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RESUMO

Os Testes Rapidos (TR), também conhecidos como testes laboratoriais remotos, sdo ensaios
imunocromatograficos cujos resultados sdo liberados em até 30 minutos. Em 17 de dezembro de
2013, o Ministério da Saude publicou a portaria n.29, preconizando a utilizacdo de TR para o
diagnostico laboratorial da infeccéo pelo HIV (fluxogramas 1 e 2). Entretanto, a literatura é carente
de trabalhos que comparam e validam os diferentes testes rapidos disponiveis no Brasil entre si e
os fluxogramas citados. Este trabalho teve como objetivos avaliar oito testes rapidos disponiveis
em territorio nacional para deteccdo da infeccdo pelo HIV, quanto ao desempenho analitico
(sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, razGes de verossimilhanca
positiva e negativa e acuracia); a qualidade do padréo de leitura dos resultados; a qualidade das
informagdes contidas nas instru¢des de uso; o custo financeiro de cada teste; a concordancia dos
resultados dos testes rapidos entre si; e a influéncia do prazo de validade no desempenho analitico.
Trata-se de estudo observacional, analitico e de concordancia, onde foram analisadas 228 amostras
sanguineas humanas, com idade acima de 18 meses, de ambos 0s sexos, com padrdo soroldgico
para HIV previamente definido via eletroquimioluminescéncia (triagem) e Western Blot
(confirmatdrio): 100 reagentes, 100 ndo reagentes e 28 indeterminadas. Todos os TR foram
realizados conforme as orienta¢Ges dos fabricantes, que também informaram a cotacéo financeira
de cada kit. A analise das informacGes descritas nas instru¢des de uso foi conduzida por um dnico
pesquisador, apds padronizacdo de critérios definidos com a equipe. O desempenho analitico e a
concordancia de resultados foram calculados, considerando IC 95% e nivel de significancia
p<0,05. Houve diferencas nos desempenhos analiticos dos TR testados, cujos resultados foram:
sensibilidade (92% e 100%), especificidade (94% e 100%), valores preditivos positivo (90,7% a
100%) e negativo (95,5% a 100%), razdes de verossimilhanca positiva (0,00 a 1,00) e negativa
(0,0 a 8,08) e acuracia (86,5% a 99,5%). Na analise pareada entre os Kits, os indices de correlacdo
Kappa calculados variaram de 0,51 a 0,88. Quanto a qualidade do padrdo de leitura dos TR, duas
marcas apresentaram varios resultados com bandas positivas de dificil visualizacéo,
comprometendo a utilizacdo dos mesmos. Quanto a qualidade de informacdes apresentadas nas
instrucdes de uso, observou-se que a maioria esta adequada. Entretanto, dados sobre a composicédo
da fase solida, antigenos detectaveis, interferentes analiticos, reacdes cruzadas, reprodutibilidade,
precisdo e forma de descarte do material ndo foram informadas em vérias instrucfes de uso. O
preco médio dos TR variou de R$ 3,20 a R$7,00. O desempenho de um TR testado apds cinco
anos de vencimento foi bom. Concluindo, dos oito dispositivos testados, seis apresentaram
desempenho analitico e padrdo de leitura adequados, alem de boa correlacdo entre si, sendo
recomendada a utilizagdo dos mesmos como testes de triagem na rotina assistencial.

Palavras-Chave: HIV, teste laboratorial remoto, Sorodiagnostico da AIDS, Sensibilidade e
Especificidade, Confiabilidade dos Dados.



ABSTRACT

The rapid tests (TR), also known as remote laboratory tests, are immunochromatographic assays
whose results are released within 30 minutes. On December 17, 2013, the Ministry of Health of
Brazil published ordinance n.29, recommending the use of TR for laboratorial diagnosis of HIV
infection (flowcharts 1 and 2). However, the literature is lacking of works that compare and
validate the different rapid tests available in Brazil among themselves and the cited flowcharts.
The objective of this study was to evaluate eight rapid tests available in Brazil to detect HIV
infection for: analytical performance (sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values, positive and negative likelihood ratios and accuracy); the quality of the reading pattern of
the results; the quality of the information contained in the package leaflets; the financial cost of
each test; the agreement of the results of the rapid tests with each other; and the influence of the
shelf-life on analytical performance. This was an observational, analytical and concordance study,
in which 228 human blood samples, aged over 18 months, of both sexes, with a serological pattern
for HIV previously defined by electrochemiluminescence (screening) and Western Blot
(confirmatory) were analyzed: 100 reagents, 100 non reagents and 28 undetermined. All TR were
carried out according to the manufacturers' instructions, which also informed the financial
quotation of each kit. The analysis of the information described in the package inserts was
conducted by a single researcher, after standardization of defined criteria with the team. Analytical
performance and agreement of results were calculated, considering 95% CI and significance level
p <0.05. There were differences in the analytical performances of the TR tested, with sensitivity
(92% to 100%), specificity (94% to 100%), positive predictive values (90.7% to 100%) and
negative (95.5% to 100%), positive likelihood ratios (0.00 to 1.00) and negative (0.0 to 8.08) and
accuracy (86.5% to 99.5%). In the paired analysis between the Kits, the calculated Kappa
correlation indexes ranged from 0.51 to 0.88. Regarding the quality of the TR reading pattern, two
brands presented several results with positive bands of difficult visualization, compromising their
use. Regarding the quality of information presented in the package inserts, it was observed that the
majority are adequate. However, data on the composition of the solid phase, detectable antigens,
analytical interferences, cross-reactions, reproducibility, precision and form of material disposal
have not been reported in various package inserts. The average TR price ranged from R$ 3.20 to
R$ 7.00. The performance of a TR tested after five years of maturity was good. Concluding, six of
the eight devices tested were present adequate analytical performance and reading pattern, also a
good correlation among them, being recommended the use of the same as screening tests in the
care routine.

Key-words: HIV, point-of-care testing, AIDS Serodiagnosis, Sensitivity and Specificity, Data

Accuracy
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1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (acquired imunne dificiency syndrome - AIDS) em humanos. Esta
doenca é considerada a primeira grande pandemia da segunda metade do século XX e foi descrita
pela primeira vez em 19812, Desde sua descoberta, varias técnicas de prevencdo, diagndstico e
tratamento tém sido desenvolvidas na tentativa de prevenir, erradicar, curar e melhorar a qualidade

de vida dos individuos infectados pelo virus.

Diante deste novo cenério, os 6rgdos de regulamentacdo criaram regras e estratégias de testagem
que visam melhorar a qualidade do diagnoéstico da infecgdo recente pelo HIV e, a0 mesmo tempo,
fornecer uma base racional para assegurar que o diagnostico seja preciso e concluido em tempo
habil3. No Brasil, tais regras estio descritas nas Portarias do Ministério da Satde. No ano de 1985,
0 governo brasileiro criou a Coordenagdo Nacional de Doencas Sexualmente Transmitidas e AIDS
(CN DST/AIDS) para gerir a politica de combate a recente epidemia no pais*. Entre os anos de
1987 e 1989 foram criados, em nivel nacional, os Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA),
que ofereciam a possibilidade de individuos realizarem a testagem para HIV de forma gratuita,
confidencial e anénima®. Em 1989, foram publicadas as primeiras recomendagdes para a o
diagnostico da infeccdo pelo HIV nos Estados Unidos. A partir de 1997, tornou-se obrigatoria a
testagem de anticorpos anti-HIV, para doadores de sangue, medula 6ssea, 6rgdos solidos e sémen

no Brasil®.

A primeira Portaria do Ministério da Saude (MS) para o diagnéstico soroldgico da infeccdo pelo
HIV foi criada em 1998 (Portaria n° 488/98)°, e falava sobre a realizacdo de dois testes distintos
de imunoensaios enzimaticos, em paralelo. Esses testes deveriam possuir principios
metodoldgicos e/ou antigenos diferentes e, pelo menos um deles, deveria ser capaz de detectar
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2°. Além disso, as amostras reagentes ou indeterminadas

deveriam ser confirmadas por imunofluorescéncia indireta (IFI) ou Western Blot (WB)°.

Os testes rapidos (TR) passaram a fazer parte do diagnostico para HIV no Brasil a partir de 2001,
quando o MS publicou a recomendacéo para a profilaxia da transmissdo materno infantil’, a qual
discorria que um unico TR era recomendado para algumas situagdes: a) triagem de gestantes no
terceiro trimestre que ndo haviam realizado o diagndéstico da infeccéo pelo HIV durante a gestagéo;
b) nos casos de gestantes que possuiam indicacdo clinica para reavaliar o diagndstico realizado

anteriormente e ¢) utilizagdo no paciente-fonte nos casos de exposi¢do ocupacional’.
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Os TR, também conhecidos como testes laboratoriais remotos (TLR) do inglés point-of-care
testing (POCT)?°, séo ideais para fornecer resultados no mesmo dia (em até 30 minutos) em uma
variedade de situagBes e locais®, e ttm como principais caracteristicas o baixo custo, a agilidade
no resultado e o baixo grau de complexidade de operacéo e leitura®*#84°, Em sua maioria, sio kits
pequenos e portateis utilizados para uso diagnéstico de diversos tipos de anélises, como por
exemplo: glicose, coagulacdo, hormdnios, agentes de doencas infecciosas, pH, gases sanguineos,

marcadores cardiacos, alergia, drogas, entre outros*.

Estudo realizado na Espanha, por Agusti et al.%® revelou um alto nivel de aceitacio e vontade por
parte dos médicos de clinica geral para oferecer teste rapido de HIV em suas praticas. No entanto,
a utilizacdo de testes rapidos de HIV na atencdo primaria ndo sera possivel sem que ocorram
mudancas em todas as etapas do processo, desde o aconselhamento pré-teste até a entrega do

resultado.

Segundo Louie et al.%”, os TRs otimizaram a atuagio da comunidade médica em identificar e
informar os individuos infectados, principalmente em centros de salde, salas de emergéncia,

consultorios médicos e clinicas em geral®’.

No ano de 2003, foi publicada a Portaria SVS/MS n°59, que abandonou o conceito de triagem com
dois imunoensaios, tornando um Unico imunoensaio com resultado ndo reagente suficiente para
exclusdo do diagndstico. As amostras reagentes ou indeterminadas deveriam ser confirmadas por
imunoblot (IB), IFI ou WB. Ainda no mesmo ano, foi implementado o Programa de Controle da

Qualidade Analitica do Diagnostico Laboratorial da Infecgdo pelo HIVE.

A Portaria de n°34, publicada em 2005, foi a primeira que regulamentou o uso dos TR para o
diagndstico da infecgdo pelo HIV, sem a necessidade de testes adicionais®. Em 2009, foi publicada
a Portaria de n°151, que consolidou os algoritmos de laboratério e TR em um unico documento®®,
com a intencdo de ampliar e expandir o diagnoéstico da infec¢do pelo HIV. Com a utilizacdo dos
conjuntos diagnosticos desenvolvidos, observou-se reducdo do numero de etapas e,
consequentemente, diminuicio do tempo entre a coleta e a liberacdo do resultado®. Nessa mesma
portaria, também foi regulamentada a utilizacdo de amostras de sangue coletadas em papel-filtro.

Em 17 de Dezembro de 2013, foi publicada a Portaria n°29, que atualmente regulamenta o
diagnostico da infeccdo pelo HIV no Brasil®#’. Diferente das demais Portarias, esta se apresenta
na forma de um manual, intitulado “Manual Técnico para o Diagndstico da Infecg¢ao pelo HIV”,

que descreve detalhadamente as abordagens laboratoriais em cinco fluxogramas, ao invés de
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apresenta-los como anexos do documento. Neste manual, encontra-se: a) preconiza¢do da
utilizacdo de TR para o diagnostico da infeccdo pelo HIV (fluxograma 1); b) insercdo de TR
utilizando fluido oral (FO) como metodologia alternativa para diagnostico (fluxograma 2); c)
preconizacao da carga viral (CV) como teste confirmatorio (fluxogramas 3 e 4); e d) utilizacdo do

teste de WB como teste confirmatério (fluxograma 5).

Frente a essa nova realidade e a grande variedade de TR disponiveis no mercado, aprovados pelo
MS, observou-se que a literatura é carente de trabalhos que comparam e validam entre si 0

desempenho analiticos dos mesmos e a aplicabilidade destes aos fluxogramas 1 e 2 citados.

A bibliografia disponibilizada pelo MS na Portaria n°29 referente ao diagndstico da infeccéo pelo
HIV no Brasil reporta 40 referéncias e destas, apenas um tnico trabalho nacional que comparou a
eficacia dos TR em relacdo aos métodos de imunoensaios tradicionais. Do mesmo modo, poucos
sdo os trabalhos que avaliam criticamente a qualidade de informac6es apresentadas nas instrucdes
de uso dos kits diagndsticos, principalmente em relacdo ao grau de compreenséo das etapas de
execucdo do teste.

Pelo fato dos TR serem considerados testes qualitativos, cujos resultados validos podem ser apenas
dois: reagente (positivo) ou ndo reator (negativo) — excluindo os testes invalidos (ndo coloracao
da banda na regido controle — a qualidade do padréo de leitura dessas bandas é de fundamental
importancia. Lamentavelmente a literatura também é carente de trabalhos que avaliam essa

questao.

Portanto, a utilizacdo de TR ndo apenas para triagem, mas agora também para o diagndéstico de
infecgdo pelo HIV ainda é um tema polémico na rotina assistencial e por isso merece maiores

estudos.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Avaliar diferentes testes rapidos disponiveis em territorio nacional para detec¢do da infeccéo pelo

HIV, quanto ao desempenho analitico e a qualidade das informag6es contidas nas instrucdes de

uso.

2.2. Objetivos Especificos

Calcular sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, razdes de

verossimilhanga positiva e negativa e acurécia de oito testes rapidos para o diagnostico do HIV,

em amostras sanguineas humanas com padrao soroldgico previamente definido;

Avaliar a qualidade do padréo de leitura dos resultados;

Analisar a qualidade das informagGes contidas nas instru¢es de uso dos oito diferentes TR

guanto a:

T @

a o

> Q@ —h oo

L2 T ©o

=

Dados clinicos (informagGes gerais sobre a infeccdo do HIV);

Apresentacdo do Kit;
Principio do Método;
Anticorpos e/ou antigenos detectaveis;
Fase solida utilizada;
Interferentes analiticos e pré-analiticos;

LimitacGes do teste;

Acurécia (sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e precisao;

Temperatura de armazenamento;

Natureza e volume da amostra;

Forma de coleta e descarte das amostras;

Procedimentos de execuc¢do do teste (passo a passo);
Tempo de leitura;

Interpretacdo dos resultados;

Ilustragdes dos procedimentos de execucdo e interpretacao;
Dados do Fabricante e Importagéo;

Referéncias bibliograficas;

Clareza/compreenséo das informacdes;

Idioma da bula (portugués e outros).

e Pesquisar o custo financeiro de cada teste;
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e Calcular a concordancia dos resultados dos testes rapidos entre si;

¢ Avaliar a influéncia do prazo de validade no desempenho analitico do teste répido.

