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1. Uso previsto

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro. O teste RIDASCREEN® Leishmania IgG é
um ensaio imunoenzimatico para a determinacao qualitativa de anticorpos IgG
especificos contra Leishmania infantum em soro humano.

O teste deve ser usado para fins de confirmacdo em caso de suspeita de
leishmaniose.

2. Sumario e explicacao do teste

Apés a infecgdo por leishmaniose, anticorpos especificos contra os patégenos séo
formados devido a resposta do sistema imunoldgico. A utilizacdo de métodos
metodoldgicos permite determinar a presencga de anticorpos no soro. O método de
teste utilizado e a escolha do antigeno especifico para o patbégeno desempenham
um papel significante na razoabilidade do teste.

3. Principio do teste

O antigeno recombinado purificado de Leishmania infantum é revestido em uma
placa de micropocos. Os anticorpos nas amostras do paciente séo ligados ao
antigeno e determinados durante a segunda etapa de incubacéo utilizando
anticorpos anti-humanos (o conjugado) marcados pelas enzimas. A enzima
transforma o substrato incolor (peréxido de ureia/TMB) em um produto final azul.
A reacdo da enzima é interrompida adicionando &cido sulfurico, e a cor da mistura
muda, ao mesmo tempo, de azul para amarelo. A medicéao final é realizada em um
fotdmetro a 450 nm empregando um comprimento de onda de referéncia de > 620
nm durante 20 minutos, ap6s a adicao do reagente bloqueador.
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4. Conteudo da embalagem

Tab. 1: Conteudo da embalagem (existem, na embalagem, reagentes suficientes
para 96 determinacdes)

Placa de micropocos, 12 tiras de micropocos (podem ser

Plate 96 det. e . . -
divididas) no suporte de tiras; revestido com antigenos X
recombinantes do Leishmania infantum
100 mi Tampao de amostra, solucdo fosfato tamponada de NacCl,
pronta para uso X
100 mi Tamp~€10 de lavagem em c_oncentra(;()es de 10 vezes,
solucdo tamponada de Tris/NaCl X
Control 1aG 1.2 ml Controle positivo 1gG, soro humano, pronto para uso X
tampa vermelha
Control 1gG [ 1.2 ml Controle negativo IgG, soro humano, pronto para uso X

tampa incolor

Controle de limite IgG, soro humano, pronto para uso

@)

ontrol IgG [ co 2,5 ml

tampa azul

Conjugado anti-humano IgG, pronto para uso;
conjugado anti-humano IgG conjugado em peroxidase em X
solugédo de proteina estabilizada

onjugate 12 ml

) o |8 O
S 3
O ie]
o))
=i}
QD
=3
job]

eroS 12 ml Substrato _ o
H,O,/tetrametilbenzidina; pronto para uso X
12 ml Reagente bloqueador

acido sulfarico 0,5 M; pronto para uso X

Detalhes de substancias de risco de acordo com as obrigatoriedades de marcacéo.
Para mais detalhes: consulte as Folhas de Dados de Seguranca (SDS) ou informacfes
do produto em www.r-biopharm.com.

5. Instru¢cdes de armazenamento

O kit de teste deve ser armazenado entre 2 e 8 °C e pode ser usado até a data
impressa no rotulo. O tampéo de lavagem diluido pode ser usado por no maximo

4 semanas quando armazenado a 2 - 8 °C, ou por 5 dias quando armazenado a
temperatura ambiente (20 - 25 °C). A garantia de qualidade expirara apés o término
do prazo de validade.

A embalagem de aluminio contendo a placa de micropogos deve ser aberta sem
danificar o fecho de vedagéo. As tiras de micropocos que ndo forem necessarias devem
ser armazenadas na embalagem de aluminio. Os reagentes ndo devem ser
contaminados e o substrato incolor precisa ser protegido contra a exposicao a luz direta.
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6. Materiais necessarios, mas nao fornecidos

6.1. Reagentes
- Agua destilada ou deionizada

6.2. Acessorios

- Tubos de teste

- Misturador vortice

- Micropipetas para 10 - 100 pl e 100 - 1000 pl de capacidade

- Cilindro de medicao (1000 ml)

- Crondmetro

- Lavadora de microplacas ou pipeta multicanal

- Leitor de microplaca (450 nm, comprimento da onda de referéncia > 620 nm)
- Papel filtro (toalhas de laboratério)

- Recipiente de descarte contendo solucéo de hipoclorito a 0,5 %

7. Medidas preventivas

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratério treinado.

As diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas. O manual
de instrucdes do procedimento de teste deve ser seguido. Nao pipete amostras

ou reagentes com a boca. Evite o contato com membranas mucosas ou pele

com hematoma. Durante o manuseio de reagentes ou amostras, vista roupa de
seguranca adequada (luvas, avental de laboratério e 6culos de seguranca
apropriados), e lave as maos apés concluir o procedimento de teste. Nao fume,
coma ou beba em &reas onde as amostras ou reagentes estiverem sendo usados.

Para obter mais detalhes, consulte as Folhas de Dados de Seguranga (SDS) em
www.r-biopharm.com.

Todos os reagentes e materiais usados devem ser descartados de modo adequado
apos o uso. Para o descarte, consulte as normas nacionais relevantes.

Os soros de controle (controle positivo, controle de limite e controle negativo) no kit
foram testados quanto a presenca de HIV-Ab e HCV-Ab, e também de HbsAg,
trazendo resultados negativos. Apesar disto, devem ser tratados como
potencialmente infecciosos, do mesmo modo que as amostras de pacientes e todos
0S outros materiais com que entram em contato, devendo ser tratados de acordo
com as regulamentacgfes nacionais de seguranca aplicaveis.

Todos os reagentes e materiais usados devem ser descartados de modo adequado
apos o uso. Para o descarte, consulte as normas nacionais relevantes.
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8. Coleta e armazenamento de amostra

O teste foi desenvolvido para testar amostras de soro humano. Apés a coleta do
sangue, para evitar hemolise, o soro deve ser separado do sangue coagulado com a
maior rapidez possivel. As amostras devem ser armazenadas a frio ou congeladas,
até que sejam testadas. Deve-se evitar a todo custo o congelamento e
descongelamento repetidos das amostras. A utilizacdo de espécimes inativados por
calor, lipémicos, hemoliticos, icteriticos ou opacos podem levar a resultados falsos.

Tab. 2: Armazenamento de amostras

Soro nao diluido Soro diluido
2-8°C -20 °C 2-8°C
1 semana > 1 semana 7 horas

9. Realizacdo do teste

9.1. Geral

Todos os reagentes e a placa de micropocos devem estar em temperatura ambiente
(entre 20 e 25 °C) antes do uso. As tiras de micropo¢os ndao devem ser removidas
da embalagem de aluminio até que tenham chegado a temperatura ambiente. Os
reagentes devem ser completamente misturados imediatamente antes do uso. Apos
0 uso, o kit deve ser armazenado imediatamente de novo entre 2 e 8 °C.

Utilize apenas o volume de reagentes que seja necessario para o procedimento de
teste. Nao despeje os reagentes de volta nos frascos, devido ao risco de
contaminacgao do reagente. Nao despeje os reagentes de volta nos frascos devido
ao risco de contaminar o reagente.

As tiras de microtitulacdo ndo podem ser utilizadas mais de uma vez. Os reagentes
e as tiras de micropoc¢os ndo devem ser usados se a embalagem estiver danificada
ou se os frascos estiverem vazando.

O tampao de lavagem, o tampéo de amostra, o reagente bloqueador e o substrato
nao sao especificos para o teste, e também podem ser empregados para outros
RIDASCREEN® ELISA, para determinacéo de anticorpos contra parasitas.

9.2. Preparacao do tampao de lavagem

1 parte de concentrado de tamp&o de lavagem é misturada com 9 partes
de agua destilada. Para isto, coloque 100 ml do concentrado em um cilindro de
medicao de 1000 ml e prepare a solugdo completando até 1000 ml com agua
destilada. Todos os cristais presentes no concentrado devem ser aquecidos e
dissolvidos com antecedéncia em banho-maria a 37 °C. O tampao diluido pode ser
usado por no maximo 4 semanas, desde que seja armazenado a 2 - 8 °C, ou por

5 dias, quando armazenado a temperatura ambiente

(20 - 25 °C).
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9.3. Preparacao das amostras

Antes de comecar o teste, dilua as amostras de soro a serem testadas com tamp&o

de amostra 1:50.

