11. Esperar 5 minutos. As linhas azuis e verdes da janela devem
desaparecer. Se nao desaparecerem deve-se descartar o dispositivo de
teste e repetir o procedimento com um novo dispositivo de teste DPP®.

Figura 6

Inverter o frasco do Tampao e manté-lo na vertical (nao na diagonal) sobre o
Poco 2 “Tampao”. Lentamente, adicionar 4 gotas (135 pL) de tampéao de corrida
(Figura 7).

Figura 7

12. Ler o resultado do teste de 10 a 15 minutos apés a adicao de tampéao de corrida no Pogo 2.

Em alguns casos, uma linha de teste pode aparecer em menos de 10 minutos ap6s a adicédo do tampao, no
entanto, sdo necesséarios 10 minutos para relatar um resultado nao reagente. Nao leia os resultados apés
20 minutos do inicio do teste (inicio do teste = primeira adicao de tampéao adicionado ao Pogo 1).

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

Leitura Visual

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

Leitura com Equipamento - Leitor de Testes DPP®

Seguir as instrugdes de uso do equipamento para obtencao do resultado.
Néao Reagente

Um resultado nao reagente ¢é indicado por uma linha roxa/ rosa na area de CONTROLE (C), e nenhuma
linha na area de TESTE (T). Um resultado nao-reagente indica a auséncia de anticorpos especificos para
Leptospirose na amostra, porém nao exclui a possibilidade do individuo que tenha tido contato recente com
o antigeno especifico ter infec¢do por Leptospira devido a janela imunolégica.

Auséncia de
Linha Teste

Presencga de
Linha Controle

|
TC

Reagente

A deteccao de duas linhas roxa/ rosa, uma na area de CONTROLE (C ) e a outra na area de TESTE (T),
indica um resultado reagente.
Presenga de
Linha Teste

Presencga de
Linha Controle

|
TC

NOTA: A intensidade das linhas TESTE e CONTROLE podem variar conforme concentragéo
de anticorpos especificos. Mesmo uma linha muito clara nas areas TESTE e CONTROLE
deve ser considerado resultado reagente.

Invélido

Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na area CONTROLE (C), nao importando se a linha TESTE (T)
aparece ou nao na area devida. Caso uma linha roxa/ rosa nao seja visivel na &rea CONTROLE (C), o teste
deve ser considerado invélido. Um resultado invélido indica um problema na execugéo do teste ou também
pode ser referente a um problema no dispositivo. Caso isso ocorra, descartar o material e repetir o teste
com um novo dispositivo e/ou com uma nova amostra.

Auséncia de Auséncia de
Linha Teste  Linha Controle

N/

TC

Presencga de
Linha Teste

Auséncia de
Linha Controle

TC

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Amostras Caracterizadas

- 167 amostras caracterizadas foram testadas em Bio - Manguinhos com o teste DPP® Leptospirose e lidas tanto
visualmente como com o leitor DPP® de mesa. As amostras foram caracterizadas pela Fiocruz com MAT (Teste de
Aglutinacao Microscépica) e ELISA. O corte do leitor foi 30.

TIPO DE AMOSTRA N2 AMOSTRAS DESEMPENHO ESPECIFICAGAO
AGUDA - ATE 7 DIAS 25 SENSIBILIDADE = 76.0% SENSIBILIDADE = 50%
AGUDA -DE 7 A 14 DIAS 27 SENSIBILIDADE = 81.5% SENSIBILIDADE = 80%
CONVALESCENTE MAIS DE 14 75 SENSIBILIDADE = 97.3% SENSIBILIDADE = 95%
SAUDAVEL DE AREA ENDEMICA 40 ESPECIFICIDADE = 97.5% ESPECIFICIDADE = 95%

Amostras Cegas

- 30 amostras cegas de Salvador foram testadas por Bio - Manguinhos, no Rio de Janeiro. Os resultados dos testes
s6 foram interpretados visualmente e nenhum leitor foi utilizado. Além disso, cada amostra foi executada duas vezes
por dois operadores diferentes. O MAT foi utilizado como referéncia.

