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Kit para Deteccao Molecular de DNA
de Leptospira em caes

Somente para uso \eterinario e In vitro

sku3zocLP104  Instrucoes de uso

FINALIDADE

O kit contém todos os componentes requeridos para executar
o teste de forma rapida e simples.

PRINCIPIO

O Kit de Detecgado Molecular de Leptospira Canina PCRun®
destina-se a deteccdo de Leptospira interrogans em
DNA Jjsolado de sangue e urina usando um kit de extragéo de
DNA n°30PRE104. O kit deve ser empregado durante uma
infecgdo ativa e contém todos os componentes
descartaveis necessarios para realizar um teste facil e preciso.

ESTOCAGEM E MANUSEIO

Conservar entre 2-25 °C (temperatura ambiente ou refrigerado).
Evitar exposigao direta de luz solar.

Nao utilizar apds a validade informada no rétulo.

Nao congelar.

Nao submeter a altas temperaturas

Precaucgoes:

= Para evitar contaminagao de DNA na reagéo, sempre utilizar luvas

descartaveis durante a realizagao do teste.

= Abrir e remover os tubos de reacdo PCRun das embalagens

seladas de aluminio, somente imediatamente antes da sua
utilizagao.

" Retornar os tubos de reacdo PCRun nao utilizados para a
embalagem de aluminio original, juntamente com o dessecante.
Selar com fita adesiva.

« Néo utilize o kit se a embalagem ou os componentes
estiverem danificados. Cada componente neste kit € adequado

mpara uso apenas de lote especifico. Os componentes foram

homologados no controle da qualidade como unidade de lote
padrdo. Nao misturar componentes de diferentes numeros de lote.

= Utilizar procedimentos sanitarios do Brasil, destinados a residuos
biolégicos e moleculares, no manuseio e descarte de
componentes do kit.

= Realizar a extragdo de DNA em uma area separada da éarea
utilizada para a reagdo PCRun

INFORMAGCOES

A Ieptospirosege' uma doenga zoondtica bacteriana causada por
espécies patogénicas do género Leptospira. Os sorovares
patogénicos tipicos que infectam caes incluem icterohaemorrhagiae,
canicola, pomona, bratislava, grippotyphosa e autumnalis'. As
leptospiras, transmitidas pelo contato direto com fontes contaminadas,
podem penetrar na pele descamada ou nas membranas mucosas e
se disseminar dentro do hospedeiro. Nos caninos, as
espiroquetas méveis podem ser encontradas na corrente sanguinea
nos primeiros 7 a 10 dias apds a exposigdo. A fase septicémica é
seguida por uma fase imune que se caracteriza pelo aparecimento de
anticorpos e pela eliminagdo das leptospiras da corrente
sanguinea. As espiroquetas entdo colonizam os tubulos renais
de hospedeiros cronicamente infectados. A leptospirdria comeca
aproximadamente na segunda semana apds o inicio dos sinais
clinicos. Hospedeiros de manutengdo, como caes, geralmente
permanecem clinicamente assintomaticos e liberam leptospiras no
ambiente através da urina.

DIAGNOSTICO

A leptospirose pode ser suspeitada com base em sinais clinicos
e resultados das fungdes renal e hepatica. Um diagnostico
conclusivo geralmente é feito demonstrando a presenca da bactéria
nas amostras ou encontrando niveis crescentes de anticorpos IgG
ao longo do tempo.