Exemplo: 10 ul de soro + 490 pl de diluente
Obs.:

O controle negativo, o controle limite e o controle positivo estdo prontos para
usar e NAO devem ser diluidos.

9.4. Primeira incubagao

Depois de inserir um namero suficiente de pocos na estrutura, pipete 100 ul de soros
diluidos e controles negativos | Control IgG |- |, controle limite [ Control IgG | co |e
positivo | Control IgG | +| prontos para usar em cada poco correspondente, e incube
a temperatura ambiente (20 - 25 °C) por 15 minutos. Recomendamos realizar o

controle de limite | Control | co | duas vezes.

9.5. Lavagem

Para a desinfec¢éo, os pocos devem ser esvaziados em um recipiente de descarte
gue contenha solucéo de hipoclorito. Depois disso, bata a placa em papel
absorvente para remover a umidade residual. A seguir, lave a placa 5 vezes
empregando usando 300 pl de tampéo de lavagem a cada vez. Apés cada lavagem,
para se certificar de que 0s poc¢os estao totalmente vazios, bata-os em uma parte
nao usada de papel absorvente.

Em caso de utilizacdo de uma lavadora de microplacas, verifique se a maquina
estd ajustada corretamente para o tipo de placa a ser usada. Depois de lavar,
bata a placa virada para baixo em papel absorvente, para remover todos 0s
restos de liquido.

9.6. Segunda incubacéo

Adicione 100 ul de conjugado anti-humano IgG | Conjugate | em cada poco. A seguir,
incube a placa por 15 minutos a temperatura ambiente (entre 20 e 25 °C).

9.7. Lavagem

Lave 5 vezes conforme descrito na Secéo 9.5.

9.8. Terceiraincubacao

Coloque 100 pl de substrato em cada poco. A seguir, incube a placa por
15 minutos a temperatura ambiente (entre 20 e 25 °C). Depois disso, interrompa a
reacao adicionando 50 pl de reagente bloqueador a cada poco, e faca a
medicao por 20 minutos a 450/620 nm.
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10. Controle de qualidade - indicacdes de instabilidade ou deterioracéo

Para fins de controle de qualidade, o controle negativo, o controle de limite e o
controle positivo devem ser usados sempre que o teste for realizado. O controle de
limite deve ser usado duas vezes e, se as duas medi¢des individuais divergirem da
meédia em 25 %, o teste devera ser repetido. O teste foi realizado corretamente se a
meédia de extincdo dos controles preencher os seguintes critérios:

Tab. 3: Critérios de controles de qualidade

controle negativo | <0,15
controle de limite 0,2-0,5
controle positivo > indice 20

Se os valores divergirem daqueles exigidos, se 0 substrato estiver opaco ou ficar
azul antes de ser adicionado aos pocos, isto pode ser indicacdo de que os reagentes
estdo fora do prazo de validade.

Se os valores estipulados néo forem obtidos, os seguintes pontos devem ser
verificados antes de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados

- Funcionalidade do equipamento utilizado (por ex., calibracdo)

- Execucdo correta do teste

- Inspecéo visual dos componentes do kit, a procura de contamina¢ao ou
vazamentos — uma solucéo de substrato que ficou azul ndo deve ser usada.

Se as condi¢bes ainda ndo tiverem sido atingidas apos a repeticdo do teste, consulte
o distribuidor local da R-Biopharm.
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11. Avaliacao e interpretacéo

11.1. Calculo do indice da amostra

1. A absorbancia média é calculada para o controle de limite.

2. O indice de amostra € obtido dividindo a absorbancia da amostra pelo controle
de limite.

Por exemplo:  Controle de limite 1 O0.D.=0,44
Controle de limite 2 0.D.=0,42
Amostra 0.D.=1,591

OD de—-limite 1+ OD de limite2 _ 0,44+0,42
> =

Valor médio do controle de limite = 0,43

1,591
0,43

OD da amostra )

indice da amostra = ( — —
OD do valor médio do controle de limite

10 = (22 % 10 = 37

11.2. Resultado do teste

Tab. 4: Avaliacdo do indice da amostra

negativo equivoco positivo

indice da amostra <9 9-11 > 11

12. Limitagbes do método

O ensaio imunoenzimatico RIDASCREEN® Leishmania IgG determina anticorpos
IgG especificos contra Leishmania infantum e deve ser realizado em caso de
suspeita de leishmaniose. Os resultados obtidos sempre devem ser interpretados
em combinacdo com o quadro clinico e outros achados diagnosticos.

