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1. FINALIDADE DO KIT

O Kit VacciCheck Parvovirose & Cinomose & Hepatite foi
projetado para determinar no soro, plasma ou sangue total
de cdo, o nivel de anticorpos IgG, de Hepatite Infecciosa
Canina (ICH/CAV), Parvovirose Canina (CPV) e Cinomose
Canina (CDV). O objetivo principal deste kit é fornecer
ferramenta Util para avaliar o estado de imunidade de caes
sobre estes trés patdgenos. Como tal, ele pode determinar
o titulo de IgG antes e apds a vacinacdo ou a duracao da
imunidade.

1. INFORMACOES GERAIS

A Hepatite Infecciosa Canina (HIC), Parvovirose Canina
(CPV) e Cinomose Canina (CDV), séo conhecidas como
importantes causas de doencas e morte em caninos.
Filhotes sdo os mais suscetiveis para ICH, CPV and CDV,
especialmente ap6s a amamentacao, quando o nivel de
anticorpos protetores materno declina. As vezes estes
anticorpos podem interferir com a vacinagdo para a
imunizacdo. Em muitos paises, os programas de vacinacao
reduziram significativamente mas ndo eliminaram
a incidéncia dessas doencas. Assim, ICH, CPV e CDV
continuam a ser motivo de grande preocupagdo clinica
entre médicos veterindrios em todo o mundo e ainda
representam um desafio diagnostico.

11l. O QUE E O TESTE IMMUNOCOMB?

O teste ImmunoComb é uma modificagao do teste de
ELISA e pode ser denominado também como “o teste
do ponto”. Ao invés do antigeno estar adsorvido no
fundo do pogo de uma placa, estd adsorvido em um
ponto do dente de um cartdo plastico em formato
de pente (cartdo ImmunoComb). O kit contém todos
os reagentes necessarios para desenvolvimento do
teste.

Os resultados das 3 doengas, ICH, CPV e CDV sdo
obtidos simultaneamente em cerca de 23 minutos.




IV. COMO FUNCIONA O CARTAO PLASTICO
IMMUNOCOMB?

m O kit é baseado no principio do Imunoensaio em
fase sélida, DOT-ELISA.

m Contém 2 componentes principais: 1 cartao
plastico ImmunoComb e 1 placa reveladora contendo
reagentes para o teste.

m O cartdo de plastico tem formato de um pente
com 12 dentes. Cada dente testa 1 soro.

m Em cada dente do cartdo estao adsorvidos 3
antigenos e 1 controle positivo.

m Pontos para o diagndstico de ICH, CPV e CDV sao
aplicados em cada dente do pente. O ponto superior
é o controle positivo. Antigeno do Adenovirus
canino Purificado (CAV) para o diagnostico de ICH
estd aplicado ao ponto médio superior, antigeno
purificado da CPV é aplicado no ponto médio mais
baixo e antigeno purificado CDV aplicado no ponto
inferior (ver figura na se¢ao X).

m A primeira etapa do ensaio é pipetar soro, plasma
ou amostras de sangue total no poco na linha A do
multi-compartimento da placa reveladora.

m Emseguida, o pente é inserido no(s) pogo(s) com a
amostra(s) e transferidos para os pogos restantes (B-F),
em intervalos de tempo, de acordo com as instrugdes
passo a passo (ver VII). Os anticorpos IgG especificos
do virus, se presentes, se ligam ao antigeno nos locais
de teste e serdo identificados na linha C, que contém
enzima marcada anti-anticorpo IgG de céo.

m No final do processo, um ponto de cor purpura
cinza aparece em todos os pontos de referéncia
positiva e na amostra testada que seja positiva.

m A intensidade da cor corresponde diretamente
para o nivel de anticorpos na amostra de teste.
Os resultados sdo comparados com o ponto de
Referéncia Positiva e CombScale (ver IX).



V. DESCRICAO DAS DOENCAS

ICH

A hepatite infecciosa canina é uma doenca causada
por adenovirus canino (CAV). A transmissao
ocorre pelo contato direto com cdes infectados
ou dareas contaminadas pelo virus. O primeiro
sinal é a tosse, que pode evoluir para pneumonia.
Mais tarde, quando o virus entra na corrente
sanguinea, figado, rim e outros 6rgaos do corpo,
pode causar sinais clinicos, tais como: “olho azul’,
vomitos, diarréia, aumento da sede e convulsdes.
Os filhotes tém a maior taxa de mortalidade.

CPV

A propagacdo da Parvovirose Canina pode ocorrer
por meio da exposicdo ao ambiente contaminado.
Os sinais clinicos da CPV incluem letargia, depressao,
inapeténcia, febre, vomitos e diarréia (as vezes com
sangue). As mortes sdo comuns em filhotes.