As técnicas disponiveis incluem histoquimica, cultura,
reagbes antigeno/anticorpo e hibridizacdo ou amplificagdo de base
molecular. O isolamento da cultura de organismos causadores
de amostras clinicas leva varias semanas, a analise
microscopica € altamente subjetiva e os anticorpos IgM sao
detectaveis no sangue apenas 5-7 dias apds o inicio dos sintomas.
Inquéritos seroldgicos relatam que mais de 20% dos soros caninos
examinados contém anticorpos especificos para  sorovares
patogénicos de Leptospira, no entanto, €& dificil correlacionar os
titulos soroldgicos com a prevaléncia de infecgdes cronicas?. A
amplificagcdo molecular € empregada para a detecgdo rapida de
patégenos envolvidos em infecgdes agudas. Os protocolos podem
ser aplicados para amplificar seletivamente sequéncias de DNA
altamente conservadas que estdo presentes em leptospiras
patogénicas, mas ausentes em espécies sapréfitas. A
amplificacdo molecular do DNA isolado de amostras clinicas
pode confirmar rapidamente o diagnéstico na fase inicial da
doenga, antes que os titulos de anticorpos estejam em niveis
detectaveis e as amostras de urina possam ser usadas para
identificar portadores cronicos da doenga® e confirmar a infecgéo
com altos titulos de IgG

CONTEUDO DO KIT

Conteudo Quantidade
Tiras com 4 tubos com reagentes liofilizados
1XPBS 1.5 mL 1
10X PBS 1.5 mL 1
Embalagem de aluminio com detector de acido 4
nucleico
Pipetas capilares plasticos - 20 yL* 5
Pipetas descartaveis*® 5
Pipetas capilares de plastico - 50 uL* 5

* Pipetas calibradas e ponteiras com barreira para aerossol
podem ser usada no lugar das pipetas de plastico.

EQUIPAMENTOS E SOLUGOES NECESSARIOS:

= Biogal PCRun® Extrator de DNA da Amostra

= Bloco de aquecimento a 60 °C compativel com tubos de 0,2
mL para PCR.

= Bloco de aquecimento (& comercializado pela Biogal)

= Temporizador

= Caneta marcadora permanente de ponta fina
= Luvas descartaveis

COLETA, ESTOCAGEM E TRANSPORTE

O kit € adequado para detectar acido nucleico extraido de 50 pl de
sangue total ou do sedimento resultante da concentragdo de 2 mL
de urina usando o Kit de Preparagdo de Amostras PCRun® (Cat
No.30PRE104).

Amostras de sangue

O sangue total deve ser coletado de preferéncia com EDTA.

Os anticoagulantes sanguineos tém uma consequéncia
substancial no PCR portanto, € imperativo que o

volume ideal de sangue seja coletado conforme indicado no tubo.
Sedimento de urina Aproximadamente 2,0 mL de urina devem ser
coletados. Usando a pipeta (ver instru¢des na proxima pagina)
adiciona-se 10X PBS a amostra na proporgao de 1:10 (100 pL para
cada 1 mL de urina) imediatamente apds a coleta. A amostra deve
entdo ser centrifugada em alta velocidade (10.000 x g) por dez
minutos. O sobrenadante é descartado e o material sélido (pellet)
encontrado na parte inferior do tubo de ensaio é

ressuspenso. Usando a pipeta de plastico de 50 pL, adicione 50 uL
de PBS 1X para ressuspender o pellet. As amostras de urina
concentradas devem ser armazenadas congeladas se nao forem
usadas imediatamente para extragdo de DNA. Para obter melhores
resultados, amostras adquiridas recentemente e extratos de DNA
recém-preparados sao recomendados para uso com o Kit PCRun®.
Recomenda-se processar as amostras perto do momento da
coleta. Amostras de sangue e pellets de urina devem ser mantidos
congelados a -20°C se nio forem processados imediatamente. O
transporte de amostras deve ser sempre feito em condigdes frias.



PROTOCOLO - REAGAO PCRun® , ,
1. Limpe a area de trabalho para o ensaio com solugéo de hipoclorito
a 3,5%, diluido com agua numa proporgéo de 1:10.

