTE) e verde (CONTROLE) da janela deve ter o Tampéo %
desaparecido. Em caso contrario, descartar o suporte de —/ 1 g
teste e repetir o procedimento desde o inicio usando um Amostra 3
novo suporte. rpa,:p;w @ @