Ccbv

Virus da cinomose canina é naturalmente transmitida
de cdo para cao por via aérea. A infecgao natural da
CDV pode causar febre transitéria que pode passar
despercebida. Em alguns casos, quando a doenca
é caracterizada por febre intermitente, depressao,
secrecao Oculo- nasal e anorexia. Sinais respiratérios
e gastrointestinais podem surgir. Em caes que
sobrevivem das fases agudas da doenca, muitos (mas
nao todos) irdo desenvolver problemas relacionados
ao sistema nervoso central (SNC) incluindo neurite
Optica e lesdes de retina. Os que mais ocorrem sdo
ataxia, paresia e convulsoes.

V1. DIAGNOSTICO

Os Veterinarios normalmente fazem diagnéstico
presuntivo de ICH, CPV e CDV baseado em sinais
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clinicos que variam em gravidade de leve a grave.

Os exames laboratoriais podem ser Uteis para
confirmar o diagnoéstico. Além da hematologia e
bioquimica do sangue, a sorologia esta se tornando
ferramenta mais amplamente aceita de diagnostico.
A sorologia fornece uma idéia mais ampla do
estado imunoldgico do cdo. A resposta imunitaria
humoral é largamente composta de duas classes
de imunoglobulinas (anticorpos), IgM e 1gG. Nos
primeiros  dias apds a infeccdo ou vacinacdo,
0s anticorpos IgM sao produzidos em grandes
quantidades. Posteriormente, os titulos de IgM
declinam, enquanto os niveis de IgG aumentam.
Portanto, em cédes com capacidade de fornecer
resposta imune, os niveis elevados de IgM indicam
infeccao recente.

A auséncia de anticorpos IgM com elevado titulo de
IgG, sugere que a exposicao ao virus ocorreu mais
cedo, e considera-se o cdo imune. Elevados niveis
de IgG sdo tipicamente encontrados em caes que
sobrevivem a fase aguda da infeccdo, ou apds a
vacinacao (Fig. 1).

Fig. 1 — Niveis de Anticorpos Pés-Vacinagao de ICH,
CPV e CDV em cées sadios
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VII. EXPLICACAOQ PASSO A PASSO DO TESTE:
MANUSEIO E USO:

m Para melhores resultados realizar o teste em
temperatura entre 20-25°C.

m Armazenar o kit sob refrigeracdo normal de 2°C a
8°C. Nao congelar!

m N&o misturar reagente proveniente de kits ou
diferentes pocos da placa reveladora.

m N&o tocar nos dentes do cartdo ImmunoComb ao
retirar da embalagem ou ao destacar os dentes para
o teste.

m Ao utilizar a placa reveladora, perfurar a cobertura
de aluminio de cada poco, obedecendo as instrucdes
de procedimento do teste. Nao remover ou rasgar a
cobertura de aluminio de uma s6 vez.

m N&o remover e sim perfurar o aluminio somente
dos pogos suficientes para o teste.

TECNICA

OBS.: 1 - Pipeta e ponteiras nao sao incluidas nos kits com
120 testes.

Antes de realizar o teste, manter todos os componentes
do kit e as amostras a temperatura ambiente (20°
a 25°C), por 60 a 120 minutos ou incubar apenas
a placa durante 22 minutos a 37°C Homogeneizar
delicadamente os reagentes invertendo a placa
reveladora varias vezes antes do uso.

(1) Obter uma amostra
de sangue do cao.
Pode ser sangue sem
anticoagulante para
obtencdo de soro. Caso
testar com sangue total,
coletar amostra com EDTA
ou Heparina.

Recomenda-se a utilizacdo de amostras frescas.




® Armazenar sangue inteiro a 2-8°C se o teste for
realizado no prazo de 1 dia da coleta. Ndo congelar
amostras de sangue total.

® Armazenar amostra de soro e plasma a 2-8°C se o
teste for executado dentro de 3 dias da coleta. Se o
teste for realizado apoés 3 dias da coleta, congelar as
amostras a -20°C ou mais.

m Deixar as amostras a temperatura ambiente por 2
horas e homogeneizar bem antes do teste.

(2) Usar a micropipeta. Para amostra de sangue total
pipetar 10 pL (pipetar 2 vezes 5 uL). Para testar o soro
/ plasma usar 5 pL.

(3) Misturar os reagentes da placa invertendo
suavemente a placa vérias vezes antes de usar.

(4) Utilizar a pinga para
perfurar a tampa de
aluminio de protecédo da
linha A. Um pog¢o para
cada amostra.