TIPO DE AMOSTRA N2 AMOSTRAS DESEMPENHO ESPECIFICAGAO
SAUDAVEL DE AREA ENDEMICA 15 ESPECIFICIDADE = 100% ESPECIFICIDADE = 95%
AGUDA 15 SENSIBILIDADE = 86.6% SENSIBILIDADE = 80%
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INDICAGAO DE USO:

O TR DPP® Leptospirose - Bio-Manguinhos é um teste rapido imunocromatogréafico de uso Gnico para a detecgéo
de anticorpos especificos para Leptospira no sangue total, soro ou plasma humano. O teste rapido é uma
ferramenta de atendimento em campo para diagnostico, facil de usar. Os resultados podem ser interpretados
visualmente ou, se necessario, de forma mais objetiva, utilizando um leitor automatico. O teste tem validade
de até 24 meses quando armazenado em temperatura adequada. Fazer o diagnéstico imediato, enquanto o
paciente ainda esta no local (hospital ou consultério médico) iré fornecer um beneficio claro: o paciente pode
detectar a doenca na fase inicial e comecar o tratamento, levando a melhor resposta do tratamento.

INFORMACOES TECNICAS:

A Leptospirose pode representar risco a vida em uma série de situagoes epidemiolédgicas [1-3]. O agente
é uma bactéria espiroqueta geneticamente e antigenicamente diversificado. Existe um grupo de oito
espécies de Leptospira e mais de 200 sorotipos [1, 4]. A doenga é considerada a zoonose mais difundida no
mundo [1], devido a capacidade do patégeno de usar como reservatério uma grande variedade de animais
domésticos e silvestres. A Leptospira se estabelece no tubulos renais e persiste por semanas a meses no
ambiente apds a excrecao do hospedeiro [1, 4]. A transmissao para humanos ocorre durante o contato com
animais reservatérios ou em um ambiente contaminado com urina. A infecgao produz um amplo espectro
de manifestacdes clinicas de uma doenca auto-limitada febril para a doenca de Weil, a forma classica da
leptospirose grave que se caracteriza por ictericia, insuficiéncia renal aguda e hemorragia.

A prioridade da saude publica é prevenir conseqliéncias graves decorrentes da leptospirose. Até o momento,
n&o ha nenhuma prevencao eficaz contra a leptospirose. Os esfor¢os para erradicar as fontes de transmissao
ambiental e controle de reservatérios animais foram uniformemente vencidos [3]. Assim, o diagnéstico oportuno
e rapido inicio da antibioticoterapia s&o a intervencao fundamental na prevencao de desfechos graves antes que
elas se desenvolvam. A terapia antimicrobiana tem se mostrado eficaz na leptospirose [6-9], mas oferece maior
beneficio quando iniciada no principio da doenca [3, 4], antes do desenvolvimento de complica¢des graves.
No entanto, a leptospirose em fase precoce (aproximadamente 1°- 7° dia de sintomas) tem uma apresentacao
néo-especifica e, muitas vezes comegca como uma doenga febril indiferenciada [2,9]. O diagnéstico clinico
tornou-se um problema cada vez mais critico em regides onde a dengue e outras doencas infecciosas com
manifestacoes similiares sao endémicas [5, 10]. Assim, a identificagdo e o tratamento eficazes da leptospirose
depende de um indice elevado da suspeita clinica [11] e preciso teste rapido diagnéstico de campo [3].

