Para o célculo do cut-off deve-se calcular a média das densidades éticas (DO) dos
controles negativos dentro da faixa de validacao do teste. Caso seja encontrada
alguma densidade 6tica fora da faixa de validacdo do teste, esta devera ser
descartada e a média devera ser realizada utilizando-se as demais densidades
o6ticas, conforme demonstrado nos exemplos abaixo.

VALIDAGAO DO TESTE

Considerar o teste valido quando os valores da densidade 6tica estiverem na faixa
descrita a seguir:

Controle Positivo (LP): > 0,500 de DO

Controle Negativo (LN): > 0,050 < 0,120 de DO

Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

Célculo do Cut-Off (CO)

CO = XLN + Fator (0,150)

XLN = média da densidade 6ptica dos orificios do controle negativo.
DO = Densidade o6tica

LN = Controle Negativo

Exemplo 1:

DOLN1=0,100 XLN=DOLN1+DOLN2+DOLN3 = 0,100 + 0,098 + 0,101 =0, 099
DO LN 2 = 0,098 3 3
DO LN 3 =0,101

CO = XLN + Fator (0,150)
CO =0,099 + 0,150 = 0,249

Exemplo 2:

DOLN1=0,110 XLN = DO LN1 + DOLN2 =0,110 + 0,090 = 0,100
DO LN 2 = 0,090 2 2
DO LN 3 = 0,131 — Fora da faixa de validacao do teste = descartar

CO = XLN + Fator (0,150)
CO =0,100 + 0,150 = 0,250

Exemplo 3:

DOLN1=0,110 XLN =DO LN1 + DOLN2 =0,110 + 0,080 = 0,095
DO LN 2 = 0,080 2 2
DO LN 3 = 0,040 — Fora da faixa de validacao do teste = descartar

CO = XLN + Fator (0,150)
CO = 0,095 + 0,150 = 0,245

Calculo da Faixa Cinza (FC)
FC=COx1,2

Exemplo: CO = 0,322

FC=COx1,2 CcO FC

FC=0,322x 1,2 -

FC = 0,386 AMOSTRAS NAO | FAIXA CINZA AMOSTRAS
REATIVAS (COx1,2) REATIVAS

RESULTADOS:
Amostras reagentes: As que apresentarem densidade 6tica superior a faixa cinza.
Amostras nao reagentes: As que apresentarem densidade 6tica inferior ao Cut-Off.

Amostras indeterminadas: As que apresentarem densidade ética entre o cut-off e
a faixa cinza.

Obs. 1: recomendamos a repeticao das amostras que apresentarem densidade
otica na “faixa cinza”, considerada neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Offe
o valor obtido com a multiplicacao deste pelo fator 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as amostras na “faixa cinza” apés a repeticao, recomendamos
a utilizacao de outras metodologias para confirmagao deste resultado, que devera
ser designado como INDETERMINADO.

Obs.3: operador devera observar os controles do teste, considerando que a DO
obtida para o controle do conjugado (SS), ndo poderéa ser > 0,07. Se este valor for
superior a 0,07 significa presenca de background no teste.

iNDICE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE:

Estudos preliminares de padronizacao do KIT EIE LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA - Bio-Manguinhos, com apresentacdo a temperatura de 2 °C a 8 °C
e de -20 °C foram realizados por Bio-Manguinhos em conjunto com o Instituto
Adolfo Lutz (IAL-SP). Foram identificados 130 cédes com suspeita clinica de

Leishmania Visceral Americana (LVA) dos quais foram coletadas amostras de soro. Estas
amostras foram testadas tanto na IFI quanto no EIE. Para os calculos de sensibilidade e
especificidade a IFI foi considerado o teste padrao (“Gold Standard”), e os seguintes indices
foram encontrados: Sensibilidade para amostras de soro dos caes: 94,54% e especificidade
de 91,76%.

