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Descrição


O teste Rapid Check HIV 1&2 é um teste para a detecção de anticorpos específicos para os vírus da imunodeficiência humana dos tipos 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2).  Este teste, que utiliza apenas um reagente, pode ser feito com amostras de soro, plasma e sangue total.

Resumo e explicação a respeito do teste.

O vírus da imunodeficiência humana (HIV), agente etiológico da síndrome da imunodeficiência humana (SIDA ou AIDS) já foi isolado de pacientes com AIDS e doenças relacionadas à AIDS, em portadores assintomáticos da doença e em pacientes que adquiriram AIDS através de transfusão de sangue. 

A maioria dos pacientes com AIDS ou infectados pelo HIV apresenta anticorpos específicos para as proteínas estruturais do vírus. Estes anticorpos podem ser usados no diagnóstico da infecção pelo HIV.  Até o momento somente dois tipos de vírus HIV são conhecidos: o HIV-1 e o HIV-2. Estes vírus apresentam uma homologia de 40-60% na seqüência de aminoácidos de sua estrutura. 

O teste Rapid Check HIV 1&2 é um imunoensaio do tipo “sandwich” baseado no princípio da imunocromatografia.

Princípios do Método

Partículas de ouro coloidal conjugadas a anticorpos monoclonais anti-IgG humana são liofilizados em uma fita de material absorvente localizada a baixo da região teste. Proteínas recombinantes representando as regiões imunodominantes das proteínas do envelope do HIV-1 e HIV-2, glicoproteínas gp41, gp120 (HIV-1) e glicoproteína gp36 (HIV-2) respectivamente, são imobilizadas na região teste da fita de nitrocelulose.

   Anticorpos caprinos anti-IgG humana são imobilizadas em uma outra região (região controle) acima da região teste para a captura de imunoglobulinas independente da especificidade das mesmas. 

Duas gotas de soro (60µl), plasma ou sangue total são adicionadas ao poço da amostra, e a seguir deve se adicionar duas gotas de tampão de lavagem.  O teste deve então, ser incubado por 10 minutos para que a reação ocorra.  Anticorpos específicos para as proteínas recombinantes do HIV-1 e HIV-2, independente do isotipo da imunoglobulina, irão reagir com os antígenos conjugados às partículas de ouro coloidal.  O complexo anticorpo/antígeno/ouro-coloidal migra pela membrana de nitrocelulose até a região teste e controle do teste onde ocorre uma reação cromatográfica.

Uma reação positiva é visualizada através de uma banda rosa/vermelha na região teste. 

Uma reação negativa ocorre na ausência de anticorpos específicos para o HIV na amostra analisada.  Conseqüentemente nenhuma banda na região teste será visualizada. 

Excesso de conjugado formam uma segunda banda rosa/vermelha na região controle da fita teste.  O aparecimento desta banda indica uma performance adequada do teste.

Conteúdo do kit

                                                                                                              a) 25 Testes Rápidos

Cada teste contém tiras de nitrocelulose impregnadas com proteínas recombinantes do HIV-1 e HIV-2 e proteína A de estafilococo conjugada a ouro coloidal na região teste e controle respectivamente.

b) Tampão de lavagem (2 ml) 

Reagente único para amostras de sangue total, soro e plasma. 

c) 25 Pipetas Pasteur descartáveis

d) Bula
Materiais necessários, mas não fornecidos.                                      

Relógio ou Cronômetro
Material para coleta de sangue (lancetas, tubos capilares/ tubo de ensaio ou seringa)
Armazenamento e estabilidade

O teste Rapid Check HIV 1&2 e o tampão de lavagem podem ser armazenados a temperaturas variando de 2 a 27ºC. 

Nenhum componente do kit deverá ser utilizado após a data de validade.

Precauções

O teste Rapid Check HIV 1&2 deve ser utilizado somente em testes in vitro.

Não utilize o teste após a data de validade. 

Não fume, coma ou beba nas áreas onde as amostras são manipuladas e processadas.

Descarte todas as amostras, pipetas e outros materiais utilizados na realização do teste.  Estes materiais apresentam risco biológico por estarem potencialmente contaminados.

O descarte dos materiais e amostras deverão ser feitos através de autoclavagem à 121°C durante pelo menos 60 minutos ou através de incineração apropriada.