O diagnéstico da leptospirose, no entanto, continua a depender de métodos laboratoriais antiquados e
inadequados. O teste de microaglutinagcdo (MAT) exige amostras de soros pareadas (fase aguda e convalescente)
e exame de campo microscépico de aglutinagao sorolégica com culturas vivas de Leptospira [1, 4, 12, 13]. A
dependéncia do MAT é uma das principais causas da subnotificacao, mas continua a ser o teste padréao, pois
os kits comerciais de ELISA ou testes rapidos nao atingiram niveis adequados de desempenho. Todos os testes
atuais de Leptospira demonstraram baixa sensibilidade (39-72%) durante a fase aguda [14, 15-19] (revisto
em [3]). Além disso, a sensibilidade pode ser inferior a 25% na primeira semana da doenca, que é a janela
de oportunidade para o tratamento com terapia antimicrobiana [3]. Todos os testes atuais de Leptospirose,
independentemente da plataforma de diagnéstico, demonstraram o desempenho com caracteristicas similares
[3], provavelmente porque estes testes detectam anticorpos IgM contra um epitopo de carboidratos, “antigeno
reativo amplo” [20], que persistem por anos ap6s a exposicao [21, 22]. Tecnologias de imunoensaios mais
avangados, tais como DPP®, podem oferecer melhores testes de diagnéstico.

PRINCIPIO DO TESTE:

O teste DPP® Leptospirose emprega um coquetel de trés antigenos cuidadosamente selecionados e uma
combinacao de duas particulas de ouro coloidal conjugados com uma proteina humana e anti-IgM,
respectivamente. A amostra é aplicada a janela “Amostra + Tampé&o” assim como o tampao. O tampao facilita
o fluxo lateral da amostra diluida ao longo da membrana S1 para os antigenos impresso na membrana S2.
Se os anticorpos para Leptospira estiverem presentes, eles se ligam aos antigenos imobilizados. Em seguida
o tampao ¢é adicionado na janela “Tampéao” para permitir que o conjugado com particulas de ouro migrem
ao longo da membrana S2 e sejam capturados pelo complexo antigeno-anticorpo (se houver), produzindo
uma linha rosa/roxa na area TESTE. Na auséncia de anticorpos contra Leptospira, ndo aparecerd uma
linha rosa/roxa na area de TESTE (T). As particulas de ouro conjugado continuam a migrar ao longo da
membrana S2 e produzem uma linha rosa/roxa na area de controle (C). Este controle processual serve para
demonstrar que a amostra e os reagentes foram devidamente aplicadas e migraram através do dispositivo.

APRESENTACAO DO PRODUTO:

O Kit TR DPP® Leptospirose - Bio-Manguinhos é fornecido na apresentacao:
TR DPP® Leptospirose - Bio-Manguinhos (para 20 determinagdes).

MATERIAL FORNECIDO:

e Suportes DPP® Leptospirose com antigeno de Leptospira, embalados individualmente - 20 unidades
® Tampéo de corrida - 01 frasco com 6 mL

e Tubo coletor Microsafe® (10 pL) - 20 unidades

e Lancetas descartaveis - 20 unidades

e Curativo Adesivo - 20 unidades

* Manual de Instrucdo de Uso - 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO:

e Cronémetro ou relégio

® Pipetador calibrado para 5 pL (soro ou plasma) ou 10 pL (sangue venoso)
o Alcool esteéril (unicamente para amostras obtidas por puncéo digital)

® Recipiente seguro para descarte de material biolégico

* Gaze estéril

® Luvas descartaveis

® Anti — séptico

CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

O Kit TR DPP® Leptospirose - Bio-Manguinhos deve ser armazenado entre 2 °C e 30 °C. Recomenda-se a conservagao
do Kit em geladeira somente em locais onde a temperatura ambiente ultrapasse 30 °C. Nao congele o Kit ou seus
componentes. Os suportes de teste devem permanecer lacrados até o momento de sua utilizagao. O tampao de corrida
deve ser mantido em seu recipiente original. Caso o Kit seja guardado sob refrigeracéo assegurar-se de que todos os
componentes estejam a temperatura entre 15 °C e 25 °C no momento de sua utilizagdo.

CUIDADOS E PRECAUGOES:

Somente para uso em diagndstico in vitro.

Este conjunto diagnéstico contém produtos bioldgicos e quimicos podendo representar uma fonte de risco. Ao manusear
este conjunto, observar as precaugoes de biosseguranca necessarias.