3. REVISAO DA LITERATURA

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), inicialmente isolado em 1983%:% ¢ o agente
etiologico da AIDS™2. Trata-se de uma doenga que provoca 0 comprometimento progressivo da
habilidade do sistema imune em controlar infeccGes e algumas desordens malignas proliferativas®.
A infeccéo pelo HIV (tipos 1 e 2) afeta hoje, no mundo, mais de 40 milhdes de pessoas®>®. Testes
para a identificacdo de anticorpos anti-HIV vém sendo utilizados largamente na identificacdo de
portadores do virus que podem atualmente, ser beneficiados pelo tratamento anti-retroviral
precoce, a fim de melhorar a qualidade de vida dos mesmos®. Estes testes também auxiliam na
identificacdo daqueles ndo portadores do virus que necessitam aconselhamento, na monitorizagdo

epidemiologica e no planejamento de acdes de satde plblica®.

3.1. Ovirus

O HIV é um retrovirus ndo-oncongénico pertencente a familia Retroviridae do género Lentivirus e
seu contetido genético esté disposto em uma fita simples de RNA (disposta de forma dipldide -2n- na
particula viral, ou virion)>!#3, Os lentivirus sdo capazes de causar uma infeccéo latente de longo
prazo nas células e efeitos citopaticos em curto prazo. Estes virus produzem doencas fatais de
progressao lenta, incluindo sindromes que causam o definhamento e degeneracdo do sistema
nervoso central (SNC)*3. Foram identificadas duas formas geneticamente diferentes do HIV, sendo
classificadas em HIV-1 e HIV-2, que além da diferenca na estrutura genémica, diferem-se em sua

antigenicidade!?!3,

Semelhante a maioria dos retrovirus, o virion do HIV-1 é esférico e contém um cerne denso em
elétrons, na forma de um cone, cercado por um involucro (envelope) lipidico derivado da
membrana celular do hospedeiro!?*3 (Figura 1). O cerne do virus contém duas fitas de RNA
idénticas, trés enzimas virais (protease, transcriptase reversa e integrase), p24 - a principal proteina
do capsidio e proteinas do ntcleocapsidio (p7/p9)'#!3. O cerne viral é cercado por uma matriz
proteica chamada pl7, que se posiciona abaixo do envelope do virion. No envelope estdo duas
glicoproteinas virais que sdo criticas para a infecgdo viral, gp120 e gp41'2. A gp4l é uma
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glicoproteina transmembrana que apresenta uma ligagdo ndo-covalente com a gp120 externa a

membrana e ambas s&o produzidas pela clivagem proteolitica de um precursor, a gp160%,

PROTEINA DO
ENVELOPE gp120
PROTEINAS
MATRIZ p17
PROTEINA DO

ENVELOPE gp41

MEMBRANA RNA

LIPIDICA

PROTEASE TRANSCRIPTASE

REVERSA

CAPSIDEO p24

INTEGRASE

Figura 1 — Desenho da estrutura do HIV. Fonte: Telelab, 2016

O genoma do RNA do HIV-1 tem aproximadamente 9,2 kb e o arranjo basico da sequéncia de
acidos nucléicos caracteristica de todos os retrovirus. Repeticdes terminais longas (do inglés long
term repeats - LTRs) em cada extremidade do genoma regulam a expressdo genica, a integracao
viral no genoma do hospedeiro e a replicacdo viral®*. O genoma contém os genes gag, pol e env,
que codificam diversas proteinas virais. As sequencias gag codificam proteinas estruturais do
nucleo; as sequencias pol codificam as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease viral; e
as sequencias env codificam as glicoproteinas do envelope!?!3, Os produtos dos genes gag e pol
sdo transcritos inicialmente em grandes proteinas precursoras, que devem ser clivadas pela

protease viral para gerar proteinas maduras®*2,

Além desses trés genes padrbes, o HIV-1 contém outros seis genes acessorios, ou reguladores (0s
LTRs): tat, ver, vif, nef, vpr e vpu. Eles regulam a sintese e montagem de particulas virais

infecciosas e a patogenicidade do virus!2®3,

O HIV-2 também apresenta 0s genes gag, env, pol e genes regulatorios e acessorios com fungdes
semelhantes as observadas no HIV-1. A homologia entre os genomas dos dois virus é de

aproximadamente 50%. As regides gag e pol do genoma viral apresentam maior homologia entre
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os diferentes tipos virais, ao contrario da regido env, que apresenta diferencas significativas no
HIV-1 e HIV-23.

As proteinas do HIV-2 tém funcdes equivalentes as do HIV-1; entretanto, apresentam diferencas

na composicdo de aminoacidos e no peso molecular (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1 — Principais proteinas de importancia diagnostica do HIV

GENES PRODUTOS PESO MOLECULAR DAS PROTEINAS

E GLICOPROTEINAS VIRAIS

HIV-1 HIV-2
Env Precursor gp160 gp140
Glicoproteina externa gp120 gp105/125
Glicoproteina transmembranar gp4l gp36
Pol Protease p66 p68
Transcriptase reversa p51 p53
Integrase p31 p31/34
Gag Precursor p55 p56
Cerne p24 p26
Matriz pl7 pl6
» HIV-1 env
pol [ vpr [ vpu " =10 ™
gag [ PR RT N ] |_E — tat —H nef
LTR — LTR
MA CA NC p6 | vif_| rev
. env
- Hiv-2 pol [ vpr ” Su T
gag I PR RT IN ] [ VpX ]

j
[LTR[MA CA NC p6 |
S——

-_— rev

(vt |

M
—~—0 &)

Figura 2 - Genomas do HIV-1 e 2. Fonte: Ayind D. et al, 2010
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3.1.1. Origem

Em Junho de 1981, foram reportados, nos Estados Unidos da América, varios casos de
homossexuais do sexo masculino que apresentavam pneumonia por Pneumocystis jirovecii (entéo
carinii), entre outras infecgdes oportunistas, como sarcoma de Kaposi e linfomas ndo-Hodgkin.
Foi constatado que uma grande proporcdo destes doentes apresentava uma linfadenopatia
generalizada, com deplecéo seletiva de linfocitos T CD4+. Estes casos tornaram-se um marco na

histéria da humanidade®81,

Foram detectados casos similares em 1982, em utilizadores de drogas injetaveis, receptores de
transfusdes de sangue e produtos sanguineos (especialmente de fatores de coagulacdo para o
tratamento da hemofilia), do que viria a ser conhecido como sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). Posteriormente, foram identificados casos de transmissdo heterossexual e

vertical, ou seja, de méae para filho828384.85

Tais dados epidemioldgicos levaram a conclusao de que a AIDS poderia ser causada por um agente
infeccioso, provavelmente um virus transmitido por via sexual e sanguinea, uma vez gque era pouco
provavel a contaminacéo de fatores de coagulacao por outros tipos de microrganismos. O HIV foi
isolado pela primeira vez em 1983%. No Brasil, os primeiros casos de AIDS foram notificados em
198287,

Atualmente, é de comum entendimento que o virus HIV acometeu a populagdo humana através de
infeccBes de carater zoondtico do Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV, do inglés simian
immunodeficiency virus) com origem em primatas infectados?. Os reservatorios simios dos virus
humanos (HIV-1 e HIV-2) foram definidos com base na similaridade genética e filogenética em
relacdo a SIVs conhecidos e na elevada coincidéncia entre a distribuicdo natural de hospedeiros
primatas infectados e as regides geograficas com a maior diversidade genética de HIV-1 e HIV-2,

entre outros fatores?®,

O HIV-1 esté filogeneticamente mais proximo do SIVcpzPtt isolado da subespécie de chimpanzés
Pan troglodytestroglodytes na Africa Centro-Ocidental, enquanto o HIV-2 esta evolutivamente
mais relacionado com o SIVsm dos mangabeis fuliginosos (Cercocebusatys) da Africa Ocidental,
sendo que a area de distribuigdo natural desta espécie € sobreponivel com a regido geografica onde

foram identificados os mais diversos subtipos de HIV-218,
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3.1.2. Subtipos

Até a presente data, foram identificados dois tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é o tipo mais
comum associado a AIDS nas Américas, na Europa e na Africa Central, enquanto o HIV-2 causa

uma doenca semelhante principalmente na Africa Ocidental e na india??.

Na tentativa de organizar a grande diversidade observada entre as cepas de HIV-1 circulantes nas
epidemias, até 0 ano de 1992, as variantes do virus eram identificadas como “americanas” ou
“africanas”, com base em seu local de origem?. Com a descoberta de novos espécimes, esta
separagdo tornou-se inadequada e foi a principio proposta uma classificagdo em subtipos com base

na analise dos genes env ou gag®.

A classificacdo atual é baseada na analise do genoma completo de amostras de HIV-1 colhidas em
diferentes regides geogréaficas: grupo M (major), composto por nove subtipos nomeados A-D, F-
H, J e K (as variantes dos subtipos A e F séo ainda segregadas como sub subtipos Al, A2, A3, A4
ou A5 e F1 ou F2, respectivamente); e grupos O (out-group)??, N (new)?® e P?*, Os subtipos
anteriormente classificados como E e | sdo, na verdade, virus recombinantes, denominados
recombinantes circulatérios (do inglés circulating recombinant forms - CRFs). Além destes
grupos, 14 outras CRFs circulam na epidemia, sendo as mais comuns as CRF02_AG e
CRF01_AE? (Figura 3).

HIV
—
HIV-1 Tipo HIV-2
+ +
M N 0 P Grupo A B,C,DEFGeH
+
A B* C D F G H J K CRF/URF Subtipos/FR
F1 F2

Sub-subtipos
Al A2 A3 A4 A5

Figura 3 - Classificacdo do HIV quanto aos grupos e tipos. Fonte: Brasil, 2016*’
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A distribuicdo dos diferentes subtipos pelo mundo é variavel, sendo o subtipo B 0 mais prevalente
na Ameérica do Norte e do Sul, na Europa e na Australia. J& foram também detectados em outros
locais, incluindo Tailandia, Japdo, Africa, China, Malasia e india?®. O subtipo C é o mais
prevalente no mundo (China, india,Africa Subsahariana e sul do Brasil)?. O alto grau de
variabilidade também é resultado do fendmeno de recombinagdo genética entre virus diferentes.
A co-circulagdo de multiplos subtipos num Unico local favorece episodios de co-infec¢édo, que por
sua vez conduzem ao aparecimento de virus recombinantes que podem ser Vidveis e

transmissiveis?.

A extrema variabilidade dos retrovirus se deve ao fato de sua enzima transcriptase reversa nao
possuir a propriedade de correcdo durante o processo de replicagao viral, propriedade esta comum
a DNA-polimerase de outros organismos. Esta auséncia de corre¢do resulta em uma taxa de erro
na incorporacio de nucleotideos de aproximadamente 10 a 10 por sitio, por ciclo de replicacéo

(ataxa de erro das DNA polimerases esta em torno de 1078 substituicdes/sitio/ciclo de replicacdo)?.

Além dos erros na incorporacdo de nucleotideos, um processo conhecido como recombinagao
homologa também contribui para a variabilidade genética do HIV-12%. Durante a transcrigo
reversa, a enzima transcriptase reversa pode “pular” de uma fita de RNA para outra, produzindo
uma fita de DNA viral que contém segmentos dos dois RNA iniciais?’. Entretanto, para que a
recombinacdo contribua substancialmente para a geragdo de diversidade, é necessario que as duas
fitas de RNA encontradas em uma particula viral sejam distintas uma da outra, ou seja, é necessario
que, anteriormente, tenha ocorrido a produgdo de genomas virais “heterozigotos”?!. Por sua vez, a
formagdo de genomas ‘“heterozigotos” depende de que, em algum momento, uma Unica célula do

hospedeiro tenha sido infectada simultaneamente por duas variantes do virus?’28,

Uma consequéncia da complexidade de populac@es virais, como as encontradas nos hospedeiros
do HIV-1, é que estas populacdes sao capazes de responder rapida e eficientemente as perturbacoes
do ambiente onde se replicam, porque oferecem um grande espectro de virus mutantes sobre 0s
quais a selecdo natural pode atuar. Quando existem alteragcbes no ambiente, por exemplo, pela
administracdo de drogas antivirais, a presenc¢a de um ou mais virus mutantes mais aptos a replicar
neste novo meio faz com que a populacdo derivada desses ganhe aptiddo (fitness) e aumente suas
chances de sobreviver?t, No caso do HIV-1, a pressdo seletiva exercida constantemente pelo
sistema imune resulta na adaptacédo do virus a novas células-alvo e na manutencdo de uma infeccao

persistente?®,
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Durante a transmissdo do HIV-1 a um novo hospedeiro susceptivel, observa-se significativo
estreitamento da diversidade da populacdo de virus (bottleneck), de modo que a progénie viral
produzida no inicio da infecgo resulta da expansio de uma ou poucas particulas virais?*. Diversos
fatores impdem esse estreitamento, como: a resposta imune inata; a densidade de células-alvo no
local da infeccdo; o nimero de particulas virais transmitidas; e a estrutura da populagéo viral do

hospedeiro transmissor’,

Além do estreitamento da diversidade durante a transmissdo do HIV-1, também ocorre processo
de selecdo natural, de modo que os virus encontrados nos estagios iniciais da infeccdo possuem

caracteristicas distintas daqueles observados nos estagios mais tardios da imunodeficiéncia?..