Melhoramentos do KIT EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos foram
realizados por Bio-Manguinhos, alterando sua conservacao apenas a temperatura de 2 °C
a 8 °C. A nova apresentacao foi avaliada pelo Instituto Nacional de Infectologista Evandro

Chagas (INI) que utilizou as 273 amostras testadas no kit atual, tendo uma reprodutibilidade
de 100%.

iNDICE DE REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE:

Diversos estudos foram realizados em nossos laboratérios utilizando amostras conhecidas
e caracterizadas como padréo, sob os aspectos de reprodutibilidade e repetitividade. As
conclusdes nos permitiram determinar um periodo de 6 meses de validade para o produto,
quando acondicionado conforme as recomendagdes do Manual de Instrugcdes de Uso.
Durante este periodo o produto manteve suas caracteristicas e seus padroes de qualidade.
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ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
MODELO DE PROTOCOLO

Produto: .......ccccceemiimnriinnnnne Partida n°: .......cccveeriinerninnnnns Vencimento: .......... [
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Calculo do Cut-Off (CO)

CO = XLN + 0,150

XLN = média da densidade 6ptica dos orificios do controle negativo.
X = médias das DO.

DO = Densidade otica.

LN = Controle Negativo.

CO=DOLN1 +DOLN2 +DOLN3=XLN=X
3 3

CO =X +0,150=
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ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

(material fornecido para 384 reacoes)

INDICACAO DE USO

O Kit EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA Bio-Manguinhos é utilizado na
deteccao de anticorpos contra Leishmania major like, em soros ou plasmas de
caes.

PRINCIPIO DO TESTE

O ensaio imunoenzimético consiste na reagado de anticorpos presentes nos soros
ou plasmas de caes com antigenos soluveis e purificados de Leishmania major like
obtidos a partir de cultura in vitro. Os antigenos obtidos sdo previamente adsorvidos
nas cavidades de microplacas/ “strips” (fase sdélida). A seguir, adicionam-se os
soros controle positivo, negativo e as amostras, devidamente diluidos. Caso as
amostras possuam anticorpos especificos, estes irdo se ligar aos antigenos da fase
solida.

Na etapa seguinte, deve-se adicionar um conjugado especifico, anti imunoglobulina
G, marcado com a enzima peroxidase. Na presenca de anticorpos especificos,
ocorrera a ligacdo conjugado-anticorpo, que podera ser evidenciada com a adigdo
de uma substancia cromoégena (tetrametilbenzidina-TMB).

A peroxidase juntamente com o peroxido de hidrogénio formard um composto de
coloracao azul turquesa que ao adicionar-se o acido sulftrico, interrompe a reagéo
e passa a apresentar uma coloracao amarela, positivo (reagente). Nas cavidades
que nao houver anticorpos especificos, nao havera desenvolvimento de cor o que
caracteriza uma reagao negativa (nao reagente). Os resultados podem ser avaliados
por meio de um espectrofotdmetro para microplaca em comprimento de onda de
450 nm.

ESQUEMA DO TESTE
Reagente

SRCER ORI = &>

ANTIGENO  AMOSTRA  CONJUGADO SOLUGAO REAGCAO
POSITIVA REVELADORA COLORIDA
Nao Reagente
FASE —_
SOLIDA <Z + D + Z + - <Z
ANTIGENO  AMOSTRA  CONJUGADO SOLUGAO AUSENCIA DE
NEGATIVA REVELADORA COLORAGAO
MATERIAL FORNECIDO
Diluente Amostras/ Conjugado [2X] .....ccccuuuiierreeeiiriiiiiinneeees 3 frascos com 50 mL
Tampao de lavagem [20X].......veeiiiiiiiiiiiiineeeieiiiiiiee e, 2 frascos com 60 mL
Solugao Reveladora............coeeiiiviieiiiiiieiiiiee e 2 frascos com 25 mL
Acido SUIFUNCO 2M .......coovieeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 1 frasco com 30 mL
Controle POSIEIVO ...ccuivniiiiiiie e 1 frasco com 0,25 mL
Controle NegatiVo.......uueeeeeiiiiiiiiiieee e 1 frasco com 0,25 mL
Conjugado 1 frasco com 0,5 mL
Molduras com 6 “strips” dupla sensibilizadas....................... 4 molduras
Manual de Instruc@o de USO......c.eevuiiiiiiiiiiiiiieeieeeie e 1 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO:

- Agua destilada;

- Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc);

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustaveis e ponteiras descartaveis;
- Luvas descartaveis;

- Barquetes ou reservatorios;

- Estufa a 37 °C (+1 °C);

- Sistema de vacuo com pente de lavagem, pipeta Pasteur adaptada ou lavador
automatico de microplacas;

- Tampas para as placas;
- Hipoclorito de sédio a 2,5% ou agua sanitaria;
- Espectrofotometro para leitura de microplacas, equipado com filtro de 450 nm;

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DOS COMPONENTES:

Manter todos os reagentes entre 2 °C a 8 °C

Todos os componentes do kit devem ser conservados em temperatura entre 2 °C a
8 °C desde o ato do recebimento até a validade definida na caixa principal do kit.

