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1. Consideracdes Técnicas

Desde que a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi
descrita pela primeira vez em 1983, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia

humana (HIV) tornou-se uma epidemia global.

De acordo com o relatorio anual do Programa Conjunto das Nacdes
Unidas sobre HIV/AIDS, ao final de 2007 existiam no mundo, aproximadamente,
33 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS. Cerca de 2,7 milhdes de pessoas
adquiriram o HIV durante o ano de 2007 e mais de 2 milhdes de 6bitos foram

atribuidos a doencas relacionadas a AIDS.

O HIV é um virus com genoma RNA, pertencente ao género retrovirus. Este
género é caracterizado pela presenca de uma enzima denominada transcriptase
reversa que é responsavel pela transcricdo do RNA viral para uma copia de DNA
complementar (cDNA). No desenvolvimento do ciclo, o cDNA pode, entédo, se
integrar a0 genoma da célula hospedeira, geralmente as células do sistema

fagocitico mononuclear (SMF).

O virus do HIV é esférico, circundado por um envelope lipoprotéico.
O RNA gendmico contém 10.000 bases e é caracterizado pela presenca de duas
LTRs (Long Terminal Repeats) e nove regides, trés delas codificadoras de
proteinas : gag, pol e env. As regides do gag, pol e env codificam as proteinas e
glicoproteinas p-24, pl7, gp-120, gp4l e as enzimas transcriptase reversa,

proteases e integrases.

Até hoje, foram descritos dois tipos de HIV, denominados HIV-1 e
HIV-2. Também tém sido descritas variantes gendmicas (subtipos) para os
isolados do HIV-1, o que confere a classificagdo dos virus em dois grupos
principais: M (major) e O (outlier), com variabilidade genética de até 30% entre
eles. No grupo M identificam-se nove subtipos (A, B, C, D, E, F, G, H, el) e no
grupo O apenas um. Em relagcdo ao HIV-2 descrevem-se cinco subtipos (A, B, C,
D, e E).



A homologia genética observada nos genomas provirais do
HIV-1 e HIV-2, é de aproximadamente 40-45%, o que determina a
codificacéo e sintese de diversos produtos génicos semelhantes. Este fato
justifica certa taxa de sororreatividade cruzada entre ambos, observada nos

testes sorologicos diagnosticos.

No individuo infectado, o virus causa uma reducdo da
subpopulagéo de células T, chamadas de células T helper que torna esses
pacientes suscetiveis a infeccbes oportunistas e certas malignidades. As
principais vias de transmissao sao: relagdo sexual desprotegida,
contaminacgao por sangue ou hemoderivados e a transmissdo de mae para

filho durante o parto.

O envelope do HIV é o principal alvo da resposta imune. A
presenca do virus faz com que o sistema imune dos pacientes produza
anticorpos anti-HIV. A deteccéo destes anticorpos pode ser usada como um

instrumento de diagnadstico.

Ensaios imunoenzimaticos, testes rapidos, imunofluorescéncia, Western
Blot, técnicas de PCR e diversos outros métodos estdo disponiveis para a
deteccédo do HIV-1 e HIV-2.

O TR DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos - SSP é um teste
rapido de uso Unico, visando a deteccdo de anticorpos especificos da
infeccdo pelo HIV tipos 1 e 2 (HIV-1, grupo M e O e HIV-2 subtipo A, B,C, D
e E),em amostras de sangue total venoso, punc¢éo digital, soro ou plasma

humano.

Seu uso é adequado em algoritmos utilizando testes rapidos
para definicdo do diagnéstico da infec¢éo pelo HIV, conforme portaria 151
de 14 de outubro de 2009. Resultados reativos séo evidéncias de exposicao
ao HIV-1 ou HIV-2 (ndo os diferenciando) e podem ser usados como

suporte ao diagnaostico.



O TR DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos emprega, como reagente de
captura, uma combinacdo de antigenos virais HIV-1 e HIV-2 fixados a uma
membrana de nitrocelulose (suporte sdlido), anticorpos especificos e
conjugado de proteina A com particulas de ouro coloidal. O teste se baseia

na tecnologia de imunocromatografia e utiliza plataforma de duplo percurso.