3.2. Transmissdo e Patogénese

As principais formas de transmissdo do HIV envolvem as vias sexual, sanguinea e vertical (via
transplacentéria, durante o parto ou aleitamento), sendo a primeira a predominante em todo o
mundo®'% 3132 Ainda que o HIV possa infectar muitos tecidos, existem dois alvos principais na

infecco por HIV: o sistema imune e o sistema nervoso central®?,

A presenca do virus em apenas alguns liquidos corporais (sangue, sémen, secrecdo vaginal e leite
materno), faz com que a transmisséo ocorra quando h& contato desses liquidos contaminados com
uma mucosa. Portanto, relac6es sexuais (vaginal, anal ou oral) sem o uso de preservativos, durante
a gestacdo, no momento do parto, aleitamento materno, transfusdo de sangue contaminado,
compartilhamento de seringas ou agulhas contaminadas, uso de instrumentos perfuro-cortantes

ndo esterilizados sdo as formas de transmissdo do virust?13:31:32,

A infecgdo das células pelo HIV comega quando, nas mucosas, a gp120 de uma particula viral é
aderida a células dendriticas e entram na circulacdo sanguinea ou linfatica, instalando-se no tecido
linféide, aonde a gpl120 viral ird se ligar aos linfécitos TCD4 e a co-receptores (geralmente
receptores de quimiocinas, principalmente CCR5 e CXCR4) para entrar nas células®? 13, assim
células dendriticas (foliculares e de mucosas) e macrdéfagos representam importante reservatorio

de HIV. As células da glia e os timocitos também s3o alvos do virus*?.

Ao se ligar a molécula CD4, a gp120 sofre uma mudanca conformacional que resulta na formacéo
de um novo sitio de reconhecimento na gp120 para 0s co-receptores. Apos essa segunda ligagéo,
ocorrem alteragdes conformacionais na gp4l que expdem uma regido hidrofébica, chamada de
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peptideo de fusdo, que se insere na membrana celular, permitindo que a membrana viral se funda
com a membrana da célula-alvo® 123, Apos a fusdo das membranas, o cerne do virus entra no

citoplasma da célula®*? 13,

Os receptores de quimiocinas mais importantes, que atuam como co-receptores para o HIV, sdo o
CXCR4 e CCR5, mas existem mais de sete receptores de quimiocina diferentes que servem de co-
receptores para a entrada do HIV nas células®®. As diversas cepas de HIV apresentam tropismos
por populacdes celulares diferentes relacionados a especificidade das variantes de gp120 por
diferentes receptores de quimiocinas'®. Pode-se ainda classificar as linhagens de HIV em dois
grupos, de acordo com sua capacidade de infectar macréfagos e de estabelecer linhagens de células
T CD4+. Linhagens macréfagos-tropicas  (M-tropicas) podem  infectar  tanto
monaocitos/macréfagos como células T recentemente isoladas do sangue periférico, mas ndo sédo
capazes de infectar linhagens de células T cultivadas in vitro2!3, As linhagens de células T-
tropicas podem infectar somente células T, tanto as coletadas recentemente quanto as mantidas em
cultura®®!?, Essa seletividade baseia-se na utilizaco do co-receptor: as linhagens M-tropicas usam
0 CCR5, expresso tanto em mondcitos quanto em células T, enquanto as linhagens T-tropicas se
ligam ao CXCR4, que é expresso nas células T, mas ndo nos mondcitos/macrofagost?. Células T
primarias (recentemente isoladas) expressam tanto 0 CCR5 quanto CXCR4 e podem, portanto, ser
infectadas por qualquer um dos dois tipos (virus duo trofico)!2,

Acredita-se que durante o curso da infeccdo, linhagens M-tropicas se transformem em linhagens
T-tropicas, devido a mutacBes nos genes que codificam a gpl20'2. Essas alteracdes sio
importantes na patogénese da AIDS, uma vez que os virus T-tropicos sdo capazes de infectar

células T naive, e até mesmo os percussores timicos das células T*2,

Depois que o virion entra na célula hospedeira, as enzimas do complexo de nucleoproteinas sdo
ativadas e iniciam o ciclo de reproducao viral. A nucleoproteina é rompida, ocorre a transcricao
do genoma de RNA do HIV em uma dupla hélice pela transcriptase reversa e 0 DNA pro-viral
entra no nucleo da célula hospedeira. A integrase viral também entra no nucleo da célula e catalisa
a integracdo do DNA proé-viral no genoma celular. O DNA pré-viral pode permanecer inativo por
meses ou anos, com pouca ou nenhuma producgdo de novas proteinas virais ou virions e assim a

infeccéo pelo HIV pode permanecer latente!®,

Quando ativo, o0 DNA pro-viral faz com que a célula sintetize mRNA. Ha entdo a formacdo de

novas particulas virais que, com a morte da célula hospedeira, serdo langadas no meio, espalhando
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o virust. A partir dessa populacéo de células infectadas, o virus é disseminado inicialmente para
os linfonodos locais e depois sistemicamente e em nimero suficiente para estabelecer e manter a
producéo de virus nos tecidos linfoides, além de estabelecer reservatorio latente, principalmente

em linfocitos T CD4+ de memorial® (Figura 4).
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Figura 4 - Ciclo de replicacdo do HIV. Fonte: Rambaut A, et al, 2011

Ap0s a transmissdo do virus, ha um periodo de aproximadamente 10 dias, denominado de fase
eclipse, antes que o RNA viral seja detectavel no plasma. A replicacdo viral ativa e a livre
circulacdo do virus na corrente sanguinea causam a formacao de um pico de viremia por volta de
21 a 28 dias apds a exposicdo ao HIV. Essa viremia esta associada a um declinio acentuado no
numero de linfocitos T CD4+3 1231,

29



Na fase inicial da infeccdo (duas a seis semanas), de expansao e disseminacao sistémica, ha intensa
replicacdo viral em linfonodos, o que leva a inducéo da resposta imunoldgica, porém esta é tardia
e insuficiente em magnitude para erradicar a infeccdo®>!. A ativacdo imune, por outro lado, produz
uma quantidade adicional de linfocitos T CD4+ ativados que servem de alvo para novas infecces.
A resposta imunoldgica adaptativa inicial & infecgdo pelo HIV é caracterizada pelo aumento de
linfocitos T CD8+ que exercem controle parcial da infeccdo, mas ndo é suficiente para impedir,
em auséncia de terapia, a lenta e progressiva deplecéo de linfocitos T CD4+ e a eventual progressao

para AIDS® 121331 A resposta imune adaptativa ocorre normalmente antes da soroconverséo®.

O aparecimento de uma resposta imune celular HIV-especifica e a subsequente sintese de
anticorpos anti-HIV levam a queda da carga viral plasmatica (viremia) - até um nivel (set point)
que ¢ especifico de cada individuo - e & cronicidade da infeccio pelo HIV3133L, A resposta imune
mediada por células é mais importante do que a resposta imune humoral no controle da replicacédo
viral durante a infeccdo aguda, entretanto os anticorpos tém papel relevante na reducdo da
disseminacdo do HIV na fase cronica da infec¢do. A maioria das proteinas do HIV é imunogénica,
mas uma resposta de anticorpos precoce e preferencial é induzida contra glicoproteinas do
envelope (gp120 e gp4l) e contra a proteina do core/capsideo viral, a p24, sendo essa resposta

humoral vigorosa333’,

Acredita-se que 0 virus seja levado ao sistema nervoso por mondcitos infectados?31**, estudos
comprovam que estes sdo M-tropicos*?34. Células microgliais, astrocitos, e células do sistema
nervoso central que pertencem a linhagem monocitico-macrofagica sdo os tipos celulares
predominantemente infectados pelo HIV no cérebro®23134353% mas o virus esta em sua forma livre,
principalmente, e presente no liquido cefalorraquidiano®2®. O déficit neuroldgico é atribuido a
produtos virais e a fatores soltveis produzidos pelas células microgliais infectadas (principalmente

IL-1, TNF e IL-6), uma vez que os neurdnios ndo sio diretamente infectados®34,

Em relacdo aos sintomas clinicos, a infec¢cdo pelo HIV é marcada por longo periodo assintomatico
caracterizado pela fase aguda e periodo de laténcia. A fase crénica da doenca, periodo sintomatico,
pode levar anos para surgir?13%’_ Segundo Erichsen et al*®, a historia natural da infeccéo pelo HIV
cursa, em média, entre oito e doze anos desde 0 momento da infeccéo até a evolugéo para o 6bito.
Entretanto, 0 uso da terapia anti-retroviral combinada tem prolongado o tempo de infecgao®
(Figura 5).
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A EVOLUCAO DA DOENCA PELO HIV
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Figura 5 - Evolucdo da doenga através dos marcadores laboratoriais na auséncia de tratamento.
Fonte: Viegas, 200788

Os primeiros sinais e sintomas ocorrem em 50% a 70% dos infectados, cerca de duas a trés
semanas apos a exposicao. Eles surgem na forma de uma sindrome viral inespecifica, caracterizada
por febre, lifadenopatia, exantema, odinofagia, mialgia, diarreia, cefaleia, hapatoesplenomegalia
e, em alguns casos, sinais neuroldgicos, como meningite asséptica, neuropatia periférica e
sindrome de Guillian-Barré®. Como ha resposta imune e diminuicdo da viremia plasmatica, ha
também recuperacdo clinica em duas a quatro semanas. Inicia-se entdo o periodo de laténcia, que
tem duracdo média de 10 anos, este tempo varia de individuo para individuo. Neste periodo, apesar
da laténcia clinica, ha aumento da replicacdo viral®. A progressio da doenca é para a tipica

sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS)%.

A AIDS é a manifestacdo mais avancgada da infeccdo pelo HIV. Os sintomas desta fase da doenca
sdo: febre de longa duracdo (mais de um més), fadiga, perda de peso, diarreia e suores
noturnos*?**7 e intensa reducdo dos linfocitos T CD4+ (inferior a 200 células por mm? de
sangue)’®. A existéncia de comorbidades, ou doengas oportunistas, como hepatites virais,
tuberculose, pneumonia, toxoplasmose, alguns tipos de neoplasias secundarios (Sarcoma de

Kaposi, entre outros), doencas neuroldgicas (devido a degeneracdo do sistema nervoso central) e
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insuficiéncia renal, também caracterizam a doenga!2397%_ Qs primeiros marcadores laboratoriais
que surgem na infeccdo pelo HIV sdo o RNA viral e a proteina p24 (proteina do core viral)14¢,
em média de nove e dezesseis dias apés a infeccdo, respectivamente. Os anticorpos contra 0s
componentes virais sao detectaveis, em média, apenas de 22 dias ap0s a infecgdo em diante e sdo

detectados até o final da doenca®®.

A presenca do HIV-1 no sistema nervoso central (SNC) é a principal responsavel pelas
manifestacdes neuropsicologicas. Estas se expressam por meio de distarbios de diversos graus de
intensidade nas areas motora, comportamental e cognitiva. As discretas manifestac6es clinicas vao
surgindo, de forma lenta e progressiva ao longo dos anos, como baixa capacidade de concentracéo,
lentificacdo mental e apatia - que se pode confundir com depressao, baixa atividade psicomotora
e modificacbes da memoria verbal e ndo-verbal. A forma mais severa pode chegar a perda

expressiva da memoria e entre outras alteracdes cognitivas>+3>%,

3.3. Epidemiologia

Segundo a UNAIDS®, estima-se que o niimero de pessoas vivendo com HIV no mundo em 2015
seja de 36,7 milhdes, sendo 34,9 milhdes de adultos (maiores que 19 anos)*°. No Brasil, os dados
epidemioldgicos fornecidos pelo Ministério da Salde® para o ano de 2015 estimam que,
aproximadamente 781 mil individuos viviam com HIV/AIDS, representando prevaléncia de
0,39%. Destes, 83% (649 mil) haviam sido diagnosticados. A estimativa da UNAIDS para 2015 é

que sejam 830.000 pessoas infectadas no Brasil, sendo 820.000 adultos (maiores que 19 anos)*°.

Até junho de 2015, foram registrados 798.366 casos de AIDS no Brasil®®. Nos primeiros anos da
epidemia, a concentracdo dos casos era principalmente nas capitais das regides Sul e Sudeste. Ao
longo dos anos, a concentracdo dos casos passou as capitais das regides Nordeste, Centro Oeste e
Norte. Na ultima década, a distribuicdo se expandiu a todo pais, embora desigual. As taxas de
deteccdo séo crescentes em todas as regides; exceto na regido Sudeste, que apresentou tendéncia

de queda nos ultimos anos®,

Atualmente, observa-se que as regides Sudeste e Sul possuem maior proporcao de casos do que 0
Nordeste, Centro-Oeste e Norte. A maior concentragdo dos casos de AIDS esta na regido Sudeste
(53,8%), seguida pela regido Sul (20,0%), Nordeste (14,6%), Centro-Oeste (5,9%) e Norte
(5,7%)%.
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A distribuicdo dos casos por sexo, desde o inicio da epidemia até meados de 2015, é de 65% dos
casos serem do sexo masculino e 35% do sexo feminino. Segundo o Minitério da Satde®, até o
ano de 2003, houve aumento no nimero de casos em mulheres, diminuindo a razdo entre sexos
(ndmero de casos em homens/nimero de casos em mulheres). No periodo entre 2004 e 2008 esta
proporcdo se manteve estavel e a partir de 2009 observou-se reducdo no nimero de casos em

mulheres e aumento no nimero de casos em homens, aumentando novamente a raz&o dos sexos.

Esta variacdo da razdo de sexo também pode ser observada nas diferentes faixas etarias. Nos jovens
entre 13 a 19 anos, no ano de 2014, houve aumento do nimero de casos em homes; nos individuos
com 20 anos ou mais houve aumento do nimero de casos em mulheres & medida que aumenta a
idade. A faixa etaria com maior nimero de casos, para ambos 0s sexos, é de 25 a 39 anos entre
1980 e meados de 2015%,

Em relacdo a categoria de exposicdo, a transmissao vertical foi a principal via de transmissdo na
ultima década em individuos menores de 13 anos. No mesmo periodo, em individuos com idade
igual ou superior a 13 anos, a principal via de transmissao é a sexual, correspondendo a 95,4%
entre 0os homens e 97,1% entre as mulheres, em 2014. Observa-se predominio de exposicdo
heterossexual na Gltima década. A proporcdo de usuarios de drogas injetaveis (UDI) vem
diminuindo ao longo dos anos em todo o Brasil®, em consequéncia a reducéo da transmissdo por

compartilhamento de seringas.

A taxa de deteccdo também vem se modificando ao longo dos anos, pois o avanco da tecnologia
permitiu detectar a infeccdo com maior precisdo e menor tempo. Na Gltima década houve aumento
notavel da taxa de deteccdo nas faixas etarias entre 15 a 19 anos, 20 a 24 anos e 60 anos ou mais,
enquanto que na faixa etaria de criancas até nove anos houve queda. De 2005 para 2014, a taxa de
deteccdo na faixa etaria entre 15 a 19 anos passou de 2,1 para 6,7 casos por 100 mil habitantes.
Porém, neste mesmo periodo, nas faixas etarias entre 35 a 39 anos e 40 a 44 anos houve tendéncia

de queda 8. Nas demais faixas etarias observa-se estabilidade nesta taxa.