Obs.: De acordo com estudos realizados em Bio-Manguinhos, a temperatura de transporte,
com bobinas de gelo reciclavel, permite que o conjunto se mantenha em condicdes estaveis
durante 24 a 36 horas.

CUIDADOS E PRECAUCOES

Somente para uso Diagnéstico “in vitro”.

Este conjunto diagnéstico contém produtos biolégicos e quimicos, podendo representar
uma fonte de infeccao e contaminacéo. Portanto, ao manusear qualquer um dos reagentes
desse conjunto, observe as precaucdes de biosseguranca necesséarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico depende do cumprimento

as boas praticas laboratoriais, tais como:

- As amostras e os controles devem ser manipulados com cuidado;

- Homogeneizar as amostras e controles antes de usar;

- Utilizar equipamento de protecao individual (EPI), tais como luvas descartéaveis, jaleco e
protetor facial, em todas as etapas do teste.

- Desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas utilizadas, etc., em solugao
de hipoclorito de sédio a 2,5% , 4gua sanitéria ou lixo de risco biolégico;

- Nunca misturar componentes de partidas diferentes;

- S6 utilizar componentes do mesmo conjunto.

- Para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte de interna dos strips;

- Cada strip s6 pode ser utilizada uma unica vez;

- A solucéo reveladora e o conjugado séao irritantes para pele e mucosas e ndo devem entrar
em contato com metais;

- Nao usar os componentes apo6s sua data de vencimento;

- Utilizar frascos e vidrarias rigorosamente limpos, pois residuos de detergentes e/ou
substancias oxidantes poderao interferir na reacéo.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Os componentes do kit armazenados na temperatura de 2 °C a 8 °C, devem ser retirados
de sua temperatura de conservagao antes do inicio do teste e utilizados, retornando-os a
temperatura logo apés o uso. Com excecao do conjugado, que deve ser retirado de sua
temperatura de conservacao apenas no momento de sua utilizacédo, retornando para a
conservacao imediatamente, apés seu uso.

Importante: - Retirar apenas a quantidade de “Strips” a serem utilizadas no teste.
- O conjugado néo tolera variagdes de temperatura, evitar prolongar sua
permanéncia fora da temperatura de 2 °C a 8 °C.

1- Preparo do diluente de amostras/conjugado:
Obs.: O diluente ¢é sujeito a preciptagao, podendo ser assim utilizado.

Diluente Amostras/

N° Strips duplas Conjugado [2X]

N° de reacoes H,O destilada

01 Até 16 6 mL 6 mL
02 Até 32 12 mL 12 mL
03 Até 48 15,5 mL 15,5 mL
04 Até 64 21,5mL 21,5 mL
05 Até 80 25,5 mL 25,5 mL
06 Até 96 30,5 mL 30,5 mL

2- Diluir em tubos, 5 pL dos controles e das amostras de soros ou plasmas de caes a serem
analisadas, previamente homogeneizadas, em 500 pL do diluente de amostras/conjugado
(1:100).

3- Distribuir na placa sensibilizada, 100 pL dos controles e amostras ja diluidos, da seguinte
forma: na coluna 1 fileiras “A” o controle positivo; na “B”, “C” e “D” o controle negativo;
“E” sem soro (controle do conjugado - SS). Nos demais orificios, distribuir 100 pL das
amostras testes, ja diluidas nos orificios correspondentes (seguir protocolo).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