(5) Depositar amostra
no poco da fileira A.

Para o teste de soro / plasma usar 5pul. Para testar
sangue total 10ul *. Com a ponteira mergulhada
na mistura subir e abaixar o émbolo  da pipeta
vdrias vezes para homogeneizar a mistura. Evitar
derramamento e contaminacdo cruzada de solugdes.

* Somente para sangue total: pipetar a amostra com a pipeta
fornecida no kit, use a mesma ponta para depositar duas
vezes 5pl no mesmo poco nalinha A.

Nao abrir qualquer cavidade da linha A ou de outras linhas
que vocé nao pretenda usar. Nao retire a protegao de aluminio.



(6) Retirar o pente de seu
envelope de protecdo.
Ndo tocar nos dentes do
pente. Para testar menos
do que 12 amostras, cortar
ou romper o pente por
dobragem nos entalhes,
para a quantidade de
testes necessarios ou cortar
com uma tesoura.

NOTA: MISTURAR DURANTE A INCUBAGAO E CRITICO PARA
RESULTADOS VALIDOS.

** Para melhorar a mistura, mova o pente para cima e para
baixo 3-4 vezes. Durante a incubacdo, repetir o mesmo
processo de mistura 2-3 vezes.

Evite encostar o lado da frente do pente, inclinando-o paraa
parte de tras durante a mistura.

Retirar o excesso de liquido dos dentes do pente, encostando
a ponta do dente em papel absorvente, antes de mové-lo
para o préximo po¢o

m Inserir o Pente no
poco aberto (s) na linha
A (o lado impresso de
frente para o operador) e
incubar por 5 minutos.

m Movimentar o pente
conforme descrito
acima.**

m Antes de transferir o
pente de um pog¢o para
outro, perfurar o aluminio
do poco seguinte usando a pinga (linha B). Retirar
suavemente o excesso de liquido dos dentes do pente
encostando a ponta do dente em papel absorvente,
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e encaixar o pente, durante 2
minutos na linha B.

m Movimentar o pente
como descrito acima.**

m Retirar o0  excesso.
Inserir pente no pogo
seguinte (linha C) durante
5 minutos.

m Movimentar o pente
como descrito acima.**

m Retirar o excesso. Mergulhar nas cavidades
restantes (linhas D & E), durante 2 minutos cada e
retirar o excesso, apds cada etapa.

m Movimentar o pente como descrito acima.**

m No Uultimo pogo (linha F) mergulhar o pente
durante 5 minutos.

m Movimentar o pente como descrito acima**

m Apds afileira F, mova o pente de volta para a linha
E por 2 minutos para fixagao da cor.

m Retirar o pente, eliminar o excesso da solugao da
ponta do dente e deixar secar naturalmente por 5
minutos. NAO SECAR COM PAPEL.

A sequéncia da técnica pode ser vista no site:
www.vpdiagnostico.com.br

VIIL. LEITURA DO TiTULO DE IgG E INTERPRETACAO

DO RESULTADO

m O ponto mais superior é o ponto de referéncia
positiva e deve ter uma cor roxo-cinza. Esta é a mesma
tonalidade de cor que é gerada por uma resposta
positiva significativa de anticorpos anti-ICH 1:16 no
teste de Soro Neutralizacdo, de anticorpos anti CPV
com titulo de 1:80 no teste de HI e de anticorpos
anti-CDV iguais a 1:32 na Soro Neutralizacdo. Ao usar
o CombScale, este local deve ser lido como S3 (ver
seccao IX).




m O ponto médio superior no dente da o titulo dos
anticorpos IgG anti-ICH da amostra.

m O ponto médio inferior do dente dé o resultado de
anticorpos IgG anti CPV na amostra.

m O ponto inferior do dente dd o titulo dos
anticorpos IgG anti- CDV na amostra.

m Comparar o tom da cor do ICH, CPV e pontos
de teste CDV com o ponto de referéncia positiva
(separadamente).

m Um tom de cor que é igual ou mais escura do que
o ponto de referéncia é considerada uma resposta
positiva.

® Um tom de cor ténue em S1 ou menos é
considerado um resultado negativo.

m Um ponto de teste com aparéncia azul lavado é
invalido. Consulte jorge@jmrtrading.com.br para
obter mais informagdes.

m Avaliar a pontuacdo de anticorpos usando o
CombScale fornecido no kit (ver secgao IX).

m Conservado seco o dente pode ser mantido como
registro.

IX. LEITURA DOS RESULTADOS COM O COMBSCALE

O valor CombScale S é
ondimero que aparece FEFIPLELLL
na janela amarela | Comb Seate
correspondente a0 | |EEIEER
tom da cor, do ponto
referéncia  positiva,
que é calibrada em S3.