O monitoramento da transmissdo vertical do HIV tem sido feito através da taxa de deteccdo da
infeccdo em menores de cinco anos, e observa-se uma tendéncia de queda para o Brasil, que foi
de 33,3% nos ultimos dez anos. No entanto, verificam-se diferengas importantes entre as regides
guanto a essa tendéncia, nas regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste observa-se tendéncia

de queda, enquanto na regifo Norte, observa-se elevacio®®.
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3.4. Diagnostico

A resposta imune humoral é a base racional para o desenvolvimento de testes laboratoriais que

classificam a infeccdo em recente ou cronica®*?.

O avango tecnoldgico levou a modificagdes na forma de diagnostico do HIV. A primeira geracdo
de ensaios para o diagndstico da infeccdo pelo HIV surgiu em 1985. Esses ensaios empregavam
antigenos virais obtidos a partir da lise viral em cultura de células. A deteccdo de anticorpos era
baseada na metodologia denominada ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireto®®.

Em 1986, o diagnostico laboratorial comegou a ser realizado no Brasil®.

A técnica de ELISA é um imunoensaio enzimatico onde antigenos sdo aderidos a superficie de
uma fase solida. Esta aderéncia é uma adsorcdo inespecifica ou uma ligacdo quimica que facilita
a separacao dos reagentes marcados ligados ou livres. A amostra entdo é adicionada e caso haja
anticorpos contra 0s antigenos pesquisados, estes se ligam a fase sélida. Apo6s lavagem da
microplaca, um anticorpo marcado com enzima (conjugado) é adicionado formando um complexo
“sanduiche”. Os anticorpos ndo ligados sdo retirados por meio de lavagem e adiciona-se um
substrato enzimatico** (cromégeno e perdxido de hidrogénio-H202) que produzira cor e esta sera
medida por um espectrofotdmetro®. Os resultados sdo determinados pela leitura da densidade
Optica obtida no final do ensaio. Cada conjunto diagnostico indica como calcular o ponto de corte
(cut-off), a partir do qual as reacdes sdo interpretadas como reagentes, ndo reagentes ou

indeterminadas?.

Nos ensaios de primeira geracdo o conjugado é constituido por um anticorpo anti-lgG humana e
os antigenos da fase sélida sao originados de um lisado viral de HIV, obtidos a partir de cultura do
HIV em linhagens celulares humanas. Entretanto, as diferentes proteinas virais ndo sdo obtidas
com a mesma eficiéncia e algumas sofrem degradacdo. Além disso, proteinas de origem celular e
outras impurezas, provenientes do meio de cultura, também podem estar presentes na preparacao
antigénica final. Essas caracteristicas tornam o ensaio pouco especifico e, pelo fato de detectarem
apenas IgG, também sdo menos sensiveis do que os ensaios de geracdes posteriores. Em média, a

janela de soroconversio dos ensaios de primeira geracio € de seis a oito semanas®.

A segunda geracéo de ensaios, que empregava 0 mesmo formato indireto da primeira geragéo,
surgiu em 1987. A diferenca entre essas duas geracgdes foi a utilizacdo de proteinas recombinantes
e peptideos sintéticos originados de regides especificas de proteinas do virus. A introducdo de

antigenos recombinantes aumentou a sensibilidade e a especificidade dos ensaios*’. Essa evolugio
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dos testes sO foi possivel devido ao conhecimento de que existem regifes antigénicas em
determinadas proteinas do HIV — epitopos imunodominantes — que sdo alvos preferenciais da
resposta imune humoral. Quanto maior a quantidade de epitopos imunodominantes no ensaio, mais
sensivel esse ensaio se torna®. Em média, a janela de soroconversio dos ensaios de segunda

geracdo é de 28 a 30 dias®.

No inicio da década de 1990, o problema da variabilidade do HIV tornou-se evidente. Surgiram
entdo, em 1994, os ensaios de terceira geracao que passaram a utilizar outro formato denominado
ELISA sanduiche ou imunométrico®®. A caracteristica destes ensaios é utilizar antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos tanto na fase sélida quanto sob a forma de conjugado, assim
como todos os anticorpos possuem mais de um sitios de ligacdo ao antigeno, um desses sitios liga-
se a0 antigeno adsorvido a fase solida e o outro a antigenos solGveis conjugados & enzima®. Devido
a isso, todas as classes de anticorpos anti-HIV (1gG, IgM, IgA ou IgE) passaram a ser
detectadas®*34°, além disso foram incluidos antigenos para o HIV-2, com o objetivo de possibilitar
o reconhecimento de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2, e novos antigenos do HIV-1, dos grupos
M, N e O, Os ensaios de terceira geragdo reduziram o periodo de janela imunolégica para de 22
a 25 dias®.

Os ensaios de quarta geracdo, ou mistos, surgiram em 1997%. Estes apresentam as mesmas
caracteristicas dos ensaios da geracdo anterior, mas sdo capazes de detectar, além de anticorpos
anti-HIV, o antigeno p24 numa mesma reacdo>%’. O componente de detec¢do do antigeno p24 é
constituido por um anticorpo monoclonal na fase sélida (para capturar o antigeno p24 presente na
amostra) e de um conjugado enzimatico constituido por um anticorpo poliespecifico contra a

proteina p24. A janela diagndstica destes é de aproximadamente 15 dias®.

Outros imunoensaios foram desenvolvidos utilizando outros tipos de marcadores. O ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay) tem o mesmo principio do ELISA, mas utiliza um substrato
fluorométrico ao invés do colorimétrico®, o que o torna mais sensivel**. Os imunoensaios
quimioluminescentes (do inglés, chemiluminescence immuno assay — CLIA) e
eletroquimioluminescentes (do inglés, electrochemiluminescence immuno assay — ECLIA) tém
vantagens em relacdo aos testes de ELISA, uma vez que sdo passiveis de automagdo completa,
com sensibilidade e especificidade equivalentes®*. A quimioluminescéncia é a emissdo de luz
produzida em uma reacdo quimica, neste tipo de imunoensaio uma molécula quimioluminescente

¢ utilizada como marcador para detectar e quantificar as reacdes imunoldgicas. Ja a
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eletroquimioluminescéncia é a quimioluminescéncia produzida eletricamente, por precursores

estaveis, na superficie de um eletrodo®.

Os testes rapidos (TR) sdo imunoensaios cromatograficos ou ensaios imunocromatograficos que
empregam combinacdo de proteinas do HIV marcadas, conjugadas a ouro coloidal ou selénio e
antigenos de HIV ndo marcados fixados em uma membrana ou tira de reacdo. A amostra do
paciente é aplicada em local designado, o que propicia o fluxo de componentes da amostra ao
longo datira. Caso haja anticorpos anti-HIV na amostra, estes se ligam, inicialmente, aos antigenos
do HIV marcados. O complexo anticorpos anti-HIV/antigenos marcados continua a migrar pela
tira e é capturado pelos antigenos de HIV ndo marcados, fixados na membrana, produzindo uma

linha colorida, visivel a olho nu*>*3,

Os imunoensaios descritos acima séo classificados como testes de triagem, e mesmo sendo
sensiveis e especificos podem apresentar resultados falso-positivos. Diante disso, testes
complementares ou confirmatorios foram desenvolvidos®, sendo mais especificos que os testes de
triagem mas igualmente sensiveis. Estes utilizam diferentes formatos e principios, séo eles:
Western blot (WB), imunofluorescéncia indireta (IFI), Imunoblot (IB) ou imunoensaios em linha
LIA (Line Immuno Assay), incluindo o Imunoblot Rapido (IBR), e o diagndstico por deteccédo

direta dos &cidos nucléicos do HIV (testes moleculares)®1112:13.37,

O teste de WB envolve o uso de tiras de membrana de nitrocelulose contendo proteinas nativas do
HIV, que foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida®3"4%. As proteinas p17, p24,
p31, gp4l, p51, p55, p66, gpl20 e gpl60 do virus, obtidas em cultura de linhagem celular ou
sinteticamente, sdo separadas de acordo com seu peso molecular por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A transferéncia para uma membrana de nitrocelulose permite a reagéo entre os
antigenos fixados na membrana e 0s anticorpos presentes no soro ou plasma de individuos
infectados®’. Os anticorpos presentes na amostra ligam-se especificamente as proteinas nas tiras
de WB e o imunocomplexo formado é detectado por anti-imunoglobulinas humanas, conjugadas
a uma enzima, seguido da adi¢cdo de um substrato, que gera um produto colorido (uma banda). O
WB ¢ de custo elevado e requer interpretacéo subjetiva para estabelecer um diagndstico com base
em um padrdo de reatividade definido®*!. O padrdo minimo aceitavel de interpretacdo do WB
como reagente (presenca de bandas) é a reatividade em pelo menos duas das seguintes proteinas:
p24; gp4l; gp120/gp1603374146 A janela imunoldgica de deteccio do virus por WB ¢ de

aproximadamente 30 dias®’.
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O imunoblot é um teste igual ao WB, diferindo deste apenas quanto a obtencao das proteinas virais,

nesse caso, recombinantes e fixadas diretamente sobre a tira reagente®.

A deteccdo direta de componentes do virus (antigeno p24, RNA ou DNA proé-viral) desempenha
um papel importante quando a deteccdo de anticorpos ndo € possivel®!3, Sdo especialmente Uteis
para o diagnostico em criancas com idade inferior a 18 meses e na infecgdo aguda em adultos®*®
37 Além de permitir estabelecer o estagio da infeccdo viral e o risco de evolugdo a AIDS, permite
indicar o inicio da terapia antirretroviral e monitorar a resposta a terapia®’. Dependendo da fase da
infeccdo, o HIV pode ser encontrado principalmente como DNA pré-viral em células infectadas
ou como RNA no sangue, como componente da particula viral livre ou RNA intracelular. Existem
testes comerciais que detectam o DNA (qualitativo) e o RNA (qualitativo ou quantitativo). A
deteccdo de infeccdo aguda por testes de amplificacao de acidos nucleicos (do inglés, nuclieic acid
amplification tests - NAT) é principalmente utilizada na triagem de doadores de sangue, com o

objetivo de aumentar a seguranca do sangue e de hemoderivados®®,

Outra aplicacdo importante para os testes moleculares € o diagnostico precoce da infecgdo pelo
HIV em criangas com exposicdo perinatal. Criancas nascidas de mées soropositivas adquirem
anticorpos anti-HIV passivamente inutilizando assim 0s ensaios baseados em anticorpos para

confirmar ou descartar a infeccdo pelo HIV?,

Um estudo de Fiebig et al (2003)!! classificou as etapas laboratoriais para diagndstico da infecgéo
do HIV-1 de acordo com as caracteristicas cinéticas dos marcadores laboratoriais do HIV. Séo

elas:

1. Apenas ensaio de RNA reativo;

2. Ensaios de RNA e de antigeno p-24 do HIV-1 reativos, anticorpos imunoenzimaticos (do
inglés, enzimatic immuno assay - EIA) néo reativos;

3. Ensaio de RNA, de antigeno p-24 do HIV-1 e testes sensiveis a anticorpos IgM-EIA
reativos, mas testes de Western Blot (WB) sem bandas especificas;

4. Como na etapa 3, mas o padrdo WB indeterminado (presenca de bandas especificas mas
que ndo cumprem os critérios interpretativos para reatividade de WB definidos pelo Food and
Drug Administration (FDA), como reatividade para duas das trés faixas seguintes: p24, gp41,
gp120/160);

5. Como na etapa 4, mas o padrdo WB reativo, exceto pela auséncia da banda p31;

6. Como na etapa 5, mas o padréo de reatividade WB completo, incluindo a banda p31.
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A partir da fase 6, um individuo infectado mantera RNA viral e anticorpos anti-HIV detectaveis,
mas com antigenemia p24 negativa, embora esta proteina possa reaparecer na fase terminal da

doencal?. Este padrdo permanecera por toda a vida do individuo infectado'!(Figura 6 e Tabela 2).
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Figura 6 - Cinética dos marcadores laboratoriais. Fonte: McMichael®® modificado, 2010

Ap0s a transmissao do virus, hd um periodo de aproximadamente dez dias, denominado de janela
imunoldgica (ou eclipse), que antecede a deteccio do acido ribonucleico (RNA) viral no plasma®.
De acordo com Fiebig et al'! e Vetter et al*®, os primeiros marcadores virais detectaveis no soro
ou plasma do paciente sdo de RNA viral e a proteina p24 (proteina do core viral), em uma média
de nove e dezesseis dias apos a infeccdo, respectivamente. Os anticorpos contra 0s componentes
virais sdo detectaveis, em média, apenas de 22 dias apds a infeccdo em diante*®.

Tabela 2 — Classificacdo de Fiebig para diagnéstico da infeccdo do HIV-1 1147

Estagio Marcador Intervalo de confianga 95%
da (dias)
infeccdo RNA  Antigeno p24  IE* Western Blot  Individual Cumulativo
0 - - - - 10 (7-21) 10
I + - - - 5(3-8) 15
1 + + - - 5 (4-8) 20
i + + + - 3 (2-5) 23
v + +/- + Indeterminado 6 (4-8) 29
\% + +/- + + (sem p31) 70 (40-122) 99
Vi + +/- + + Sem limite de  Sem limite de
deteccdo deteccao

*Imunoensaios enzimaticos (IE) de terceira ou quarta geracdo
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A partir do conhecimento gerado ao longo das trés décadas sobre o HIV, o Ministério da Saude®®,
conforme descrito anteriormente, publicou em 17 de dezembro de 2013 a Portaria de n° 29 a qual
discorre sobre estratégias de testagem que visam melhorar a qualidade do diagndstico e fornecer
uma base racional para assegurar que o diagndstico seja preciso e concluido em tempo habil,
priorizando a utilizacdo dos testes rapidos no diagnostico da infec¢do. Os fluxogramas das etapas
laboratoriais para diagnostico da infeccdo priméaria do HIV-1 foram baseados na classificacdo de
Fiebig et al (2003)*".

