INSTRUCOES DE USO

Test-it ™ Diagndstico rapido (IgM) da Leptospirose aguda ictérica em caninos (Doenga de Weil)
Imunoensaio especifico de Leptospira para utilizacéio com amostras de soro ou sangue total canino.

Utilizacao

A Life Assay desenvolveu o Test-it de fluxo lateral, um kit rdpido para diagndstico sorolégico de leptospirose aguda em cdes. O
teste é concebido para detectar anticorpos IgM especificos para a doenga, em soro canino ou amostras de sangue total.
Introducao

A suspeita clinica de leptospirose aguda em caes, requer diagnostico rapido e, em casos positivos, intervencdo terapéutica
urgente. Embora as infecgdes subclinicas de leptospirose possam ocorrer em grande escala, sdo principalmente sorovares dos
grupos icterohaemorrhagiae e canicola, que causam a doenca ictérica aguda grave. As leptospiras patogénicas causadoras
podem ser isoladas a partir de uma vasta gama de espécie animal saudavel, das quais muitas mantem fung¢des como
hospedeiros de manutencao ou reservatorios.

Roedores e outros pequenos mamiferos sdao os hospedeiros de manutengdo da Leptospira patogénica para o homem e animais
domeésticos, tais como cdes. Uma vez que existe um risco de transmissdo para os donos de cdes e cuidadores, a leptospirose
canina é considerada um risco para a saude publica.

A Leptospira é fatal para cdes e pode resultar em doencga crénica do figado e rim. Durante os primeiros 4-12 dias apds a infecgdo
com Leptospira, o cdo pode apresentar sintomas repentinos de febre (39,4°C - 40,6 °C), depressdo, vomitos, perda de apetite,
conjuntivite e dor generalizada. Dentro de dois dias apds o inicio destes sintomas primdrios, a temperatura do corpo pode cair
de repente e pode haver aumento notavel da sede. Uma alteragdo definitiva na cor da urina do cdo e / ou ictericia é muitas
vezes observada e pode ser a Unica indicagdo de doencga. A intensidade de cor da urina pode variar de limdo a laranja profundo.
Além disso, micgdo frequente e desidratagdo subseqiiente sdo consistentes e com a invasado das células dos tubulos renais pela
Leptospira aparecendo os sintomas primarios dentro de poucos dias. Em casos mais avan¢ados da infecgdo, depressado profunda,
dificuldade respiratdria, tremores musculares, vomito, sangue e fezes sdo muitas vezes observados, devido a infec¢do progredir
para o figado, sistema gastrointestinal e outros érgdos. Caninos reagem a doencga através da producdo de anticorpos anti-
Leptospira. A soroconversdo pode ocorrer mais cedo de 5-7 dias apds o aparecimento da doenca. A doenca aguda é
caracterizada pela presenca de anticorpos especificos da classe IgM.

O Test-it™ Leptospira canino IgM, é um ensaio relativamente simples e rapido, que pode ser utilizado como um ensaio de
“point-of-care” a campo, clinica ou laboratério.

Principio

O Test-it™ Leptospira canine IgM, pela técnica denominada de fluxo lateral, € um ensaio imunocromatografico. A tira contém
duas linhas, uma linha de teste contendo o antigeno especifico de Leptospira e, uma linha de controle que contem o anticorpo
anti-cdo IgM purificado, ligado a ouro coloidal marcado. Para realizar ensaio com sangue total ou soro, a amostra é colocada na
janela para soro (S). O tampao é adicionado para solubilizar o reagente de detecc¢do e transportar as moléculas da amostra e do
reagente através dos poros da membrana até a zona de teste (T).

Os anticorpos contra leptospira, se presentes na amostra de soro ou sangue, ligam-se ao antigeno LPS da leptospira, e serdo
corados pela ligacdo do reagente de deteccdo. A presenca de anticorpos especificos sera revelada pelo aparecimento de uma
linha vermelha na zona de teste (T). Se a amostra ndo contém anticorpos IgM especificos, a amostra e o reagente de detec¢do
vao passar sobre a zona de teste e nenhuma linha aparece na zona de teste. Com qualquer amostra uma linha vermelha deve
aparecer sempre na zona de controle (C). O controle garante que o reagente de detecgdo ainda esta ativo.