Quando o pente estiver completamente seco, alinhd-lo com
0 CombScale fornecido no kit. Encontrar o tom de roxo-cinza
no CombScale que mais se aproxima do ponto de Referéncia
Positiva (ponto superior).

Deslize a régua amarela até a marca C+ aparecer na janela,
acima da cor que vocé encontrou.

Segure a régua nesta posicao durante toda a leitura.
Este passo realmente calibra a C + a S3, que é o ponto de
“cut-off”, que os pontos de teste serdo comparados.

Enquanto mantém a régua
fixa, encontrar o tom de

roxo-cinza no CombScale
que mais se aproxima do
ponto do resultado do teste
desejado (um dos pontos
mais baixos). O niumero que
aparece na janela acima é a
pontuagdo CombScale (SO-
S6). Repita este passo com
cada ponto de teste separadamente.

OBS.: o resultado pode ser avaliado por meio do
programa CombScan e escaner com compatibilidade
TWAIN (cd é fornecido gratuitamente se solicitado) ou
leitora CombCan.

X. EXEMPLO DE UM TESTE

g
Aba Referéncia Positiva Cat: 50CVV101
Blogalowmie Hepatite Lot
Panvovirose
Cinomose SERNO




Dente
No ICH Resultado CPV Resultado CDV Resultado
1 SO | Negativo >S5 Fort'evmente <S1 | Negativo
Positivo
2 sa | positivo so | Negativo sg | Fortemente
Positivo
3 >S5 Fort'e'mente 55 Fortﬁmente >S5 Fort'e'mente
Positivo Positivo Positivo
4 SO | Negativo SO | Negativo SO | Negativo
. . Fraco
5 253 | Positivo SO | Negativo S2 L
Positivo
. Fraco .
6 SO | Negativo S2 . S4 | Positivo
Positivo
Fi F
7 S2 "",‘? 2S5 orltern ente S0 | Negativo
Positivo Positivo
8* Invdlido Invdlido Invdlido
9¥* Invdlido Invdlido Invdlido
10 <S1 | Negativo S0 | Negativo >S5 For{ern ente
Positivo
1 253 | Positivo 283 | Positivo =83 | Positivo
12%** =83 | Positivo =83 | Positivo =83 | Positivo

Observagdes:

* Nenhuma Referéncia Positiva. Repetir o teste.

** Cor de fundo muito escura. Repetir o teste.

*** Cor de fundo escura com resultado positivo.




Para auxilio adicional contatar:

Distribuidorlocal pelo telefone: (41)3779-2130,988178372,
3434-2721

e-mail: info@vpdiagnostico.com.br

website: www.vpdiagnostico.com.br

Fabricante:

Laboratérios da Biogal Galed,

pelo telefone: 972-4-9898605 / Fax: 972-4-9898690
e-mail: info@biogal.com

website: www.biogal.com

X1. CONDICOES DE CONSERVACAO & MANIPULAGCAO
m Armazenar o kit entre 2°C e 8°C.

m Nao utilizar pente e placa de lotes diferentes.

m Nao congelar o produto (temperatura abaixo de
0°C).

m Nao tocar com os dedos a ponta dos dentes dos
pentes onde esta adsorvido o antigeno.

m Nao expor a vacuo.

XIL. RISCOS PARA A SAUDE PUBLICA DURANTE SUA
MANIPULACAO

m O kit contem azida sodica, NaN3 0,1%, considerado
carcinogénico e material bioldgico inativado.

m Ao proceder o teste é recomendado utilizar luvas
descartaveis e 6culos.

m Caso as solugdes dos pocos caiam acidentalmente
nas maos ou olhos e bancada, lavar com bastante
4gua corrente.

m  Eliminar as solucdes dos pogos primeiramente
em frasco com hipoclorito. Ao eliminar no sistema de
esgoto deixar escorrer bastante dgua pelo sistema.

® Manter longe de criangas e animais domésticos.




XIil. APRESENTACAO

Kit com Kit com

Componentes 12 testes 120 testes

(50CVV101) (50CVV110)
A. Cartao Plastico ImmunoComb 1 10
B. Placa reveladora 10
C. Pinga de plastico 1 1
D. Escala de cores CombScale 1 1
E. Micropipeta para 5 pL 1 Nao incluida®
F. Ponteiras capacidade 10 uL 15 Nao incluida*

Instrugdes de uso

1

1

*Para kit de 120 testes, usar micropipeta calibrada:
5pL se amostra de soro ou plasma e 10pL se sangue total.
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