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LEPTOSPIRA CARD o

Teste Imunocromatografico em cassete para detecao qualitativa de anticorpos IgG/IgM contra Leptospira em soro,
plasma e sangue total humano

I. UTILIZACAO PREVISTA

O Leptospira Card Card € um imunoensaio de fluxo lateral para a dete¢ao e diferenciagdo simultaneas de anticorpos IgG
e IgM contra Leptospira interrogans (L. interrogans) no soro, plasma ou sangue total humano. Destina-se a ser utilizado
como teste de rastreio e como auxiliar no diagnéstico de infegcdo por L. interrogans. Qualquer amostra reativa com o teste
Leptospira Card deve ser confirmada com testes alternativos.

Il. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

A leptospirose ocorre em todo o mundo e € um problema de saude moderado a grave comum para humanos e animais,
principalmente em areas com clima quente e humido. Os reservatorios naturais da leptospirose séo roedores, assim como
uma grande variedade de mamiferos domesticados. A infe¢do humana é causada por L. interrogans, o membro patogénico
do género Leptospira'?. A infegdo é transmitida através da urina do animal hospedeiro.

Apos a infegao, as leptospiras estdo presentes no sangue até serem eliminadas depois de 4 a 7 dias apds a produgéo de
anticorpos anti-L. interrogans, inicialmente da classe IgM. A cultura do sangue, urina e liquido cefalorraquidiano € um meio
eficaz de confirmar o diagnéstico entre a primeira e a segunda semanas ap6s a exposi¢cdo. A detegcdo seroldgica de
anticorpos anti-L. interrogans também é um método de diagnéstico comum. Os testes estdo disponiveis consoante a
categoria: 1) Teste de aglutinagdo microscépica (MAT)3; 2) ELISA*5; 3) Testes indiretos de anticorpos fluorescentes
(IFATs)®. No entanto, todos os métodos acima mencionados exigem instalagdes sofisticadas e técnicos bem treinados.

O Leptospira Card é um teste serolégico simples que utiliza antigénios de L. interrogans e deteta anticorpos IgG e IgM
contra esses microrganismos simultaneamente. O teste pode ser realizado por pessoal ndo treinado ou minimamente
qualificado, sem equipamento de laboratério pesado e o resultado esta disponivel em 15 minutos.

lll. PRINCIPIO DO TESTE

O Leptospira Card é um ensaio imunocromatografico de fluxo lateral. A cassete de

teste consiste em: 1) um pogo conjugado de cor bordd contendo antigénios

recombinantes de L. interrogans conjugados com ouro coloidal (conjugados de T~ ees
Leptospira) e IgG de coelho conjugados com ouro, 2) uma tira de membrana de g J
nitrocelulose contendo duas bandas de teste (bandas M e G) e uma banda de
controlo (banda C). A banda M é pré-revestida com IgM monoclonal anti-humano
para a detecdo de IgM anti-L. interrogans, a banda G esta pré-revestida com reagentes para a detecdo de IgG anti-L.
interrogans, e a banda C é pré-revestida com IgG de cabra anti-coelho.

Quando um volume adequado de amostra é dispensado no pogo de amostra da cassete, a amostra migra por agao da
capilaridade através da cassete. Se estiverem presentes na amostra IgM Anti-L. interrogans vao-se ligar a Leptospira
conjugada. O imunocomplexo é entdo capturado na membrana pelo anticorpo IgM anti-humano pré-revestido, formando
uma banda M de cor bordd, indicando um resultado de teste positivo para IgM contra L. interrogans.

Se estiverem presentes na amostra IgG anti-L. interrogans vao-se ligar a Leptospira conjugada. O imunocomplexo é entao
capturado pelos reagentes pré-revestidos na membrana, formando uma banda G de cor bordd, indicando um resultado de
teste positivo para IgG contra L. interrogans.

A auséncia de uma banda T (M e G) sugere um resultado negativo. O teste contém um controlo interno (banda C) que
deve aparecer uma banda de cor bord6é do imunocomplexo IgG de cabra anti-coelho / IgG de coelho conjugado com ouro,
independentemente do desenvolvimento da cor em qualquer uma das bandas T. Caso contrario, o resultado do teste é
invalido e a amostra deve ser testada novamente com outra cassete.

Test L
SpecimenID  ControlLime || | ' Sample Well Buffer Well

IV. REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS

. Cada kit contém 10 cassetes de teste, cada uma dentro de um involucro selado de aluminio com os seguintes
itens la dentro:
- 1 cassete
- 1 exsicante
. Diluente da amostra (1 frasco 1,5 mL)
. Tubos capilares de 5 pL (10 itens)
. Instrugbes de utilizagao.

V. MATERIALIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
¢ Relégio ou crondbmetro
e Lancetas para o teste com sangue total
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V1. PRECAUGOES
1. O Kit é para ser utilizado por profissionais e apenas para diagnéstico in vitro.
2. Ler atentamente o folheto de instru¢cbes antes de usar este teste. Nao seguir as suas instru¢coes de utilizagdo
pode levar a resultados de teste inadequados.
Nao abrir o invélucro selado antes de estar tudo pronto para realizar o ensaio.
Nao usar cassetes fora do prazo de validade.
Deixar que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (15° C-30° C) antes de usar.
N&o usar os componentes de qualquer outro tipo de kit como substituto dos componentes deste kit.
Nao usar amostras de sangue hemolisado para teste.
Usar bata e luvas descartaveis ao manipular os reagentes do kit e as amostras clinicas. Lave bem as maos
depois de realizar o teste.
9. Nao comer, beber ou fumar na area onde as amostras e os reagentes do kit sdo manuseados.
10. Descartar todas as amostras e materiais usados para realizar o teste como residuos de risco bioldgico.
11. Os resultados do teste devem ser lidos até 15 minutos ap6s a amostra ser aplicada no pogo da amostra. Ler o
resultado depois dos 15 minutos pode dar resultados errados.
12. Nao realizar o teste numa sala com fluxo de ar forte, ou seja, um ventilador elétrico ou ar condicionado forte.

© N oA W

VII. INSTRUGOES PARA PREPARACAO DO REAGENTE E CONSERVAGAO

Todos os reagentes sao fornecidos prontos-a-usar. Armazenar as saquetas de teste que ndo estdo em uso fechadas entre
2° C e 30° C. Se estiver armazenado a 2° C-8° C, certificar de que a cassete de teste atinge a temperatura ambiente antes
de abrir. A cassete de teste é estavel até a data de validade impressa no invélucro selado. Nao congelar nem expor o kit a
mais de 30° C.

VIIl. COLHEITA E PREPARACAO DA AMOSTRA

Considerar quaisquer materiais de origem humana como infeciosos e manusear usando procedimentos adequados de
biosseguranca.

Plasma

1. Colher a amostra de sangue num tubo de colheita de tampa azul ou verde (contendo EDTA, citrato ou heparina,
respetivamente, em Vacutainer®) por venopungao.

2. Separar o plasma por centrifugacao.

3. Retire cuidadosamente o plasma para um novo tubo pré-rotulado.

Soro

1. Colher as amostras de sangue num tubo de colheita de tampa vermelha (sem anticoagulantes no Vacutainer®)
por venopungao.

2. Deixe o0 sangue coagular.

3. Separar o soro por centrifugagao.

4. Retirar cuidadosamente o soro para um novo tubo pré-rotulado.

Teste as amostras o mais rapido possivel apds a colheita. Armazenar as amostras a 2° C - 8° C se nao for testado
imediatamente, até 5 dias. As amostras devem ser congelados a -20° C para periodos mais longos. Evite varios ciclos de
congelagéo e descongelagdo. Antes de testar, deixe as amostras congeladas atingir a temperatura ambiente lentamente e
misture suavemente. Amostras contendo particulas visiveis devem ser centrifugadas antes de serem testadas. Nao usar
amostras que demonstrem bastante lipémia, hemolise grosseira ou turbidez, para evitar interferéncia na interpretagdo dos
resultados.

Sangue total

Gotas de sangue total podem ser obtidas quer pela pung¢éo na ponta do dedo quer pela pungéo venosa. Nao usar sangue
hemolisado para teste.

As amostras de sangue total devem ser armazenadas refrigeradas (2° C a 8° C) se nao forem testadas imediatamente. As
amostras devem ser testados dentro de 24 horas ap6s a colheita.

IX. PROCEDIMENTO

1. Deixar a amostra e componentes do teste atingir a temperatura ambiente, se estiverem refrigerados ou congelados.
Uma vez descongelada, misturar bem a amostra antes da execugéo do teste.

2. Quando estiver tudo preparado para executar o teste, abrir o invélucro e retirar a cassete. Colocar a cassete de teste
numa superficie plana e limpa.

3. Colocar a identificagao da amostra ou nimero de controlo na cassete de teste.

4. Encher o capilar com a amostra, mas nao exceder a linha de amostra, como mostra na imagem a seguir (cerca de 5
uL). Segurando o conta-gotas na vertical, distribua toda a amostra no centro do pogo da amostra (S), certificando-se de
que ndo ha bolhas de ar. '

Nota: Pratique algumas vezes antes da execugao do teste, se ndo

estiver familiarizado com o mini conta-gotas. Resultado
Para melhor preciséo, transfira a amostra com pipeta capaz <
de fornecer 5 pL de volume.

5 pL de amostra 2 gotas de diluente da amostra 15-20

minutos

5. Adicione 2 gotas (60-80 pl) de diluente da amostra imediatamente no poco do tampé&o (B).
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6. Leia o resultado do teste passado 15 a 20 min. Quaisquer resultados interpretados fora da janela de 15-20 minutos
devem ser considerados invalidos e devem ser repetidos. Descartar as cassetes usadas apods a interpretagdo do
resultado, seguindo os requisitos locais que regem a eliminagéo dos dispositivos.

X. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

1. RESULTADO NEGATIVO Se apenas a banda C esta presente, a
auséncia da cor bordd nas duas bandas T (M e G) indica que p,
nenhum anticorpo IgM e IgG anti-L. interrogans € detetado na A — JEOR
amostra. O resultado é negativo.

2.1 RESULTADO POSITIVO: Para além da presenca da banda C, se

surgir corada apenas a banda M, o teste indica a presenca de IgM o1 - 0T, F Jres
anti-L. interrogans na amostra. O resultado € positivo. —) —)

Para além da presenga da banda C, se surgir corada apenas a

banda G, o teste indica a presenga de IgG anti-L. interrogans na m— r )es o = e
amostra. O resultado € positivo. -— -t/

Para além da presenca da banda C, se surgirem coradas ambas

as bandas M e G, o teste indica a presenca de IgM e IgG anti-L. T e, T -
interrogans na amostra. O resultado é positivo. —) —)

As amostras com resultados positivos devem ser confirmadas com métodos de teste alternativos e histdria clinica antes de dar um resultado positivo.

3.  INVALIDO: Se a banda C néo surgir corada, o teste é considerado _— 7 P —— | s
invalido, independentemente de qualquer cor bordd que surja nas —} —)
bandas M e G, como mostra nas imagens. Repetir o teste com
uma nova cassete.

XI. CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Precisao

Foram estudadas amostras colhidas de pacientes suspeitos e individuos normais. O Leptospira Card mostra 100% de
especificidade (95% Cl: 47.8-100%) e 100% de sensibilidade (95% Cl: 78.2-100%) em compara¢dao com um teste rapido
de referéncia do mercado.

Reacodes-cruzadas

Amostras de outras doengas infeciosas foram testadas quanto a reagdes-cruzadas com o Leptospira Card de acordo com
o procedimento normal. Os resultados mostraram que as seguintes amostras (n=3-10) ndo reagiram com o Leptospira
Card.

HAV HBV HCV HEV H.pylori

hCG HIV Dengue B T. pallidum

Typhoid ANA HAMA RF (up to 8,400 IU/mL)
Interferentes

Substancias comuns (como medicamentos para dor e febre, componentes do sangue) podem afetar o desempenho do
Leptospira Card. Isto foi estudado colocando essas substancias em controlos padrdo negativos e positivos. Os resultados
sdo apresentados na tabela a seguir e demonstram, nas concentragdes testadas, que as substancias estudadas nao
afetam o desempenho do Leptospira Card.

1. Albumin 60 g/L 5. Glucose 55 mmol/L 9. Salicylic acid 4.34 mmol/L
2. Bilirubin 20 mg/dL 6. Hemoglobin 2 g/L 10. Sodium Citrate 3.8%

3. Creatinine 442 pmol/L 7. Heparin 3,000 U/L

4. EDTA 3.4 umol/L 8. Human IgG 1000 mg/dL

XII LIMITACOES DO TESTE
O procedimento e a interpretacdo dos resultados do teste devem ser rigorosamente seguidos para testar a presenga
de anticorpos contra o L. interrogans em soro, plasma ou sangue total de individuos. O ndo cumprimento do
procedimento pode levar a resultados incorretos.

2. O Leptospira Card esta limitado a detegcdo qualitativa de anticorpos contra L. interrogans em soro, plasma ou sangue
total. A intensidade da banda de teste ndo tem correlagao linear com o titulo de anticorpos na amostra.

3. Um resultado negativo para um individuo indica a auséncia de anticorpos detectaveis anti- L. inferrogans. No entanto,
um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de exposicédo a L. interrogans.

4. Um resultado negativo pode ocorrer se a quantidade de anticorpos de L. interrogans presente na amostra for inferior
aos limites de detecdo do teste, ou os anticorpos que sdo detetados ndo estdo presentes durante a fase da doencga
quando a amostra foi colhida.

5. Algumas amostras contendo titulo invulgarmente elevado de anticorpos heteréfilos ou fator reumatoéide podem afetar
0s resultados esperados.

6. Os resultados obtidos com este teste devem ser interpretados em conjunto com outros meios de diagndstico e histéria
clinica.
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Dispositivo para Limites de Cddigo de M .
Diagnéstico in vitro /ﬂf temperatura LoT lote Fabricante
Consultar as instrugdes Data do prazo de Niumero de @ ~ -
[ji] de utilizagdo g validade catalogo N&o reutilizar
. 1/
Fragil, manipular = - e |Manter afastado
T Conservar seco _J-_ com cuidado @ N&o estéril /.\l\ da luz solar
CONTEUDO (10 testes) COD. VQ85100
Leptospira Card 10 Cassetes
Diluente da Amostra 1x1,5mL
Capilares de 5 pL 10 itens
Instrugdes de utilizagao 1 item

EDMA Code 15 05 10 90 00 C €
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