Quando descartar o tampão de lavagem, evitar o contato com ácido.

Todos os respingos deverão ser limpos  criteriosamente com  desinfetantes apropriados como, por exemplo, uma solução de hipoclorito de sódio a 5%.

Coleta de amostras e armazenamento

Sangue total, soro e plasma podem ser utilizados como fonte de anticorpos.

Sangue Total:                                                                             Quando as amostras de sangue total forem obtidas através de punção digital utilizando-se lancetas, as gotas de sangue obtidas na ponta do dedo deverão ser colhidas com o auxílio da pipeta descartável que acompanha o Kit e pingadas a seguir no poço da amostra.  Gotas de sangue não deverão ser gotejadas diretamente do dedo uma vez que o tamanho das mesmas poderá variar.

Amostras de sangue total deverão ser utilizadas no máximo 10 minutos após a coleta para garantir a performance máxima do teste.

Se a amostra começar a coagular, não misture a amostra.  Neste caso o soro deverá ser pipetado do sangue coagulado e utilizado na análise.

Caso um anticoagulante tenha sido utilizado na amostra de sangue, o mesmo poderá ser adicionado diretamente na tira-teste, através da utilização da pipeta descartável.  Caso o teste não possa ser executado imediatamente, as amostras poderão ser armazenadas à temperaturas entre 2-8 (C, por até 3 dias, ou deverão ser centrifugadas, o plasma separado e armazenado.

Soro ou Plasma:
Soro ou plasma poderão ser mantidos por até 7 dias à temperaturas entre 2-8°C.  Caso seja necessário armazenar as amostras por um tempo maior, as mesmas deverão ser congeladas.  Descongelamentos repetidos de uma mesma amostra devem ser evitados. 

Controle de Qualidade

Boas práticas laboratoriais recomendam o uso de amostras controles pelo menos uma vez por dia para assegurar a performance do teste. 

A região controle incluída na tira-teste indica se o teste esta funcionando corretamente.Para tal, uma linha rosa/vermelha deverá aparecer na região controle, independente da positividade da amostra. 

Procedimentos parar realização do teste

1. Caso algum reagente ou amostra esteja sendo armazenado sob refrigeração, estes deverão ser retirados do refrigerador/freezer e deixados a temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos ou até que atinjam temperatura ambiente. 

2. Calcule quantos testes Rapid Check HIV 1&2 serão necessários e remova-os das embalagens protetoras. 

3. Escreva em cada cassete contendo a tira-teste as informações para identificação da amostra/paciente. 

4. Coletar um pouco da amostra a ser testada (sangue total, plasma, soro) utilizando a pipeta descartável fornecida.

5. Segurando a pipeta sobre o poço da amostras, adicione cuidadosamente duas gotas da amostra (aproximadamente 60 (l). 

6. Adicione duas gotas (aproximadamente 60 (l) do tampão de lavagem à área de adição de amostra. 

7. Espere 10 minutos para que a reação possa ocorrer.  O resultado deverá ser lido ao final de 10 minutos de incubação.  Os resultados são estáveis por pelo menos 20 minutos após a adição da amostra à tira-teste. 

Interpretação dos resultados do teste

Negativo

A presença de apenas uma linha rosa/vermelha na região controle indica um resultado negativo.

Positivo

A presença de uma linha rosa/vermelha na região teste e outra na região controle, indica um resultado positivo. 

Inconclusivo/Inválido

O não aparecimento de uma linha na região controle, independente da presença de uma linha na região teste, invalida o resultado, devendo a avaliação ser repetida com um novo teste. 
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                     Para garantir a precisão dos resultados na avaliação da presença de anticorpos anti-HIV em amostras de sangue total, soro ou plasma, os procedimentos para a execução e interpretação dos resultados deverão ser seguidos conforme descritos na bula do teste Rapid Check HIV 1&2. 

O teste Rapid Check HIV 1&2 foi desenvolvido para utilizar amostras não-diluídas.  Amostras não deverão ser diluídas antes de serem testadas. 

Durante o curso de um tratamento efetivo ou em determinadas fases da doença os níveis de anticorpos podem estar diminuídos Nestes casos, testes diagnósticos baseados na presença de anticorpos podem produzir resultados falso-negativos.