3.5. Testes Rapidos (TR)

Os Testes Rapidos (TR), também conhecidos como testes laboratoriais remotos (TLR) do inglés
point-of-care testing (POCT)*, sdo ideais para fornecer resultados no mesmo dia em uma
variedade de situagdes e locais, podendo ser utilizados fora do ambiente de laboratério por pessoal
capacitado®®, permitindo ampliar o acesso ao diagndstico em comunidades carentes de

laborat6rio®.

Diferentemente dos testes de triagem, como 0s imunoensaios enzimaticos, e 0s testes
confirmatdrios, como o teste de WB, que sdo procedimentos relativamente lentos, trabalhosos e
dependentes de laboratdrios bem equipados e profissionais treinados®, estes ensaios tém como
caracteristica o baixo custo, a agilidade no resultado e o baixo grau de complexidade**¢, Em sua
maioria, sdo kits pequenos e portateis utilizados para uso diagnostico de diversos tipos de analises,
como por exemplo: glicose, coagulagdo, hormdnios, agentes de doencas infecciosas, pH, gases
sanguineos, marcadores cardiacos, alergia, drogas, entre outros. Podem ser de uso Unico ou
multiplo, utilizam diferentes principios analiticos*! e podem ser realizados em até 30 minutos®. A
sua forma de apresentacdo € varidvel, sendo as tiras a mais comum, além delas, tubos, cartfes,
cartuchos ou cassetes sdo outros kits utilizados, na maioria dos casos, estes kits sdo de fécil

operagao e leitura®®.

Segundo Andriolo et al*® os métodos enzimaticos para diagnostico rapido foram desenvolvidos em
meados do século XX, a principio para detecgéo de glicose em papel filtro*®, a0 mesmo tempo em
que os métodos imunoensaios passaram a ser comercializados para o diagnostico da gravidez,
através da deteccdo da gonadotrofina coriénica humana (HCG) em urina, descritos em 197248, Ao
longo do tempo as técnicas foram sendo adaptadas e melhoradas para auxiliar o diagndstico de

doencas.
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Os primeiros relatos sobre os TR para o diagnéstico do HIV mostraram o uso dos mesmos
componentes utilizados em imunoensaios, embora, nos TR, o anticorpo/antigeno seja revestido
sobre uma tira de papel cromatografico*®. Ao fazer isso, a tecnologia juntou o principio
cromatografico ao principio imunoldgico*®. Atualmente, as tiras reagentes sio impregnadas de
indicadores quimicos, e a reagcdo ocorre em uma area especifica, os Kits sdo otimizados para

acelerar a interagdo antigeno/anticorpo®.

Existem diversos TRs disponiveis para o diagnostico do HIV, que utilizam diferentes
metodologias (fase sélida, imunoensaio enzimatico, dot-blot, biossensores, etc.) e antigenos
(antigeno do HIV-1 e HIV-2; peptideos sintéticos ou antigenos recombinantes; proteinas p24,
gp41, gp120, gp160 /ou gp36)*® . Estes podem ser realizados com fluido oral, soro, plasma ou
sangue total (0 que permite o uso de amostras obtidas por puncio digital)**>°. Destinam-se, em
sua maioria, a detecgdo de anticorpos anti-HIV 1 e 2*%° e sdo primariamente recomendados para

triagem presencial®®.

Os formatos mais frequentemente utilizados para o diagnostico do HIV sdo: kits (ou tiras) de
imunocromatografia (ou fluxo lateral), imunocromatografia de dupla migracdo (do inglés, Dual

Path Platform - DPP) e kits de imunoconcentragio® 4°.

Os kits de ensaios imunocromatograficos empregam a combinacéo de proteinas do HIV marcadas,
conjugadas a ouro coloidal ou selénio e antigenos de HIV ndo marcados fixados em uma
membrana ou tira de reacdo. A amostra do paciente é aplicada em local designado, algumas vezes
seguida de tampdo de corrida, que propicia o fluxo de componentes da amostra ao longo da tira.
Caso haja anticorpos anti-HIV na amostra, estes se ligam, inicialmente, aos antigenos do HIV
marcados. O complexo anticorpos anti-HIV/antigenos marcados continua a migrar pela tira e é
capturado pelos antigenos de HIV ndo marcados, fixados na membrana, produzindo uma linha
colorida, visivel a olho nu. Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana,
produzindo uma linha colorida na area de controle, demonstrando o funcionamento adequado do
sistema*t*243, A figura 7 mostra o funcionamento dos ensaios imunocromatograficos de fluxo
lateral de um teste rapido para deteccdo de Treponema pallidum, de funcionamento igual ao TR
para deteccdo do HIV.
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AREA DE AREA DE CONJUGADO AMOSTRA +
CONTROLE TESTE SOLUGAD DRUENTE CONJUGADO

@® —> Ouro coloidal
A-—> Antigeno T. pallidum
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—> Solugdo diluente

~——————3 Amostra com anticorpos anti-T. pallidum
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1 1 ?li‘( xx“ /—> Membrana nitrocelulose

Figura 7 — Ensaio imunocromatografico de fluxo lateral. Fonte: Cobra et al**, 2016

Os ensaios imunocromatograficos de dupla migracdo (DPP) apresentam caminhos de migracdo
independente para a amostra e conjugado, portanto oferecem vantagens significativas sobre um
unico caminho de fluxo lateral. Dentre as vantagens podemos destacar a capacidade de detectar
maultiplos analitos num dnico kit, executar uma variedade de tipos de amostras, e oferecer maior
sensibilidade e especificidade®? >3, Estes ensaios utilizam a combinac&o de uma proteina de ligacio
especifica do anticorpo, que é conjugado com particulas de ouro coloidal, e antigenos HIV 1/2,
que estdo ligados a fase sélida membrana®. A amostra é aplicada no poco especifico e logo em
seguida deve-se aplicar um tampao (de amostra), seguido de uma breve incubacao para maximizar
a eficiéncia de ligacdo antigeno/anticorpo®. Apds migracio para a tira teste, adiciona-se outro
tampado (de corrida), no pogo de tampdo, que fara com que o conjugado (proteina A) chegue até o
complexo antigeno/anticorpo. Esta abordagem sequencial se assemelha ao processo tradicional

dos ensaios de ELISA e minimiza o potencial do pr6-zona, ou efeito "gancho"52%354,

Em uma amostra reativa, 0 conjugado é capturado na area de teste, produzindo uma linha rosa /
roxa, na auséncia de anticorpos anti-HIV, ndo existe esta linha. Amostra e conjugado continuam
migrando ao longo da tira para criar uma linha rosa/roxa na area de controle que contém anticorpos

contra o antigeno®>°2. Este controle serve para validar o teste®>®3 (Figura 8).
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Figura 8 — Teste rapido DPP. Fonte: Brasil3, 2013

Os kits de imunoconcentragdo ou flow-through possuem antigenos covalentemente ligados a uma
matriz porosa, quando a amostra é colocada sobre a membrana, os anticorpos presentes ligam-se
a estes antigenos formando um complexo*'-%¢. Em seguida, € adicionado o conjugado (proteina A)
gue se ligara ao complexo antigeno/anticorpo, a concentracdo do ouro coloidal permitirad a
visualizacdo de um ponto colorido. A reacédo sera vélida se houver o aparecimento de um circulo
colorido na &rea de controle (Figuras 9 e 10).

‘—— Amostra / . C
i | 3
i Membrana de nitrocelulose ou e T
ndilon
Membrana absorvente
\\___/
Figura 9 - Esquema teste rapido flow-through. Figura 10 - Teste rapido flow-through.
Fonte: MedMira Laboratories Inc %, 2016 Fonte: Brasil®, 2016

Apesar de existirem varias marcas e metodologias de TR, até janeiro de 2017, o Food and Drug
Administration (FDA)>® recomenda apenas doze marcas para uso no diagndstico da infecgéo pelo

HIV nos Estados Unidos. Destes, quatro podem ser realizados com fluido oral (Tabela 3).

42



Tabela 3 — Testes rapidos aprovados pelo FDA, em Janeiro de 2017

TESTE

FABRICANTE

Alere Determine HIV 1 e 2

Chembio DPP® HIV 1/2 Assay

HIV 1/2 STAT-PAK ASSAY

Home Access HIV-1 Test System

INSTI HIV-1/HIV-2 Antibody Test

Multispot HIV-1/HIV-2 Rapid Test

OraQuick ADVANCE Rapid HIV-1/2
Antibody Test

OraQuick In-Home HIV Test

OraSure HIV-1 Oral Specimen Collection
Device

Reveal Rapid HIV-1 Antibody Test

SURE CHECK HIV 1/2 ASSAY

Uni-Gold™ Recombigen® HIV-1/2

Alere Scarborough, Inc. - Scarborough, ME, Estados
Unidos

Chembio Diagnostic Systems — Medford, NY, Estados
Unidos

Chembio Diagnostic Systems — Medford, NY, Estados
Unidos

Home Access Health Corp. -Hoffman Estates, IL, Estados
Unidos

bioLytical Laboratories Inc. - British Columbia, Canada
Bio-Rad Laboratories— Redmond, WA, Estados Unidos
OraSure Technologies — Bethlehem, PA, Estados Unidos

OraSure Technologies — Bethlehem, PA, Estados Unidos
OraSure Technologies — Bethlehem, PA, Estados Unidos

MedMira Laboratories, Inc. - Halifax, Nova Scotia
Canada
Chembio Diagnostic Systems — Medford, NY, Estados
Unidos

Trinity Biotech - Jamestown, NY, Estados Unidos

No Brasil, até janeiro de 2017, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) licenciou

41 marcas, preconizadas pela Portaria 29 do Ministério da Saude3#® 5! (Tabela 4). Para serem

aprovados pela ANVISA, os ensaios devem ter uma sensibilidade de 99,5% ou superior e uma

especificidade de 99,0% ou superior quando comparado com teste de triagem de quarta geracao,

em combinacdo com teste confirmatorio®*; além do bom desempenho do ensaio operacional®.

As situacdes nas quais 0 Ministério da Salde®*” recomenda a utilizagdo dos TR sdo as mais

diversas, sendo elas:

e rede de servicos de saude sem infraestrutura laboratorial ou localizada em regides de

dificil acesso;
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e programas do Ministério da Saude, tais como Rede Cegonha, Programa de Salde da
Familia, Consultorio na Rua, Quero Fazer, dentre outros programas;

e centros de Testagem e Aconselhamento — CTA e Unidade de Testagem Movel,

e segmentos populacionais flutuantes;

e segmentos populacionais mais vulneraveis;

e parcerias de pessoas vivendo com HIV/AIDS;

e casos de acidentes bioldgicos ocupacionais;

e gestantes que ndo tenham sido testadas durante o pré-natal ou cuja idade gestacional ndo
assegure o recebimento do resultado dos outros testes antes do parto;

e parturientes e puérperas que ndo tenham sido testadas no pré-natal ou quando ndo é
conhecido o resultado do teste no momento do parto;

e abortamento espontaneo, independentemente da idade gestacional;

e laboratérios que realizam pequenas rotinas (rotinas com até 5 amostras diarias para
diagndstico da infeccdo pelo HIV);

e pessoas que sofreram violéncia sexual como prevencdo das DST/AIDS;

e Em pacientes atendidos em prontos-socorros;

e outras situac@es especiais definidas pelo Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais
(DDAHV) para acdes de vigilancia, prevencdo e controle das doencgas sexualmente

transmissiveis e da AIDS.

De acordo com o Manual Técnico para o Diagnostico da Infeccéo pelo HIV do Ministério da Saude
de 2016%, um Unico teste rapido ndo reagente é o suficiente para o diagnostico e nos casos de

amostras reagentes, deve ser realizado outro TR de marca diferente da primeira utilizada.
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Tabela 4 — Testes rapidos aprovados pela ANVISA, em Janeiro de 2017

TESTE FABRICANTE REGISTRO
Abbott Test Pack HIV-1/ HIV-2 Abbott GMBH — Alemanha 10055310065
Alere Determine HIV 1 e 2 Alere Medical Co., Ltd. — Japéo 10071770723
BD Chek HIV Multi-test Becton-Dickinson — Estados Unidos 10033430515
Determine HIV-1/2 - Teste Rapido Abbott Japan Co., Ltd — Japdo 10055310807
Double Check Gold HIV 1 & 2 Orgenics Ltd — Israel 10348680048
Double Check HIV 1 & 2 Orgenics Israel 10294880014
DPP® Rapid Test HIV 1/ 2 Labtest Diagnostica SA — Brasil 10009010335
DS Rapid Test HIV Labtest Diagnostica SA — Brasil 10009010324
Hema Strip HIV 1/ 2 Saliva Diag.Syst.- Singapura 10204440002
Hexagon HIV In Vitro Diagnostica Ltda — Brasil 10303460191
Hexagon HIV 1+2 Human GMBH — Alemanha 10302240011
HIV 1 & 2 Teste Rapido Core Diagnostics Limited - Reino Unido 10259610053
HIV1le?2 Katal Biotecnologica Industria E Comércio Ltda — Brasil 10377390219
HIV 1&2 Doles Reagentes E Equipamentos para Laboratorios Ltda — Brasil 10231810109
HIV 1/2 3.0 Strip Test Bioeasy Standard Diagnostics - Coréia do Sul 10374660068
HIV 1/2 HIV Rapid Test Acon Biotech (Hangzhou) Co Ltd — China 80191100080
HIV 1/2/0 Test Bioeasy Abon Biopharm Co. Ltd. — China 10071770811
HIV 1/2/0 Tri-line HIV Rapid Test Device Abon Biopharm (Hangzhou) Co Ltd. — China 10071770815
HIV 1+2 Premier Medical Corporation Ltd — india 80213250458
HIV Rapid Spod Whole Blood Zer Science Based Ind Ltda 10246310001
HIV Rapid-Check NDI - Universidade Federal do Espirito Santo- Brasil 80123410001
HIV Sav 1 & 2 Rapid Sero Test Savyon Diagnostics Ltd — Israel 10369460014
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Tabela 4 — Testes rapidos aprovados pela ANVISA, em Janeiro de 2017 (contimuacao)

TESTE FABRICANTE REGISTRO
HIV Test 1/ 2 Orangelife Comércio E Industria Ltda — Brasil 80535240026
HIV Test Biocon Dialab — Austria 80638720020
HIV Test Bioeasy Standard Diagnostic, Inc - Coréia Do Sul 10071770701
HIV Tri Line Quibasa Quimica Bésica Ltda — Brasil 10269360148
HIV-1/HIV-2 Teste Rapido Alamar Tecno Cientifica — Brasil 10252080014
HIV-EIC Gold Analisa Diagndstica Ltda — Brasil 80022230159
Imunocrom HIV 1/ 2 MBiolog Diagnosticos Ltda — Brasil 80047580174
Imunocrom HIV 1+2 Al de Diagnostic Co, Ltd — China 80348340008
Imuno-Rapido HIV 1&2 Wama Produtos Para Laboratorio Ltda — Brasil 10310030085
Medtest HIV Hangzhou Biotest Biotech Co., Ltd — China 80560310010
Orange Dipstick HIV 1/ 2 Orangelife Comércio E Industria Ltda — Brasil 80535240005
OraQuick ADVANCE® Rapid HIV-1/2 Antibody Test OraSure Technologies, Inc. — Estados Unidos 80686840002
Rapid Check HIV 1 E 2 NDI - Universidade Federal do Espirito Santo- Brasil 80123410003
Teste Rapido DPP Bio-Manguinhos HIV 1/ 2 Fundacdo Oswaldo Cruz — Brasil 80142170023
Teste Rapido Hiv-1/2 Bio Manguinhos Fundacdo Oswaldo Cruz — Brasil 80142170019
Toyo HIV 1/ 2 Cassette Test Kit Turklab Tibbi Malzemeler San. Tic. A.S. — Turquia 80721060026
Uni-Gold™ HIV Trinity Biotech plc — Irlanda 80042910020
Vikia HIV-1/2 bioMerieux — Franca 10158120602
WL Check HIV 1+2 Wiener Laboratérios S.A.1.C. — Argentina 10268590307
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Reacdes cruzadas em TR para outros agentes ndo-HIV também podem acontecer de forma
imprevisivel e sdo susceptiveis as variagdes de prevaléncia de outras doengas entre populagdes
diferentes. As alteracdes na especificidade tém sido mais comumente atribuidas a exposicao a
agentes infecciosos Unicos para cada regido, como a maldria, esquistossomose, entre outros®:2,
Como consequéncia, Klarkowski et al.%? propuzeram inclusdo de um teste de confirmagéo para
todos os pacientes com resultados positivos e indeterminados, permitindo um desfecho final mais

preciso quanto ao estado sorolégico dos pacientes.