Os indicios de anticorpos dependem da localizacdo da parasitose e podem variar
conforme o paciente.

Nos casos a seguir podem ser produzidos resultados positivos fracos e resultados
equivocos:

- pessoas que foram picadas por phlebotominae (simulideos) infectados em regides
onde a doenca é endémica e produz titulagcdes baixas em anticorpos sem
manifestagcéo da infeccéo

- Pessoas que se recuperaram ou acabaram de se recuperar de infecgdo assintomatica,
de tal forma que continuam produzindo titulagdes baixas em anticorpos

- pessoas que sofreram essa doenca no passado e continuam produzindo titulagdes
residuais

- pessoas em estagios iniciais da doenca

- fatores que néo séo identificaveis ou especificos
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Estes casos devem ser examinados novamente testando outra amostra, levando os
sintomas clinicos em consideragédo ou empregando outros métodos de diagnostico.
Na auséncia de qualquer outro diagndstico exato, o teste deve ser repetido com
nova amostra apos duas a quatro semanas.

Em caso de pessoas que sofreram casos agudos da doenca ou que sofreram a
doenca recentemente, podem ser produzidos resultados meio e alto positivos.
TitulacBes de anticorpos mais altas podem ser produzidas mesmo apds longas
infeccdes ocorridas no passado. Naqueles casos que ndo estiverem claros, o
resultado deve ser interpretado em relacao ao histérico de caso, sintomas clinicos e
outros métodos de diagndstico.

Os resultados negativos ndo descartam necessariamente a presenca de
leishmaniose. Durante os estagios iniciais da infec¢do, o nimero de anticorpos pode
ser tdo baixo que o teste gera um resultado negativo. Em caso de suspeita de
leishmaniose devido ao historico do caso, deve-se testar outra amostra de soro apos
quatro semanas.

Em certos casos na América do Sul, foi observada uma reacdo cruzada com soros
contendo anticorpos contra T. cruzi (doenca de Chagas). Este fato deve ser levado
em consideracgdo ao realizar o teste em areas da América do Sul onde a doenca de
Chagas seja endémica.

Um resultado positivo ndo descarta a presenca de outros patégenos infecciosos.
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13. Caracteristicas de desempenho

Tab. 5: Variacéo interensaio (n = 30)

Variacao interensaio IgG

indice
Soro 1 44,7 58 %
Soro 2 15,4 9,6 %
Soro 3 13,1 8,3 %
Soro 4 0,6 n/a

Tab. 6: Variacdo intraensaio (n = 23)

Variagao intraensaio [o] €

indice |cVv
Soro 1 39,1 3,0%
Soro 2 15,7 3,6 %
Soro 3 12,3 2,0%
Soro 4 0,2 n/a

Tab. 7: Sensibilidade e especificidade em comparagcéo com trés outros ELISAs

disponiveis comercialmente

Sensibilidade

Especificidade

100 %
100 %

Tab. 8: Resultado de teste de 200 soros de doadores de sangue em um centro de

doacéo na Alemanha

200 soros de doadores de sangue

negativo

equivoco

positivo

RIDASCREEN® Leishmania IgG

0
100 %
0%
0%
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14. Historico de versoes

Ndmero da versao Capitulo e designacéo

15/12/2017

Verséo da edicdo

15. Explicagéo dos simbolos

Simbolos gerais

L4 ~" kR

Para utilizacdo em diagndstico in vitro
Respeitar as instru¢des de utilizacéo
Numero do lote:

Validade

Armazenar em

Numero do artigo

Numero de testes

Data de fabricacao

Fabricante

Simbolos especificos do teste

Plate

iI

iluent

SeroWP

Control 19G | 4

\Control I9G | -

Placa de microtitulacéo

Tampéo de amostra

Tampdao de lavagem 10x

Controle positivo 1IgG

Controle negativo IgG

Control IgG | cd  Controle de limite IgG

SeroSC

Stop

Conjugado anti-humano IgG

Substrato TMB

Reagente bloqueador
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