Para a execucdo do ensaio a amostra a ser testada é aplicada ao
poco 1 no suporte e, logo em seguida, é adicionado tampé&o de corrida. O
tampao propicia o fluxo e permite que os anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-
2, presentes na amostra, liguem-se aos antigenos formando um complexo.
Na etapa seguinte a migracdo da amostra, adiciona-se o tampé&o de corrida
ao poco 2. O conjugado se liga aos anticorpos especificos produzindo uma
ou mais linhas na area teste (T) determinando o surgimento de uma linha

colorida rosa ou roxo.

Na auséncia de anticorpo anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2 ndo ha o

aparecimento da linha teste, sendo assim uma reacdo nao regente.

A eficiéncia do ensaio € controlada para garantir a seguranca do teste.
Um reagente controle imobilizado na membrana do suporte determinara o
surgimento de uma linha, cuja presenca demonstrard que 0s reagentes

estado funcionando corretamente (area controle C).

O TR DPP® HIV-1/2 apresenta diversas vantagens. O resultado é
liberado em menos de 30 minutos e sua execuc¢ao ndo depende da utilizacdo
de equipamentos sofisticados. Isto é importante, pois pode tornar o teste

executavel nos mais diversos ambientes laboratoriais.



2. Apresentacdo e componentes do ensaio

Material Fornecido:

TR DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos — SSP
(para 10 ou 20 determinagdes):

- Suportes DPP® HIV com antigenos de HIV-1/2 embalados individualmente
- 10 ou 20 unidades

-Tampao de corrida — 01 frasco com 3 mL ou 6 mL

- Alcas coletoras descartaveis (10uL) 10 ou 20 unidades

- Frasco para eluicdo - 10 ou 20 frascos com 1 mL cada

- Lancetas estéreis descartaveis -10 ou 20 unidades

- Curativo Adesivo Estéril 10 ou 20 unidades

- Manual de Instrucdes de Uso

Material Complementar nao fornecido:

Cronbmetro ou relégio

Luvas descartaveis e jaleco para protecéo individual

Algodéao
Alcool 70%

Agua sanitaria ou solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5%

Recipiente para descarte de material biolégico e perfuro-cortante



Figura 1 — TR DPP®HIV 1/2 - SSP

IMPORTANTE

Recomenda-se utilizar o kit somente até a data de va  lidade do kit,
gue é considerada aquela descrita na embalagem.
Nao usar os insumos de lotes de kits diferentes.
Recomenda-se estocagem do kit de 2° a 30° C.




3. Procedimento para realizacao do TR DPP® HIV-
1/2 - Bio-Manguinhos - SSP

. Certifique-se de que a amostra a ser testada esteja a temperatura ambiente.
Caso a amostra tenha sido refrigerada ou congelada, permitir que a mesma
alcance a temperatura ambiente (15 a 25°C) antes de ser utilizada.

. Retirar 0 nimero necessario de componentes do kit TR DPP® HIV-1/2 -
Bio-Manguinhos -SSP necessérios a execu¢ao do ensaio e colocé-los sobre
uma superficie plana. Certifiqgue-se de que os componentes do kit estejam a
temperatura ambiente no momento do uso.

. Retirar o suporte de teste do envelope laminado e identifica-lo com o
namero de registro do paciente ou nuamero de identificacdo da amostra,
além do namero do lote do kit de onde o teste foi retirado.