Para Masciotra et al.%, os TRs aumentaram o diagndstico precoce do HIV e o encaminhamento
para cuidados é uma estratégia para reduzir a transmissdo do HIV de individuos com maior
viremia, porém alguns testes atuais aprovados pela FDA e ANVISA ndo conseguem detectar

algum infeccBes precoces do HIV, mesmo quando os anticorpos deveriam estar presentes.

Por ser uma portaria recente, a literatura é carente de trabalhos que comparem e validem os testes
rapidos disponiveis no Brasil entre si. Tambeém h& discordancia a respeito da sensibilidade e
especificidade das diferentes marcas de TR disponiveis pela ANVISA para uso na rotina

assistencial.
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4. METODOLOGIA

4.1. Etica

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de
Minas Gerais (parecer CAAE 47246115.6.0000.5149 — ANEXO 1) e pela Geréncia de Ensino e
Pesquisa do Hospital das Clinicas da UFMG (ANEXO 2).

4.2. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, analitico e de concordancia, onde foi avaliado o desempenho
analitico de oito diferentes kits comerciais de TR para detecgéo da infeccdo pelo HIV, em amostra

de soro humano com padréo soroldgico previamente definido.
Os kits utilizados foram:

1. Alere Determine HIV 1 e 2 (Figura 11)
e Fabricante: Alere Medical- Japao
e Lote: 73530K001A
o Validade: 20/06/2017
e Registro ANVISA: 10071770723

Figura 9 — Alere Determine HIV 1e 2
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2. DPP Rapid Test HIV 1/2 (Figura 12)
e Fabricante: Labtest — Brasil
e Lote: 6001
e Validade: 25/02/2017
e Registro ANVISA: 10009010335

Figura 10 — DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest)

3. DS Rapid Test HIV (Figura 13)
e Fabricante: Labtest — Brasil
e Lote: 6001
e Validade: 03/03/2017
e Registro ANVISA: 10009010324

Figura 11 — DS Rapid Test HIV (Labtest)
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4. Imunocrom HIV 1/2 (Figura 14)
e Fabricante: MBiolog Diagndstico — Brasil
e Lote: 1A15
e Validade: 31/05/2016
e Registro ANVISA: 80047580174

Figura 12 — Imunocrom HIV 1/2 (Mbiolog)

5. Imuno-réapido HIV 1&2 (Figura 15)
e Fabricante: Wama Produtos Para Laboratorio Ltda - Brasil
e Lote: 15F090B
e Validade: 31/01/2017
e Registro ANVISA: 10310030085

W
=K

DIAGNOSTICA

Figura 13 — Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama)

50



6. Interkit HIV 1 e 2 (Figura 16)
e Fabricante: Katal Biotecnoldgica — Brasil
e Lote: 3006/16 000001
e Validade: 23/05/2018
e Registro ANVISA: 10377390219

HIVie2

Figura 14 — Interkit HIV 1 e 2 (Katal)

7. HIV 1/2/0 Tri-line (Figura 17)
e Fabricante: Abon Biopharm (Hangzhou) Co Ltda.— China
e Lote: HIV5010019
e Validade: 31/12/2016
e Registro ANVISA: 10071770815

Figura 15— HIV 1/2/O Tri-line (Abon)
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8. HIV Test Bioeasy (Figura 18)

Fabricante: Standard Diagnostic — Corea do Sul
Lote: 03AD14035A

Validade: 04/12/2016

Registro ANVISA: 10071770701

Figura 16 — HIV Test Bioeasy (Bioeasy®)

Também foi feita cotagdo do custo unitério dos kits, diretamente com os fabricantes. Os valores
foram apresentados em reais e em doélares, considerando o cdmbio $1.00 = R$3,1819 (cotac¢do do
dia 20/01/2017).

Foram convocados representantes de todas as empresas que ja tinham aprovagdo da ANVISA para
comercializacdo do TR para HIV em territorio nacional. O contato foi feito diretamente com o0s
fornecedores e formalizado por carta. Concordaram em participar da pesquisa seis empresas,
totalizando oito diferentes TR.

O critério de inclusdo dos oito kits de TR avaliados no presente estudo se baseou na aceitagdo
voluntaria dessas empresas em participar da pesquisa. Nenhum kit foi adquirido com recursos
financeiros. Todos os oito kits foram recebidos via doa¢do. Nao houve conflito de interesse entre
pesquisadores e as empresas.
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4.3. Amostras

Foram utilizadas amostras provenientes de individuos acima de 18 meses de idade, de ambos 0s
sexos, que realizaram os testes sorologicos para deteccdo da infeccdo pelo HIV na rotina

assistencial do Instituto Hermes Pardini (IHP).

Foram utilizadas 228 amostras de soro humano definidas como reagentes (n=100), ndo reagentes
(n=100) e indeterminadas (n=28) para o0 HIV, de acordo com o fluxograma de nimero 6, descrito
na Portaria 29 de 17 de dezembro de 2013 do Ministério da Saide® - Manual Técnico para o
Diagndstico da Infecgdo pelo HIV4. As amostras reagentes foram utilizadas para calculo de
sensibilidade e as ndo reagentes, para especificidade.

Todas as amostras foram oriundas das sorotecas do IHP e foram separadas no momento do seu
descarte, decorridos 75 dias apds a Gltima analise realizada no IHP, por um periodo de dois anos.
Elas foram conservadas sob refrigeracdo a -20°C, até o momento da realizagdo dos testes
laboratoriais da presente pesquisa. As amostras foram aliquotadas em eppendorfs contendo 100
uL de soro cada. Foi utilizada uma aliquota para cada kit. Foram excluidas amostras cujo volume

de soro foi inferior a 1.000 pl.

As amostras foram escolhidas aleatoriamente e foram incluidas aquelas que preenchiam os
critérios definidos pelo trabalho: idade acima de 18 meses, de ambos 0s sexos, com resultados
prévios sabidamente conhecidos.

Foram consideradas reagentes as amostras que obtiverem resultados acima do valor de corte (1,00)
da metodologia de triagem (eletroquimioluminescéncia - HIV Combi - Antigeno do HIV-1 e
anticorpos totais anti-HIV-1 e anti-HIV-2 - Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) e no WB
(New Lav Blot I, BioRad, Marnes la Coquette, Franca) a presenca de pelo menos uma das
combinacg6es das bandas: p24; gp41; gp120/gp160, conforme o fluxograma numero 6 da Portaria
29 de 17 de dezembro de 2013°.

Foram consideradas ndo reagentes as amostras que obtiverem resultados abaixo do valor de corte

da metodologia de triagem (ECLIA < 1,0) e auséncia de bandas no WB.

Foram consideradas indeterminadas as amostras que obtiverem resultado acima do valor de corte
na metodologia de triagem (ECLIA > 1,0) e presenca de bandas que ndo as combinages: p24,
gp42, gp120/160 no WB.
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4.4. Processamento das amostras

Cada amostra foi aliquotada em 10 frascos de eppendorf, contendo 100uL cada.

Os testes foram realizados no Laboratorio Multiusuario do Departamento de Propedéutica

Complementar da Faculdade de Medicina da UFMG, pelos pesquisadores e colaboradores. Foram

descongeladas bateladas de 100 amostras por dia, sendo estas executadas em dois testes rapidos

de marcas distintas.

O processamento das amostras ocorreu conforme a descricdo exata dos procedimentos informados
na bula por cada fabricante (ANEXO 3).

1) Alere Determine HIV 1 e 2 (Alere)™:

2)

a)
b)

c)

Remover a cobertura protetora de lamina metalica de cada teste;
Aplicar 50 uL de amostra (soro, plasma ou sangue) na almofada absorvente de amostra
(marcado por simbolos de seta);

Caso a amostra seja sangue, um minuto aplicar uma gota da solucéo tampéo;

Aguardar no minimo 20 minutos (até 30 minutos) e ler o resultado.

DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest)’:

a)

b)

d)

f)

Dispense 10 uL da amostra (soro, plasma, sangue ou fluido oral) no frasco contendo
Diluente de amostra e homogeneize.
Caso a amostra seja fluido oral, introduza a Haste coletora — Swab no frasco contendo
Diluente de amostra, dobre a haste até que ela se quebre, tampe o frasco e homogeneize.
Identificar com informagdes do paciente a placa de reacédo a ser utilizada.
Remova a tampa preta do frasco com Diluente de amostra, posicione o frasco
perpendicularmente a placa e dispense duas gotas do diluente de amostra + amostra no
poco 1. Permita que cada gota seja completamente absorvida antes da adi¢do da préxima.
Aguarde 5 minutos e verifique se as linhas azul (linha teste) e verde (linha controle)
desapareceram.
Aplique 4 gotas do tampéo de corrida na posicéo 2;
Realize a leitura dos resultados entre 10 e 25 minutos apds adi¢do do tampao de corrida.
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3) DS Rapid Test HIV (Labtest):

4)

5)

a)

b)

f)

Destacar a quantidade de suportes para Tira de reacdo que serdo utilizados e identifica-los
com informacdes do paciente;

Retirar do frasco de armazenamento a quantidade de tiras de reacdo que serdo utilizadas.
Evitar contato com a membrana de nitrocelulose e regido de aplicacdo da amostra. Fechar
o frasco imediatamente apds retirar as tiras;

Remover os protetores do adesivo no verso da tira de reacéo e cola-la no suporte;

Pipetar 5 uLL de amostra (soro, plasma ou sangue) no local destinado a aplicacdo da amostra
(identificado pelas setas na tira e pela letra S no suporte);

Logo em seguida, adicione 3 gotas do tampéo de corrida no local de aplicacdo de amostra
(S). Espere que cada gota seja completamente absorvida para aplicacdo da proxima. Caso
o liquido nao se mova pela membrana em 2 minutos, aplicar uma gota adicional do tampé&o
de corrida;

Realizar a leitura dos resultados entre 15 e 20 minutos apds a adicdo do tampdo de corrida.

N&o realizar a leitura ap6s 20 minutos.

Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog)’®:

a)
b)
c)
d)
e)

Abrir o sache e remover o Kit de reacéo;

Identificar o paciente no kit de reacao;

Pipetar 10 uL. de amostra (soro, plasma ou sangue total) na cavidade Teste do kit de reacao;
Dispensar 2 gotas da solucéo diluente na mesma cavidade;

Aguardar 10 a 15 minutos para leitura dos kits. Nao interpretar ap0s este periodo.

Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagndtica)’”:

a)
b)
c)
d)

Retirar a placa-teste do envelope laminado;

Pipetar 10 uL de amostra (soro, plasma ou sangue) na cavidade da amostra na placa-teste;
Dispensar 3 gotas da solucdo diluente na cavidade da amostra na placa-teste;

Fazer a leitura dos resultados entre 10 e 15 minutos. N&o considerar resultados lidos apos

20 minutos.
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6) Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal)’®:

3)
b)

c)

d)

f)

Abra a embalagem e remova o kit de teste colocando-o sobre uma superficie plana e limpa.
Identificar o kit com o nimero e ou home do paciente.

Aplicar com a micropipeta 20 pL de sangue total, soro ou plasma na cavidade destinada a
amostra. Para melhor preciséo, utilizar uma pipeta graduada de 20 pL. Certificar que ndo
ha bolhas de ar.

Em seguida, adicionar, imediatamente, 2 gotas (cerca de 60-80puL) de diluente de amostras,
na mesma cavidade

Cronometrar o tempo.

Os resultados devem ser lidos em 15 minutos. Resultados positivos podem ser observados
com 1 minuto. Ndo ler o resultado apds 20 minutos, para evitar resultados imprecisos.

Descartar o kit de teste ap0s interpretar o resultado.

7) HIV 1/2/0 Tri-line (Abon)™:

8)

a)
b)

c)

d)

Remover o kit e a solucdo tampao da embalagem;

Dispensar a amostra de sangue, soro ou plasma (25uL) no pogo da amostra (S) do kit teste;
Acrescente 1 gota (se amostra for soro ou plasma) ou 2 gotas (se amostra for sangue) da
solucdo tampdo também no pogo da amostra (S);

Aguarde 10 minutos para que as linhas coloridas aparecam. N&o interprete os resultados

apos 20 minutos.

HIV Test Bioeasy (Bioeasy)?:

a)
b)

c)

d)

Remover o kit da embalagem.