Recém-nascidos de mães infectadas pelo HIV podem receber passivamente anticorpos maternos anti-HIV ou quando infectados podem não produzir anticorpos anti-HIV.  Portanto, em recém-nascidos a interpretação dos resultados deverá levar em conta estes fatos.

Um resultado negativo não exclui a possibilidade de exposição ou de infecção pelo HIV.

 Performance do teste                                                                                                       Os resultados apresentados abaixo demonstram a especificidade e sensibilidade do Rapid Check HIV 1&2.

Tabela 1 – Sensibilidade e especificidade do Rapid Check HIV 1&2 em amostras de plasma e sangue total (400 amostras testadas). 

	Amostra
	Resultados
	Sensibilidade 

(Especificidade)

	Plasma
	Positivo
	100% (100%)

	
	Negativo
	98.99% (100%)

	Sangue Total
	Positivo
	100% (100%)

	
	Negativo
	100% (100%) 
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PERGUNTAS MAIS FREQUENTES:

AMOSTRAS

Pergunta:
Existem doenças ou outros quadros clínicos que podem interferir com a execução do Rapid Check HIV 1&2?

Resposta:
Nenhuma interferência de outras doenças sobre o Rapid Check HIV 1&2 foi demonstrada em ensaios clínicos prévios.
P:
Quais os tipos de amostras que podem ser utilizadas no Rapid Check HIV 1&2?

R:
Soro, plasma e sangue total.

PROCEDIMENTOS

P:
A amostra parece não ter migrado através da membrana.  Porquê?

R:
Este evento não deve acontecer.  Caso ocorra provavelmente a fita-teste apresenta algum problema, ou não foi adicionada quantidade suficiente de tampão de lavagem ou a qualidade da amostra está comprometida (amostra lipêmica).  A amostra deverá ser retestada utilizando-se uma nova fita-teste. Certifique-se da qualidade da amostra e da quantidade de tampão de lavagem a ser adicionada à fita para que esse problema possa ser eliminado.

P:
Como não existe nenhuma amostra de controle positivo incluído com o Rapid Check HIV 1&2, como um técnico executando o teste pode se assegurar que o mesmo funcionou e que o resultado obtido está correto?

R:
O existência de uma banda controle na fita-teste assegura que a mesma está funcionando corretamente.  Para tal, uma linha rosa/vermelha deverá estar presente na faixa controle sempre que o teste for utilizado, independente do resultado da amostra testada.

P:
O que acontece, caso eu adicione mais ou menos 2 gotas do tampão de lavagem?

R:
A taxa de fluxo do Rapid Check HIV 1&2 foi otimizada para duas (2) gotas de amostra mais duas (2) gotas do tampão de lavagem. Qualquer variação neste procedimento poderá afetar o fluxo da amostra e comprometer a confiabilidade do resultado. 

P:
Quantos testes podem ser realizados simultaneamente?

R:
Isto depende exclusivamente do grau de proficiência do usuário.  Todavia, mesmo em mãos experientes, nós não recomendamos a realização de mais do que 10 testes simultaneamente.

P:
O que acontece se eu adicionar mais do que duas gotas de amostra?

R:
A taxa de fluxo do Rapid Check HIV 1&2 foi otimizada para duas (2) gotas de amostra mais duas (2) gotas do tampão de lavagem. Qualquer variação neste procedimento poderá afetar o fluxo da amostra e comprometer a confiabilidade do resultado.

P:
Posso reutilizar o teste Rapid Check HIV 1&2 caso a amostra testada tenha sido negativa?

R:
O teste Rapid Check HIV 1&2 não deverá ser reutilizado sob nenhuma hipótese.  Caso deseje retestar uma amostra, utilize um novo teste.

P:
O resultado continua inválido mesmo após a retestagem da amostra: como devo proceder?

R:
A amostra deverá ser centrifugada ou filtrada antes de ser retestada.  Caso o problema persista, a amostra deverá ser retestada utilizando-se um método diferente.

P:
Ocasionalmente, as gotas da amostra ou do tampão de lavagem apresentam bolhas de ar, estas gotas podem ser consideradas como uma (1) gota? 