IMPORTANTE

CRITERIO DE REJEICAO DO ENSAIO

O teste TR DPP®HIV 1/2 -SSP tem 2 linhas coloridas na janela de teste,

1 azul (linha teste) e 1 verde (linha controle) (figura 2). Se uma ou as 2 linhas
coloridas estiverem ausentes, nao utilize o teste. Desconsidere o suporte de
ensaio e guarde o mesmo para analise técnica do problema pelo controle de

gualidade". Comunique o ocorrido ao SAC de Bio-Manguinhos (Avenida Brasil,

4365 - Manguinhos. Cep: 21040-900 — RJ/RJ. Tel: (21) 3882-7101 — Fax: (21)

38827176 SAC: 08000.210.310 ou sac@bio.fiocruz.br). Utilizar um novo suporte
de teste para continuar o procedimento.

—

Pogo 2 = : 1 - Janelas de Teste com
TAMPAO | ) Y Linhas Azuis e Verde

'k ) Pogol = AMOSTRA + TAMPAO

Figura 2



Antes de coletar a amostra de sangue, soro ou plasma, identificar o frasco
para eluicdo com o nome do individuo ou ndmero de identificacdo e
desenrosque o dosador (parte branca) do frasco mantendo a tampa azul
rosqueada no dosador.

Encostar a alga coletora de 10 pL na amostra a ser testada permitindo que a
alca seja preenchida com a amostra.

OBS: Em caso de coleta de sangue da ponta do dedo, utilizar as
lancetas (inclusas no kit), de acordo com as instru¢cdes de uso que as
acompanham.

(S5,

Inserir a alga coletora de 10 pL com a amostra no frasco de eluicdo
identificado de modo que toque no fundo do frasco. Dobre a haste da alca
coletora no ponto de quebra a fim de que a extremidade com a amostra
permaneca dentro do frasco de eluicéo.




= Recolocar o dosador no frasco de eluicao certificando de que tanto o dosador
guanto a tampa azul estdo bem fechados e agite levemente por 10 segundos.

i 4
A\

= Retirar somente a tampa azul do dosador e girar o frasco de eluicdo

mantendo na posicdo vertical (sem inclinar) sobre o poco 1. Adicionar duas
gotas da solucéo, lentamente, ao poco 1.

nnnnnn

= Aguardar cinco minutos. Apds esse tempo, a linha azul (TESTE) e verde
(CONTROLE) da janela devem ter desaparecido. Em caso contrario, descartar
0 suporte de teste e repetir o procedimento desde o inicio usando um novo

suporte.
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=Verter o frasco de tampé&o de corrida e manté-lo na posicao vertical (sem
inclinar) sobre o poc¢o 2. Adicionar quatro gotas de tampao, lentamente,
ao poco 2.

=Deixar o teste correr por 10 minutos apoés a adicao do tampé&o ao pogo 2
a temperatura entre 15 a 25C. Caso nao haja migra¢ ao apds 3 minutos
da adicao do tampé&o no poco 2, descartar o teste.

ATENCAO

N&o leia os resultados apds 25 minutos contados a partir da
adicéo do tampao de corrida ao pogo 2.

ATENCAO: Apés a leitura, descartar o suporte, a alca e a lanceta
utilizados no teste em um recipiente para descarte de materiais de risco
biolégico e perfuro-cortante.

4. Leitura e interpretacao dos resultados

Os resultados podem ser interpretados visualmente

Colocar o suporte sobre uma superficie plana e em local bem iluminado. O
operador deve se posicionar de forma a manter uma distancia de 30 a
50cm entre o suporte de teste e seus olhos. Observar a presenca de linhas
e anotar no protocolo de trabalho.



4.1 Interpretacao visual dos resultados

a. Resultado néo reagente

Um resultado nédo reagente é indicado por uma linha
roxa/rosa na area de CONTROLE (C) e nenhuma linha na area de TESTE
(T). Este resultado sugere a auséncia de anticorpos para HIV-1 e HIV-2 na
amostra e ndo exclui a possibilidade de infeccao pelo HIV. Recomenda-se
proceder a coleta de uma nova amostra 30 dias apds a coleta da primeira
amostra, e repetir o conjunto de procedimentos sequenciados descritos no
Fluxograma para Diagnostico Laboratorial da Infec¢éo pelo HIV.