Dispensar 10 pL de plasma ou soro (ou 20 pL de sangue) na cavidade de amostra (S);
Imediatamente ap6s a colocacdo da amostra, adicionar 4 gotas do diluente de ensaio na
mesma cavidade de amostra (S);

Observar no inicio da reacdo uma cor roxa em toda janela de resultado;

Interpretar o resultado entre 10 e 20 minutos. N&o interpretar antes de 10 minutos ou depois

de 20 minutos.
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4.5. Qualidade das informac0es das instrucdes de uso

A RDC n° 185/2001, é norma regulamenta o registro, cadastramento, alteracdo, revalidagéo e
cancelamento do registro de produtos medicos, e determina informagdes minimas que devem estar
presentes nas instrucoes de uso de produtos médicos. O presente trabalho avaliou da qualidade das
informacgdes apresentadas nas instrucdes de uso - disponibilizadas na integra no ANEXO 3. A
analise das informacdes foi conduzida por um Unico pesquisador, apés discussdo por toda a equipe

dos critérios e itens a serem pesquisados.

Nessa analise, foram avaliados a presenta e grau de compreensdo das seguintes informacgoes:
a) Dados clinicos (informacgdes gerais sobre a infeccdo do HIV);
b) Apresentagdo do Kit;
c) Principio do Método;
d) Anticorpos e/ou antigenos detectaveis;
e) Fase sélida utilizada;
f) Interferentes analiticos e pré-analiticos;
g) Limitagdes do teste;
h) Acurécia (sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e precisao;
i) Temperatura de armazenamento;
j) Natureza e volume da amostra;
k) Forma de coleta e descarte das amostras;
I) Procedimentos de execucédo do teste (passo a passo);
m) Tempo de leitura;
n) Interpretacdo dos resultados;
0) llustracdes dos procedimentos de execucdo e interpretacéo;
p) Dados do Fabricante e Importacéo;
q) Referéncias bibliogréficas;
r) Clareza/compreensdo das informacdes;

s) Idioma da bula (portugués e outros).

Os resultados foram compilados em tabelas.

4.6. Qualidade do padrao de leitura das bandas dos TR

Em relagdo a qualidade do padrdo de leitura dos dispositivos, os testes foram classificados

inicialmente como reagentes ou ndo reagentes, de acordo com a presenga ou auséncia de banda na
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area do teste. Foram considerados reagentes os resultados que apresentaram formacao de banda de

coloragdo visivel, mesmo nos casos onde a intensidade desta coloragéo foi minima.

Apenas visando comparar a qualidade do padréo de leitura dos dispositivos, foi feita a seguinte
classificacdo dos resultados:

- N&o reagentes: ndo se observou formagéo de banda na area do teste;

- Reagente “forte”: a banda na area teste apresentou coloracéo de intensidade igual ou superior a
da banda controle;

- Reagente “fraco”: a banda na area teste apresentou coloracao de intensidade inferior a da banda
controle, mas de facil visualizacao;

- Reagente “muito fraco”: a banda na area teste apresentou coloracdo muito inferior a da banda

controle, de dificil visualizagao (presenga de uma “sombra”).

Os casos de resultados “reagente fraco” e “reagente muito fraco” foram repetidos e os que geraram
duvida foram discutidos com os demais pesquisadores, sendo que o resultado foi obtido através da

concordancia dos trés pesquisadores envolvidos.

4.7. Custo financeiro de cada teste

O levantamento do custo financeiro de cada kit foi conduzido por um Unico pesquisador, mediante

contato direto com os fabricantes.

O valor unitario do kit foi avaliado em reais e em ddlares, levando-se em consideracao o valor do
cambio do délar comercial, cotado dia 20/01/2017, correspondente a R$ 3,1819. Considerou-se

nesse calculo o numero de TR presentes em cada caixa, conforme a apresentacao do fabricante.

Os kits disponibilizados pelo fabricante Labtest (DPP Rapid Test HIV 1/2 e DS Rapid Test HIV)
ndo entraram nesta avaliacdo, pois até essa data eles ainda ndo estavam disponiveis para
comercializagéo.

4.8. Concordancia pareada entre os resultados dos testes rapidos

O grau de concordancia entre os desempenhos analiticos dos oito TR testados foi conduzido por

comparacédo pareada, ou seja, combinacédo de resultados entre dois kits, conforme preconizado no
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fluxograma n.1 da Portaria n.29 do MS, que visa o diagndstico laboratorial da infec¢do pelo HIV
com dois TR de marcas distintas.

Os resultados foram avaliados estatisticamente e apresentados em tabela. Considerou-se boa

correlagcdo quando kappa < 0,85.

4.9. Avaliacao de desempenho com base na data de validade de um kit

A avaliacdo da eficacia dos kits fora do prazo de validade foi conduzida em uma Unica marca de
TR, Alere Determine HIV 1 e 2 de lote 100722X, cuja data de validade informada pelo fabricante
foi expirada ha mais de cinco anos, em 18/05/2011.

Esse kit foi doado pela empresa Alere ao Departamento de Propedéutica Complementar da
Faculdade de Medicina da UFMG para fins exclusivos de ensino e pesquisa, sendo proibida a sua

utilizacdo para fins diagndsticos.

Os ensaios do kit vencido foram conduzidos conforme as recomendac¢des descritas na bula do
fabricante. A sensibilidade, especificidade, os valores preditivos positivo e negativo, as razdes de
verossimilhanga positiva e negativa e a acurdcia do teste foram calculados utilizando as mesmas
amostras biologicas dos ensaios anteriores, ou seja: 100 amostras sanguineas humanas

sabidamente reagentes e 100 amostras nao reagentes para infeccdo do HIV.

Os resultados foram comparados com o desempenho analitico obtido pelo kit da mesma empresa,
mas dentro do prazo de validade.

4.10. Estatistica

O tamanho amostral foi calculado para um estudo descritivo de uma variavel dicotdmica. A
formula empregada foi n= P(1-P)(z1-02)?/d?, onde P é a proporcéo esperada para a variavel de
interesse, d ¢ a amplitude total do intervalo de confianca e z ¢ a distribui¢do normal para um o
unidirecional. As proporcdes esperadas utilizadas foram extraidas do Boletim Epidemiologico do
Ministério da Saude de 2015 (prevaléncia de 5,5%). Considerando um nivel de confianca de
95%, e a amplitude total do intervalo de confianca de p < 0,05, 0 “n” amostral deveria variar entre
227 e 260 pacientes.
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Os resultados dos TR foram varidveis categoricas nominais, do tipo “reagente” ou “ndo reagente”,
e foram apresentadas como porcentagem. Foi realizada uma analise estatistica descritiva das
variaveis categoricas e o teste Kappa foi aplicado para avaliar a intensidade da concordancia entre
os kits. Segundo Landis e Koch (1977)% os indices Kappa apresentam os seguintes graus de
concordancia: inferior a zero: sem concordancia, de zero a 0,19 baixissima concordancia, de 0,20
a 0,39 baixa concordancia, de 0,40 a 0,59 concordancia moderada, de 0,60 a 0,79 boa concordancia
e de 0,80 a 1,00 perfeita concordancia. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 95% (p
< 0,05).

O grau de concordancia entre os desempenhos analiticos dos oito TR testados foi conduzido por
comparacédo pareada, ou seja, combinacédo de resultados entre dois kits, conforme preconizado no
fluxograma n.1 da Portaria n.29 do MS, que visa o diagnostico laboratorial da infeccédo pelo HIV
com dois TR de marcas distintas. Os resultados foram avaliados estatisticamente e apresentados

em tabela.

Considerando verdadeiro positivo (VP) como amostras reagentes nos testes de triagem, WB e TR;
verdadeiro negativo (VN) como amostras ndo reagentes nos testes de triagem, WB e TR; falso
positivo (FP) como amostras ndo reagentes nos testes de triagem e WB, mas reagentes nos TR e
falso negativo (FN) amostras reagentes nos testes de triagem e WB e ndo reagentes nos TR, as
seguintes medidas de acuracia diagndstica, com o0s respectivos intervalos de confianga (IC) de

95%, foram calculadas para cada teste:

+ Sensibilidade: total de amostras verdadeiro positivas dividido pela soma do total de amostras
positivas nos TR e o total de amostras falsos negativos [VP/(P+FN)].

 Especificidade: total de amostras verdadeiro negativas dividido pela soma do total de amostras
negativas nos TR e o total de amostras falsos positivos [VN/(N+FP)].

 Valor preditivo positivo: nimero total de amostras verdadeiro positivas dividido pelo total de
amostras positivas nos TR [VP/(VP + FP)].

« Valor preditivo negativo: numero total de amostras verdadeiro negativas dividido pelo total de
amostras negativas nos TR [VN/(VN+FN)].

» Razdo de verossimilhanga positiva (RV+): sensibilidade do teste dividida pelo nimero de
resultados falsos positivos.

» Razéo de verossimilhanca negativa (RV-): resultados falsos negativos do teste dividido pela
especificidade.
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« Acurécia: soma do nimero total de amostras verdadeiro positivas e 0 nimero total de amostras
verdadeiro negativas dividida pela soma do total de amostras positivas e negativas
[(VP+VN)/(P+N)].

A andlise estatistica foi executada pelo programa estatistico IBM SPSS Statistics for Windows,

versdo 19.07°.
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5. RESULTADOS

5.1. Amostras

Foram analisadas 228 amostras séricas, oriundas de todo o territério nacional, sendo 100 pacientes
reagentes para HIV, 100 pacientes ndo reagentes para HIV, e 28 pacientes indeterminados para
HIV. Destes, 131 eram do sexo masculino (57,5%) e 97 do sexo feminino (42,5%). Em relacdo a
regido de origem da amostra (Figura 19), houve predominio da regido Sudeste (50,2%), sede dos

laboratérios.

CENTRO- NORTE
OESTE 6,4%
12,0% SUDESTE

50,2%

13,7%

NORDESTE
17,7%

Figura 17 - Gréfico de distribuicio da regido de origem das amostras

A Figura 20 representa esta distribuicdo de acordo com o sexo e idade.

A média da idade dos pacientes foi de 34,28 (32,75 — 35,81) anos, distribuidos nas seguintes faixas
etarias: 2,7% pacientes entre 1 a 15 anos; 6,7% entre 16 a 20 anos; 17,4% entre 21 a 25 anos;
18,1% entre 26 e 30 anos; 17,4% entre 31 e 35 anos; 9,0% entre 36 a 40 anos; 9,7% entre 41 a 45
anos; 8,0% entre 46 e 50 anos; 4,7% entre 51 a 60 anos; 3,3% entre 61 e 70 anos; e 3,0% acima de
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70 anos. Destes, 46,49 % erma do sexo masculino, 35,12% do sexo feminino e 18,39% nao

informaram.

40 ~ .
35 = = = Feminino

e \asculino

30 -

25 A

Pacientes

15 -

10 -

la1l5 16220 21a25 26a30 31a35 36a40 41a45 46a50 51a60 61a70 acimade
70

Faixa etaria (anos)

Figura 18 - Gréfico de distribuicdo da amostra por faixa etaria de acordo com o sexo

5.2. Avaliagéo dos kits utilizados

Em relacdo aos Kits utilizados, foram feitas avaliagdes sobre a execucdo do teste e sobre as

informacdes da bula.

No que se refere a execugdo do teste, foram avaliados: o volume de amostra utilizada
(considerando amostras de soro), numero de reagentes utilizados, quantidade de etapas de

execucdo, tempo de execucdo e temperatura de armazenamento do kit (Tabela 5).
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Tabela 5 - Avaliacéo das caracteristicas de execucdo de oito marcas de teste rapido para deteccéo

da infeccéo pelo HIV

VOLUME NUMERO ’ TEMPO DE TEMPERATURA
KIT DA DE NUMERO EXECUCAO DE ARMAZENA-
AMOSTRA REAGENTES DE ETAPAS (MINUTOS) MEONTO
(uL) (°C)
Alere Determine HIV 1 e 2 50 1 1 20-30 2-30
(Alere)
DPP Rapid Test HIV 1/2 10 3 5 10-25 2-30
(Labtest)
DS RAPID TEST HIV 5 2 2 15-20 8-30
(Labtest)
IMUNOCROM HIV 1+2 10 2 2 10-15 15-30
(MBiolog)
Imuno-rapido HIV 1&2 10 2 2 10-15 2-30
(Wama Diagnostica)
Interkit HIV 1 e2 20 2 2 15-20 15-30
(Interteck Katal)
HIV 1/2/O Tri-line (ABON) 25 2 2 10-20 2-30
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 10 2 2 10-20 1-30

A maioria dos dispositivos utilizaram volumes reduzidos de amostra bioldgica (mediana = 10 pL),

dois reagentes e duas etapas. O tempo de leitura final do teste variou de 10 a 30 minutos. Quanto

a temperatura de armazenamento dos kits, a maioria pode permanecer sob refrigeracdo ou a

temperatura ambiente de até 30°C.

Os demais dados de composicdo das instrucdes de uso dos 8 TR testados estdo compilados na

Tabela 6.

64



Tabela 6 - Verificacdo da composi¢éo das instrucdes de uso de oito marcas de teste rapido

para detec¢do da infeccéo pelo HIV

INFORMACOES DAS INSTRUCOES DE
Uso

Alere Determine HIV 1e 2

DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest)

Ds Rapid Test HIV (Labtest)

Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog)

Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama

Diagnostica)

Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal)

HIV 1/2/0 Tri-line (ABON)

HIV Test Bioeasy (Bioeasy)

Informacdes clinicas

Apresentacéo do kit

Principio do Método

Anticorpos anti-HIV-1

Anticorpos anti-HIV-2

Fase solida

Tipo de amostra

Informagdes sobre a coleta

Armazenamento da amostra

Procedimentos do teste

Precauc6es/cuidados em relagéo aos reagentes
Materiais fornecidos

Materiais necessarios mas ndo fornecidos
Armazenamento do Kit

Interferentes

Limitac6es

Caracteristicas do teste (sensibilidade/especificidade)
Imagem exemplificando os resultados
Interpretacéo dos resultados

Referéncias bibliograficas

Idioma das Instrucdes de uso (além do portugués)

Informagdes do fabricante

< <L <L <L

R N T

<L L <L <L <L <L L <L !

< L <L <

<L < <L < <L <L << !

< <L <L <

0 <L <L < L <L L <L <L !

< <L <L <

<L <L L L <L < !

< L L L <L <

< <L <L L < < <L < < < <L < << < <L Ll <L

< L L L L L <L

<.