LP AO4 | A12 | A20 | A28 | A36 | A44 | AB2 | A60 | A68 | A76 | A84

LN AO5 | A13 | A21 | A29 | A37 | A45 | AB3 | A61 | A69 | A77 | A85

LN AO6 | Al4 | A22 | A30 | A38 | A46 | A54 | A62 | A70 | A78 | A86

LN AO7 | A15 | A23 | A31 | A39 | A47 | AB5 | A63 | A71 | A79 | A87

SS AO8 | Al6 | A24 | A32 | A40 | A48 | A56 | A64 | A72 | A80 | A88

AO01 | A09 | A17 | A25 | A33 | A4l | A49 | A57 | A65 | A73 | A81 | A89

Olmmo|lo|w|>»

AO02 | A10 | A18 | A26 | A34 | A42 | AB0 | A58 | A66 | A74 | AB2 | A90

H | AO3 | A11 | A19 | A27 | A35 | A43 | A5l | AB9 | A67 | A75 | A83 | A9l

LP = Controle Positivo LN = Controle Negativo SS = Sem soro A = Amostra

4- Tampar as placas e incubar a 37 °C + 1 °C por 30 min.

Obs.: Caso ocorra variagao significativa de temperatura durante o periodo de
incubacao, o técnico devera invalidar o ensaio.

5- Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampao é sujeito a cristalizagdo, caso isso ocorra, coloque em banho-
maria a 37 °C = 1 °C até a total dissolucao dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiliza sistema de vacuo com pente de lavagem
ou pipeta Pasteur:

N° Strips duplas N° de reacoes Tampao de lavagem [20X] H20 destilada

01 Até 16 2,5mL 47,5 mL
02 Até 32 4,5 mL 85,5 mL
03 Até 48 6,5 mL 123,5 mL
04 Até 64 8,5 mL 161,5 mL
05 Até 80 10,5 mL 199,5 mL
06 Até 96 12,5 mL 237,5 mL

b) volumes necesséarios quando se utiliza lavadores automaticos:

N° Strips duplas N° de placas Tampao de lavagem [20X] H20 destilada

Até 3 1/2 20 mL 380 mL
Até 6 1 25 mL 475 mL
Até 9 11/2 30 mL 570 mL
Até 12 2 35 mL 665 mL
Até 15 21/2 40 mL 760 mL
Até 18 3 45 mL 855 mL
Até 21 31/2 50 mL 950 mL
Até 24 4 55 mL 1045 mL

6- Destampar cuidadosamente a placa, aspirar o conteudo e lavar 5 vezes com
tampao de lavagem (250 pL/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos entre cada
lavagem.

7- Diluir o conjugado no diluente de amostras/conjugado, preparado anteriormente.
Preparo do conjugado:

Diluente Amostras/

N° Strips duplas N° de reacoes Conjugado Diluido Conjugado
01 Até 16 2mL 20 pL
02 Até 32 4 mL 40 pL
03 Até 48 5 mL 50 pL
04 Até 64 7 mL 70 pyL
05 Até 80 9mL 90 pL
06 Até 96 11 mL 110 uL

8- Homogeneizar bem e distribuir 100 pL da diluicao do conjugado em cada orificio
das strips.

9- Tampar as placas e incubar a 37 °C + 1 °C por 30 min. Aspirar e lavar conforme
descrito no item 6.

10- Retirar do frasco de solugao reveladora somente a quantidade que seréa utilizada
no teste conforme a tabela:

11- Volume de solucéao reveladora

N° Strips duplas N° de reacoes Solucao Reveladora

01 Até 16 2,0 mL
02 Até 32 4 mL
03 Até 48 5 mL
04 Até 64 7 mL
05 Até 80 9 mL
06 Até 96 11 mL

12- Distribuir 100 pL da solugao reveladora rapidamente em todos os orificios.
13- Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 10min.

14- Bloquear a reagédo adicionando 50 pL de &cido sulfarico 2M em todos os
orificios. Em seguida, proceder a leitura das microplacas.

LEITURA

Ligar o espectrofotometro para microplacas, equipado com filtro de 450 nm para
leitura e sem a utilizagao de filtro de referéncia (620-630 nm).

Obs.: Caso a leitura seja feita com filtro de 450 nm, tendo como referéncia outro
de 620-630 nm, todas as densidades éticas (DO) ficarao abaixo do esperado,
prejudicando o calculo do cut-off e causando a ocorréncia de resultados falso-
positivos no ensaio.