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

O teste deve ser realizado apenas por profissionais de satde, segundo as instru¢des contidas neste manual.

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

® As amostras, assim como outros insumos, devem ser estocadas e manipuladas adequadamente;

* As amostras devem ser homogeneizadas antes do uso;

e As amostras de sangue total, soro e plasma que nao forem 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 ap6s a coleta, até que sejam
utilizadas no teste. Caso a realizagdo do teste nao seja possivel dentro deste periodo, as amostras devem ser congeladas
(-20 °C ou abaixo);

* Nunca congele amostras de sangue total ;

® Equipamentos de protecao individual (EPI), tais como luvas descartéaveis e jaleco, devem ser utilizados em todas
as etapas de realizacao do teste;

® Os testes nunca devem ser utilizados apoés a data de validade;

® Nao utilizar componentes de lotes diferentes;

¢ 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 Kits.

® Nao adicionar volumes de amostra superiores ao preconizado (10 pL para sangue e 5 pL para soro/plasma);

¢ Nao pingar sangue diretamente da ponta do dedo no suporte de teste. Utilizar sempre o tubo coletor Microsafe®
fornecido no Kit, segundo as orientacées abaixo (ver Procedimento do Teste);

e Cuidado ao adicionar a amostra: o frasco de tampé&o de corrida deve ser mantido em posigao vertical e a amostra
deve ser aplicada ao centro do orificio ou poco 1 do suporte de teste;

¢ Aguardar 5 minutos e somente ap6s o desaparecimento das cores das linhas T (TESTE) e C (CONTROLE) adicionar
quatro gotas do tampao de corrida ao pogo 2.

ATENGAO:

I - O tubo coletor Microsafe® apenas pode ser utilizado para coleta de sangue; para testar soro ou plasma deve-se
utilizar um pipetador calibrado.

I - alguns resultados reagentes podem aparecer em menos de 10 minutos, mas sao necesséarios 10 minutos para
detectar um resultado nao-reagente. Ler os resultados em ambiente bem iluminado. Nao ler os resultados apés 25
minutos da adi¢ao do tampéao de corrida ao pogo 2.

-Apobs o uso, suportes, ponteiras, lancetas, tubo coletor e luvas devem ser descartadas em agua sanitaria ou em
solucéo de hipoclorito de sédio a 2,5%.

COLETA DE AMOSTRA:

O TR DPP® Leptospirose pode ser realizado com amostras de soro, plasma, ou sangue total humano obtido por pungao
digital ou puncao venosa.

Sangue Total de Puncéao Digital

Seguindo procedimentos normais de laboratério, perfurar a extremidade do dedo e descartar a primeira gota de sangue.
Coletar a amostra da segunda gota utilizando o tubo coletor fornecido. Seguir as instru¢des de procedimento do teste.

Sangue Total Venoso

Seguindo procedimentos normais de laboratério, retirar sangue venoso. Dependendo do uso previsto, transferir a
amostra para um tubo contendo EDTA, heparina ou citrato de sédio. Assegurar que o tubo contendo o sangue esté
bem homogeneizado antes de realizar a amostragem. Seguir as instrugoes de procedimento do teste.

Soro ou Plasma

Soro: Coletar o sangue total sem anticoagulante, esperar 30 minutos para que o sangue coagule. Centrifugar a
2000 rpm durante 10 minutos e separar o soro do sobrenadante.

Plasma: Coletar o sangue total com anticoagulante (heparina, citrato ou EDTA), centrifugar a 2000 rpm durante
10 minutos e separar o plasma do sobrenadante

Seguindo procedimentos normais de laboratério, transferir o soro ou plasma (EDTA) para um recipiente limpo. Seguir
as instrugdes de procedimento do teste.

Todas as amostras devem ser testadas imediatamente apds a coleta. Quando nao testadas imediatamente, estas
amostras devem ser refrigeradas entre 2 e 8 °C logo apés a coleta, podendo ser usadas em até 3 dias ap6s coleta.