Kit de teste
Cada kit contém 25 laminas de teste, embalados individualmente, um frasco com soluc¢do diluente, e 25 pipetas, suficientes para
a analise de 25 amostras de soro ou sangue total.

Armazenamento e data de validade

Os kits devem ser armazenados entre 4 °C a 28 °C, em local seco e protegido da exposicdo direta da luz solar. Os dispositivos
individuais podem ser armazenados até 45°C durante periodos curtos. O prazo de validade esta impresso na embalagem.
Quando armazenada adequadamente os ensaios podem ser utilizados pelo menos, dois anos a partir da data de fabricagdo.

Precaucées
Sangue e amostras de soro devem ser manuseados com cuidado, pois eles sdo potencialmente infecciosos. Equipamentos e

suprimentos para manuseamento de amostras devem ser tratados como tal. Dispositivos utilizados, descartdveis e as amostras
devem ser devidamente descontaminados e descartados.

Coleta de Amostras
O soro deve ser preparado da mesma maneira como é realizado rotineiramente, por qualquer ensaio soroldgico. Devem ser
utilizadas amostras recém-coletadas. As amostras de soro armazenadas a -20 °C podem também ser usadas.




Procedimento de Ensaio Padrdao

1. Retire uma lamina de teste da embalagem e coloque em uma bancada com a janela de teste virada para cima.

2. Verificar imediatamente se a cor ainda esta laranja. Se a membrana interna mudou de laranja para verde, o cassete foi
exposto a umidade e deve ser descartado.

3. Usando a pipeta de plastico fornecida, pipete o soro até a primeira linha marcada da pipeta (5 uL), adicionar o soro na janela
para amostra, OU para sangue total pipetar até a segunda linha marcada da pipeta (10 pL) e adicionar na janela para amostra (S)
4. Imediatamente adicionar 4 gotas (100 pL) de solugéo diluente na mesma janela (S).

5. Vocé vai ver a solugdo se movendo nas zonas de teste e controle. Isto mostra que o teste esta funcionando.

6. Leia o resultado em 15 minutos. Os resultados sdo estdveis durante 15 minutos; Leituras posteriores podem resultar
resultados erroneos.

Interpretacdo dos resultados do teste
Resultado positivo: Indicado pela presenca de uma linha na zona de teste (T) e uma linha na zona de controle (C). Um resultado

positivo é consistente com leptospirose ictérica aguda. A sensibilidade do ensaio e intensidade da coloracdo da linha de teste vai
depender do estagio da doenga, bem como de outros fatores. Como os anticorpos especificos atingem niveis detectaveis
somente uma semana apos o inicio da doenga, uma amostra recolhida muito cedo, pode dar um resultado negativo neste
ensaio. A intensidade de coloracgdo forte fornece boas evidéncias de leptospirose aguda. Se a coloragao esta, ausente ou fraca e
ha suspeita de leptospirose, o ensaio deve ser realizado com uma segunda amostra colhida em uma data posterior (3 a 5 dias)
em conjunto com reexame da primeira amostra e ver se houve aumento da quantidade de anticorpos.

* Os resultados positivos ndo suspeitos podem ocorrer como um resultado da vacinagdo anterior ou aguda, a partir de infecgdo
sub-clinica.

O resultado negativo: Indicado pela falta de uma linha na zona de teste (T) e a presenc¢a de uma linha na zona de controle (C).
Se um resultado negativo, é obtido com uma amostra colhida muito cedo, a segunda amostra colhida alguns dias mais tarde
pode mostrar soroconversao e por seguinte positivar.
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NOTA ESPECIAL: A intensidade da linha de controle (C) pode variar de teste para teste. A linha de controle fraca (C) ndo
desqualifica o teste e ndo influi sobre a validade do resultado do teste (T).

Limitacoes de Uso

A sensibilidade e especificidade do Test-it™ Leptospira canine IgM, depende de varios fatores, incluindo a fase da doencga, o uso
de antibidticos anterior ao teste, histérico de vacinagdo. O teste de aglutinagdo microscépica (MAT) é recomendado como um
teste confirmatdrio e fornece o sorovar que esta presente. Pode-se utilizar tambem em casos duvidosos teste de Elisa.

Sensibilidade e Especificidade
A sensibilidade é de 100% (Cl, 76,7-100 95%).

A especificidade é de 95,3% (IC, 95%, 88,8-98,3).
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