Auséncia de Presenca de Linha
linha teste Controle

N

b. Resultado reagente

A deteccdo de duas linhas roxa/rosa, uma na area de
CONTROLE (C) e outra na area de TESTE (T), indicam um resultado
reagente. A intensidade da linha na area de TESTE (T) varia de claro a
muito escuro conforme a concentracéo de anticorpos especificos. Assim, a
linha na area de TESTE (T) pode ter aparéncia diferente da linha na area
de CONTROLE (C). Isto nado invalida o teste. Um teste reagente significa
gue anticorpos para HIV-1 e/ou HIV-2 foram detectados.

Linha Teste Linha Controle

N/

ATENCAO
O resultado reagente deve ser utilizado para definicdo do diagndstico da
infeccdo pelo HIV de acordo com o fluxograma da portaria 151 de 14 de
outubro de 2009
MINISTERIO DA SAUDE.




c. Resultado invalido

Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na area de CONTROLE (C),
independente da presenca ou ndo de linha na &rea de TESTE (T). Caso uma linha
roxa/rosa ndo seja visivel na area de CONTROLE (C), o teste deve ser considerado
invalido e este resultado ndo pode ser interpretado. Repetir o procedimento de teste

com um novo suporte de teste.

Area Teste Area Controle

Limitagbes do procedimento:

Resultados falso-negativos podem ser obtidos caso o teste seja utilizado
em amostras de pacientes conhecidamente soropositivos, que estejam em vigéncia ou

tenham sido submetidos a terapia anti-retroviral.

4.1 Utilizac&o da escala visual para
interpratacao dos resultados

A finalidade deste procedimento é fornecer orientacfes para a leitura visual e

avaliacao dos resultados dos testes DPP, utilizando-se a escala de avaliagao.

PROCEDIMENTO:

1.Antes de ler os resultados, certifique-se que a Escala de Avaliacao esteja
localizada proxima ao teste, para comparagao;
2. Os resultados ndo reagentes seréo lidos e registrados como negativo (Neg);



3. Os resultados positivos serao lidos e registrados como positivo (Pos) ou
positivo fraco (Pf);

4. Os resultados devem ser registrados de forma adequada em cadernos
ou formularios, de acordo com os procedimentos do laboratério.
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5. Conservacéo e estocagem do material

O kit TR DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos — SSP deve ser
armazenados entre 2 e 30°C. Recomenda-se a conservacao do kit em geladeira
somente em locais onde a temperatura ambiente ultrapasse 30°C. Os suportes
de teste devem permanecer lacrados até o momento de sua utilizacdo. O

tampéao de corrida deve ser mantido em seu recipiente original.

IMPORTANTE

Nao Congele o kit ou seus componentes!

6. Consideracdes finais

- O kit TR DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos- SSP deve ser utilizados segundo
as instrugbes contidas neste manual e/ou manual que acompanha o Kit,

visando a obtencao de resultados adequados.

-Somente abra o envelope laminado contendo o suporte de teste no momento
de sua utilizacao.

- N&o utilize kits ou componentes com a data de validade vencida.

- Um resultado reagente sugere a presenca de anticorpos para HIV-1 e/ou HIV-
2 na amostra testada, nado diferenciando os tipos de virus contidos na amostra.

- Inicialmente, pressupde-se que um individuo que apresenta anticorpos para
HIV-1 ou HIV-2 esteja infectado com HIV. Exceto no caso dos voluntarios de
estudos clinicos com vacinas anti-HIV, que podem ter desenvolvido anticorpos

vacinais, estando ou nao infectados com o virus.




- Um resultado néo-reagente nédo exclui a possibilidade de exposicdo ou
infeccdo por HIV, dado que uma resposta imunolégica a exposicao recente

pode levar algumas semanas para atingir niveis detectaveis.

-N&o é indicado o uso com amostras obtidas de criancas com idade inferior a 2

anaos.
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8. Em caso de solicitacbes ou notificacdes

Entre em contato com o SAC de Bio-Manguinhos
(Avenida Brasil,4365 - Manguinhos. Cep: 21040-900 — RJ/RJ.
Tel: (21) 3882-7101 — Fax: (21) 3882-7176
SAC: 08000.210.310 ou sac@bio.fiocruz.br .
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