Amostras de soro ou pl_asma devem ser congeladas a -20°C ou menos caso os testes nao sejam realizados em até
3 dias ap6s a coleta. NAO CONGELAR SANGUE TOTAL!

Transporte de Amostras

Se as amostras tiverem que ser transportadas, devem ser embaladas em conformidade com os regulamentos para o
transporte de agentes etiol6gicos. Amostras de soro, sangue e plasma devem ser enviadas refrigeradas com compressas
frias ou gelo triturado.

CONFIRMAGCAO DO DESEMPENHO DO TESTE

Ao término do teste, uma linha rosa/ roxa aparecera na area de CONTROLE (C) do dispositivo de teste, tanto nas
amostras nao reagentes (negativas) quanto nas reagentes (positivas). Esta linha serve de controle incorporado
confirmando o acréscimo de amostra e o desempenho adequado do teste. Linhas rosa/ roxa em ambas as areas de
TESTE (T) e CONTROLE (C) indicam uma amostra reagente (positiva).

PROCEDIMENTO PARA REALIZACAO DO TR DPP® LEPTOSPIROSE - BIO-MANGUINHOS:
1. Certificar-se de que a amostra a ser testada esteja a temperatura entre 15 e 25 °C. Caso a amostra esteja
refrigerada ou congelada, permitir que alcance essa temperatura antes de ser testada.

2. Retirar o numero de componentes do Kit TR DPP® Leptospirose necessérios e coloca-los sobre uma
superficie plana. . N\

3. Identificar o suporte do teste com o nome
do individuo ou seu nimero de identificacéo e
com o numero do lote do Kit de qual o teste foi
retirado (Ver figura 1).

y

\

Figura 1

NOTA: Nao é recomendado realizar mais de cinco testes ao mesmo tempo.

J

4. Amostra Obtida por Puncéao Digital e
Perfurar a extremidade do dedo com a lanceta fornecida ——p——
e descartar a primeira gota de sangue. Coletar a segunda i /

gota com o tubo coletor também fornecido no Kkit,
segurando-o na posicao horizontal, como mostrado (Fig.2).
Encostar a ponta do tubo na amostra de sangue. A acao
capilar vai sugar a amostra. Parar quando atingir a linha

NUNCA APERTE O “BULBO” DO TUBO
ENQUANTO ESTIVER COLETANDO

de preenchimento preta. Figura 2
e —
5. Aplicar a amostra no suporte de teste. Assegurar que a alga esteja na posigao vertical
e que a amostra seja dispensada no centro do “Pogo 1” (Ver figura 3).
¢
N ——
Figura 3
6. Apertar o bulbo do tubo coletor até a Ultima gota de sangue sair diretamente
no pogo 1 “AMOSTRA + TAMPAO”.
i
7. SOMENTE SE A AMOSTRA NAO SAIR: Segurar o tubo coletor na vertical, apertar e
deslizar os dedos de cima para baixo, empurrando o ar até a marca preta e soltar com
a ponta posicionada no Poco 1 “Amostra + Tampao”.
&
N
Figura 4

8. Amostras de Sangue Venoso, Soro ou Plasma

Se a amostra escolhida for outra que ndo sangue por puncao digital, use uma pipeta de laboratério
calibrada para obter a quantidade necesséaria de amostra.

1. Soro ou Plasma - 5 pL

2. Sangue Total - 10 pL

NOTA: Descartar todo o material utilizado no teste em recipiente apropriado para descarte de risco biolégico.

9. Transferir a quantidade necesséria de soro, plasma ou sangue total para o centro do po¢o “Amostra +
Tampao” do dispositivo

10. Inverter o frasco do Tampao e manté-lo na vertical (ndo na diagonal)
sobre o Poco 1 “Amostra + Tampé&o”. Adicionar 2 gotas de tampao de
corrida (65 pL) no centro do Pogo (Figura 5).

Figura 5