R:
Situações como esta deverão ser evitadas, através de boas práticas laboratoriais, como por exemplo dispensação da primeira gota de amostra ou tampão em papel toalha (o qual deverá ser descartado de maneira adequada após o uso).  Porém, caso isso ocorra, aconselha-se que o teste seja descartado e que o procedimento seja reiniciado utilizando-se uma fita-teste nova.

P:
Eu deixei o teste cair acidentalmente no chão. Ele ainda funciona?

R:
Confirmando que o cassete protetor está intacto e que a parte exposta da membrana não foi danificada, o teste deverá funcionar perfeitamente.

P:
Eu deixei pingar acidentalmente um pouco de amostra/tampão na janela de reação do Rapid Check HIV 1&2.  Eu posso utilizar este teste?

R :
Não.  A adição de amostra e/ou tampão de lavagem em qualquer local outro que a área de adição de amostra invalida o teste, devendo o mesmo ser descartado e a amostra retestada.


INTERPRETAÇÃO

P:
Caso o resultado de um teste seja interpretado após 10 minutos da execução, este resultado pode ser considerado confiável?

R: 
Não. O resultado deverá ser interpretado dentro de um período não superior a 10 minutos após o término da incubação de 10 minutos.  Após este tempo os resultados poderão não ser confiáveis.

P:
A linha teste e/ou a linha controle estão visíveis mas não se apresentam contínuas ao longo da janela de reação.  O que significa isso?

R: 
O aparecimento de uma linha fragmentada deverá ser interpretado com uma linha contínua.  Esta ocorrência é rara e não afeta a validade dos resultados obtidos.

P:
A linha teste aparece muito mais escura que a linha controle durante os 10 minutos do período de incubação.  O que isso significa?

R:
Isto é indicativo de um resultado positivo.  O teste Rapid Check HIV 1&2 não foi projetado para ser um teste quantitativo e os resultados não deverão ser interpretados como tal.

P:
A linha teste aparece fraca e a linha controle bem escura durante os 10 minutos do período de incubação.  O que isso significa?

R:
Isto é indicativo de um resultado positivo.  O teste Rapid Check HIV 1&2 não foi projetado para ser um teste quantitativo e os resultados não deverão ser interpretados como tal.

P:
O teste Rapid Check HIV 1&2 pode produzir resultados falso negativos devido ao efeito pró-zona?

R:
Este efeito não foi observado com o Rapid Check HIV 1&2.  Caso exista alguma razão para se acreditar que a amostra é ou pode ser altamente reativa, a amostra poderá ser diluída e retestada, caso tenha sido negativa pelo Rapid Check antes de ser diluída. 

P:
Ao final de 10 minutos de incubação a linha controle não aparece.  O que significa quando existe uma linha na região teste, mas nenhuma na região controle? 

R:
Em ambos os casos o teste é inválido.  Caso a linha controle não seja visível, o teste deverá ser considerado inválido e a amostra retestada em uma fita-teste nova. Prováveis causas do problema são: amostra ou tampão de lavagem insuficiente.

P:
O resultado é positivo!  O que fazer agora?

R:
Todos os resultados positivos necessitam de confirmação.


ARMAZENAMENTO

P:
Eu armazenei os testes entre 2 e 8(C, eles continuam funcionando? 

R:
Sim, desde que os mesmos atinjam temperatura ambiente antes de serem abertos (removidos da embalagem protetora) e utilizados.

P:
Abri a embalagem mas não utilizei o teste 

Imediatamente. Ele continua funcionando? Posso utilizá-lo?

R:
Uma vez aberta a embalagem, umidade será atraída para a membrana.  Portanto recomenda-se que a embalagem só seja aberta no momento da utilização.

P:
Caso a embalagem esteja furada/rasgada, posso utilizar o teste mesmo assim?

R:
Cada embalagem contem em seu interior dessecantes. Caso a integridade da embalagem esteja comprometida, o dessecante não será mais eficiente e portanto a membrana terá sido exposta a umidade.  Neste caso o teste não deverá ser utilizado.

P:
Caso a data de validade do Rapid Check HIV 1&2 tenha sido ultrapassada, ainda posso utilizar este teste?

R:
Não. O teste não deverá ser utilizado.
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