2. Material para o ensaio:
. DNA extraido da amostra com o extrator de DNA
n°30PRE104
. Embalagem com os tubos de reacéo;
. Pipetas capilares para 20 uL de volume;
. Marcador de ponta fina;

3. Ligue o bloco de aquecimento e ajustar a 60°C. Assim que o bloco
atingir a temperatura, prossiga.

4. Retire e destaque os tubos necessarios para a reagdo PCRun® da
embalagem. Quatro tubos individuais estao ligados por um espagador
de plastico fino. Utilizando uma tesoura pequena e limpa,

destacar o niUmero necessario de tubos sem abrir as tampas.
Tomar cuidado para retornar os tubos nao utilizados para o
envelope de aluminio e selar completamente com fita adesiva para
manter um ambiente seco. Bata o tubo verticalmente e suavemente
sobre uma superficie plana e firme para que todo o contetdo desca
ao fundo do tubo. A pequena pastilha branca deve estar localizada na
parte inferior do tubo.

5. Identifique os tubos com o niumero de cada amostra.

6. Abra cuidadosamente a tampa dos tubos de reagdo, um de cada
vez. Com a pipeta capilar descartavel de 20 pL, pipete 20 yL do
DNA extraido com o Kit de Extracdo de DNA PCRun® e transfira-o
para o tubo de reagdo. Confira se todo o conteido da pipeta
capilar foi transferido corretamente ao tubo. Bata suavemente o tubo
de reagdo em uma superficie rigida para trazer todo o fluido para
o fundo do mesmo. Incube o tubo em temperatura ambiente por 1
minuto para permitir que o pellet se dissolva completamente.

7. Coloque o tubo de reagdo no orificio apropriado no bloco de
aquecimento pré-aquecido (60 °C) e incube durante exatamente 1
hora. Ndo abra a tampa do tubo durante ou no final do periodo de
incubagao.

8. No final do periodo de incubagao (1 hora), remova o tubo do bloco
de aquecimento e imediatamente analise com o dispositivo de
deteccao de acido nucleico.

REAGAO COM O DISPOSITIVO DE DETECGAO de DNA

E necessario um dispositivo de detecgdo de 4&cido nucleico
descartavel para cada amostra. Abrir e remover os componentes
do dispositivo de detecgdo. O dispositivo € composto por duas pecas
de plastico, contendo no cartucho amplicon um bulbo com tampé&o
e a camara de detecgéo, contendo a tira de fluxo lateral (Fig. 1).

1. Verifique se o bulbo contém o tampéao.
2. ldentifique cada dispositivo com o nUmero da amostra.

3. Fixe a sec¢éo da tampa do tubo de reagéo no espaco localizado ao
lado do bulbo com tamp&o. Aplique uma leve pressao para prender o
tubo de reagéo no cartucho amplicon (Fig. 1).

4. Feche bem o cartucho amplicon. Colocar o cartucho na camara de
detecgdo com o bulbo virado para baixo e para frente do dispositivo.

5. Empurre a alavanca para baixo para travar o dispositivo.

6. Leia os resultados em 15 minutos. Resultados lidos depois de 30
minutos sao invalidos.
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LEITURA E INTERPRETAGAO DO RESULTADO

Para que o resultado seja valido, devem-se observar os seguintes
requisitos (Fig. 2):

1. Resultado Positivo - Duas bandas aparecem, a linha de
controle superior e a linha de ensaio inferior. O surgimento de
ambas as linhas (a de controle e a linha do teste) indica a
presenca do DNA de Leptospira interrogans.

2. Resultado Negativo - Uma unica linha de controle aparece. A
linha de controle deve aparecer independentemente de um
resultado positivo ou negativo. O teste sera invalido se a linha do
controle ndo estiver presente. O aparecimento somente da linha
controle indica apenas a auséncia do DNA de Leptospira
interrogans ou que o nimero de copias esta abaixo do limite de
detecgao.

Fig. 2
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LIMITAGOES

Como acontece com qualquer teste de diagndstico, o resultado do
PCRun® deve ser interpretado tendo em conta todos os dados
clinicos e laboratoriais.

SENSIBILIDADE

Este teste pode detectar 10° copias do gene alvo no DNA purificado.
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