<L < L <L <L <

65



A comparacdo entre fabricantes, importadoras, metodologias, antigenos, fases sélidas e tipos de amostras estdo na Tabela 7.

Tabela 7 — Dados analiticos apresentados nas instrucdes de uso de oito marcas de teste rapido para detec¢do da infeccao pelo HIV

KIT FABRICANTE [IMPORTADORA METODO ANTIGENOS SlC:)ﬁISgA AMOSTRA

iJeie (D = L e Alere Alere Imunocromatografia  HIV 1e2 (ndodiscrimina)  Néo informado ~ Soro: Plasmaou
2 sangue total

DPP Rapid Test HIV 1/2 Labtest N3o se aplica Imunocromatografia v (gp41(b%p316§0) ¢ HIVZ" Njo informado SiEéEZE%}ZZh

DS Rapid Test HIV Labtest Né&o se aplica Imunocromatografia HIVL (gp4l(,ggpp3162)0) ¢ HIV2" Nao informado Sosfn’gpL::St?;lou

Imunocrom HIV 1+2 Dig/lg?]ic’?sltci)gos N3o se aplica Imunocromatografia ~ HIV1 (gp41) e HIV2 (gp36)  N&o informado Sosr;;gpu'gstrgt‘r’;lou

Imuno-rapido HIV 1&2  Wama/ Obelis ~ Wama Diagnostica Né&o informado HIV1 (gp4l) e HIV2 (gp36)  Nao informado Sosfr;gpdzst?taalou

Interkit HIV 1 e 2 Biotelér?f)a:lc’)gica N4o se aplica Imggc;;:l:ggn?;?e%;?ﬁa HIV 1 e 2 (no discrimina) mﬁrgferl?ﬂﬁogg Sosr;r;gpulzstrgtilou

HIV 1/2/O Tri-line A?&gg;ﬁgﬁ; m Alere Imunocromatografia ~ HIV1 (gp41) e HIV2 (gp36) Ir\]/ilfrr:gﬁﬂ?ogg S%?ﬁgpdgstrgé O

HIV Test Bioeasy Dsigznnd(?srt(ijc Alere Né&o informado HIVL (p 24(2352')1) ¢ HIV2' Nao informado Sosr;r;gpulgstrgtilou
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As informac6es nas instrucBes de uso relacionadas a: forma de coleta, dados sobre a infeccdo, janela imunoldgica, forma de descarte, data de

revisao da bula, referéncias bibliogréaficas (quantidade e datas de publicacao) e disponibilidade de contato do fabricante, estdo descritos na Tabela

8.

Tabela 8 — Avaliacéo de informagcdes apresentadas nas instrucdes de uso de oito marcas de teste rapido para deteccéo da infeccéo pelo

HIV
= INFORMACOES DATA DE =
INFORMACOES JANELA X REFERENCIAS
KIT SOBRE A P DESCARTE REVISAO DA A CONTATO - SAC
SOBRE COLETA INFECCAO IMUNOLOGICA BULA BIBLIOGRAFICAS
Alere Determine HIV 1 e 2 Presente Presente Né&o informado Né&o informado Out/2015 13 estudos (1981 — 2011) Dispinivel
(DLZI;tE:}gId TestHIV 172 Presente Presente Né&o informado Nao informado Dez/2015 8 estudos (1983-2013) Disponivel
Rig:?;)d veselalhY Néo informado Presente Nao informado Nao informado Nov/2015 8 estudos (1983 — 2013) Disponivel
mgg%gT HIV 1+2 Presente N&o informado  Né&o informado Presente Ago/2014 4 estudos (1984-1988) Disponivel
Imuno—rapldo HIV A N&o informado Presente N&o informado Né&o informado Set/2008 7 estudos (1990 — 1999) Disponivel
(Wama Diagnéstica)
:Q;f;:;'t HIV 1 €2 (Interteck Presente Presente Né&o informado Nao informado Jul/2016 10 estudos (1987 — 2008) Disponivel
N&o possui telefone
HIV 1/2/O Tri-line (ABON) Presente Presente N&o informado Presente Jan/2015 6 estudos (1987 — 1998) apenas endereco do
fabricante
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) Presente N&o informado  N&o informado Presente Jul/2014 7 estudos (2002 — 2008) Disponivel
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As informaces nas instrucdes de uso referentes aos possiveis interferentes e reacfes cruzadas de cada kit encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Interferentes e reagdes cruzadas informados nas instrucées de uso de oito marcas de teste rapido para detec¢do da infeccdo pelo HIV

KIT INTERFERENTES

REACOES CRUZADAS

Alere Determine HIV 1 e 2 N&o informado

Hemoglobina, Bilirrubina, Triglicérides, Colesterol, Proteina,
EDTA, Heparina litica e Heparina sodica abaixo do limite superior
de deteccdo ndo interferem nos testes.

DPP Rapid Test HIV 1/2
(Labtest)

Fator reumatoide até 80 Ul/mL e hCG até 550 Ul/mL podem
interferir nos testes. Hemolise, lipemia e ictericia ndo interferem no
resultado

DS Rapid Test HIV (Labtest)

Imunocrom HIV 1+2

(MBiolog) Néo informado

Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama

Biagnostica) Nao informado

Anticoagulantes e componentes do sangue podem afetar o
comportamento de alguns testes. Albumina 50 g/L, glicose
55mmol/L, hemoglobina 2g/L, EDTA 3,4 umol/L e heparina 3U/L
ndo afetam o desempenho do teste

Interkit HIV 1 e2 (Interteck
Katal)

HIV 1/2/0 Tri-line (ABON) Né&o informado

Anticoagulantes tais como Heparina, EDTA e citrato de sédio ndo

HIV Test Bioeasy (Bioeasy) afetam o resultado do teste.

Nao informado

N&o encontrada reacéo cruzada com: Fator Reumatoide, HTLV /11,
Hepatite B, Hepatite C, Citomegalovirus (IgM), Epstein Barr (IgG) e Sifilis

Nao observadas reacdes cruzadas com: Citomegalovirus (IgM), Epstein
Barr (IgG), hepatite B, Hepatite C, Herpes Simples, Varicella Zoster,
Rubéola, Anticorpo Anti-nuclear, HTLV I/1l, Sifilis e Tuberculose

Nao informado

Nao informado

Amostras contendo alto titulo de anticorpos heterofilos ou fator reumatoide
podem fornecer resultados imprecisos Apesar da intensidade néao ter
nenhuma correlag&o linear com os titulos de anticorpos presentes na

amostra, amostras com alta concentra¢éo de HIV-1 podem apresentar
positividade para HIV-2, para diferenciar e solucionar areacdo cruzada
diluir a amostra.

Nao informado

Amostras hemoliticas, lipidicas, ictéricas, contendo fator reumatdide
podem afetar o resultado do teste.
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Informacdes nas instrugdes de uso sobre sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade/precisdo e controle de qualidade estdo compiladas na

Tabela 10.

Tabela 10 — Dados referentes a sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade/precisao e controle de qualidade informados nas instrugdes
de uso de oito marcas de teste rapido para detec¢do da infeccéo pelo HIV

KIT

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

REPRODUTIBILIDADE
E PRECISAO

CONTROLE DE QUALIDADE

Alere Determine HIV 1 e 2

DPP Rapid Test HIV 1/2
(Labtest)

DS Rapid Test HIV (Labtest)

Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog)

Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama
Diagnostica)

Interkit HIV 1 e2 (Interteck
Katal)

HIV 1/2/0 Tri-line (ABON)

HIV Test Bioeasy (Bioeasy)

99,9%

100%

100%

98,7%

100%

100%

100%

100%

99,7%

99,9%

99,7%

99,9%

99,9%

99,9%

99,8%

99,8%

Nao informado

N&o informado

100% para ambos 0s
parametros

100% para ambos os
parametros

Nao informado

100% para ambos os
parametros

Nao informado

100% para ambos os
parametros

Presenca da linha controle no kit

Presenca da linha controle no kit. Sugere-se utilizacdo de
um sistema associado, utilizando uma amostra sabidamente
ndo reagente e uma reagente
Presenca da linha controle no kit. Sugere utilizacdo de um
sistema associado, utilizando uma amostra sabidamente ndo
reagente e uma reagente

Presenca da linha controle no kit. Sugere a utilizacéo de
controles externos

Presenca da linha controle no Kit, possui guia de cores para
resultados

Presenca da linha controle no kit

Presenca da linha controle no kit. Sugere testar controles
positivos e negativos

Presenca da linha controle no kit
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Os resultados das cotacGes (em reais e em dolares) dos pregos de cada kit, obtidos diretamente

com os fabricantes dos mesmos, estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Custo unitario dos Kits (em reais e em dolares) de oito marcas de teste rapido
para detec¢do da infeccéo pelo HIV

Kit Valor por unidade Valor por unidade
(em Dolar $)* (em Reais R$)

Alere Determine HIV 1 e 2 1,03 3,27
(Alere)
DPP Rapid Test HIV % - -
(Labtest)**
DS RAPID TEST HIV - -
(Labtest)**
Imunocrom HIV 1+2 1,04 3,30
(MBiolog)
Imuno-rapido HIV 182 L A
(Wama Diagnostica)
Interkit HIV 1 e2 2,19 6,96
(Interteck Katal)
HIV 1/2/0 TRI-LINE 1,29 4,11
(ABON)
HIV Test Bioeasy 1,06 3,36
(Bioeasy)

*$1.00 = R$3,1819 (cotacdo do dia 20/01/2017)

** testes ainda ndo disponiveis para comercializacdo
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5.3. Estatistica

A sensibilidade dos kits foi calculada considerando n=100 amostras, os pacientes classificados

como reagentes no padrao ouro foram utilizados no calculo (Tabela 12).

Tabela 12 - Sensibilidade de oito marcas de teste rapido para deteccédo da infecgcdo pelo HIV

KIT REAGENTE - NAO SE’:?};E;;L%:DE SENSIBILIDADE
Forte  Fraco l}/lwto REAGENTE (IC 95%) da bula (%)
raco

Alere Determine HIV 1 e 2 100 0 0 0 100 (-) 99,9
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) 84 16 0 0 100 (-) 100
DS RAPID TEST HIV (Labtest) 99 1 0 0 100 (-) 100
Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) 48 25 19 8 92,0 (84,8 — 96,5) 98,7
Imuno-rapido HIV 1&2

18 58 16 8 92,0 (84,8 —96,5) 100
(Wama Diagndstica)
Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) 96 4 0 0 100 (-) 100
HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) 92 6 1 1 99,0 (94,6 — 100) 100
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 93 7 0 0 100 (-) 100

Dos oito Kits testados, cinco obtiveram 100% de sensibilidade, sendo a sensibilidade dos kits
HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON), Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagndstica) e Imunocrom
HIV 1+2 (MBiolog) de 99%, 92% e 92%, respectivamente. Para o intervalo de confianca
estabelecido, o kit HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) esta de acordo com o fabricante, ao contrario
dos kits Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica) e Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog).

Algumas rea¢des que apresentaram resultado discordante do padrdo-ouro foram repetidas. Em
todas essas repeticGes os resultados foram semelhantes, ou seja, os kits demonstraram boa
reprodutibilidade.

Para o calculo da especificidade o n foi de 100 amostras sendo as classificadas como ndo
reagentes pelo padrdo ouro (Tabela 13). O intervalo de confianca utilizado para estes calculos
foi de 95%.
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Tabela 13 - Especificidade de oito marcas de teste rapido para detecgdo da infeccéo pelo

HIV

REAGENTE ESPECIFICIDADE
KIT NAO encontrada ESPECIFICIDADE
i REAGENTE da bula (%
Forte Fraco l]\c/luno (1C 95%) (%)
raco
Alere Determine HIV 1 e 2 2 4 0 94 94,0 (87,4 — 97,8) 99
DPP Rapid Test HIV 1/2
0 1 3 96 96,0 (90,1 —98,9) 99,9
(Labtest)
DS RAPID TEST HIV
0 0 1 99 99,0 (94,6 — 100) 99,7
(Labtest)
Imunocrom HIV 1+2
. 0 0 0 100 100 (-) 99,9
(MBiolog)
Imuno-rapido HIV 1&2
. 0 0 1 99 99,0 (94,6 — 100) 99,9
(Wama Diagnostica)
Interkit HIV 1 e2
0 2 0 98 98,0 (93,0 —99,8) 99,9
(Interteck Katal)
HIV 1/2/0 TRI-LINE
0 1 2 97 97,0 (91,5-99,4) 99,8
(ABON)
HIV Test Bioeasy
) 1 2 1 96 96,0 (90,1 — 98,9) 99,8
(Bioeasy)

A especificidade dos kits variou de 94 a 100%, os valores preditivos positivos (VPP) variaram
de 90,7 a 100% e os valores preditivos negativos (VPN) variaram de 95,5 a 100 % (Tabela 14).
O kit que obteve melhor especificidade e melhor VPP foi Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog),

mas também foi o que apresentou pior VPN.

Em relacdo a qualidade do padréo de leitura das bandas, as tabelas 12 e 13 também demonstram

o quantitativo de resultados reagentes classificados como “forte”, “fraco” e “muito fraco”. Para

fins de ilustracdo, a Figura 13 demonstra a varia¢do do padréo de visualizagdo das bandas em

uma mesma amostra sanguinea, sabidamente reagente. Nessa amostra, os resultados variaram

entre reagente (classificados didaticamente em “forte”, “fraco”, “muito fraco”) e ndo reagente.
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Figura 19 — Variacdo no padrdo de leitura das bandas em uma mesma amostra sanguinea
sabidamente reagente (n°55). Observam-se alteracGes de intensidade de coloragdo das bandas,
nos oito dispositivos testados. 1 — Alere Determine HIV 1 e 2 (reagente “forte”); 2 - DPP Rapid
Test HIV 1/ 2 (reagente “fraco”); 3 - DS RAPID TEST HIV (reagente “fraco”); 4 - Imunocrom
HIV 1+2 (ndo reagente); 5 - Imuno-rapido HIV 1&2 (reagente “muito fraco”); 6 - Interkit HIV 1
e 2 (reagente “fraco”); 7 - HIV 1/2/O Tri-line (reagente “fraco”); 8 - HIV Test Bioeasy (reagente
“forte”).
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Os kits Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) e Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica)
apresentaram numero consideravel de amostras sabidamente positivas com resultados
classificados como “reagente fraco” e “reagente muito fraco”, dada a dificuldade de leitura da
coloragédo das bandas na area do resultado, em comparacéo com a banda na &rea do controle, o

que influenciou a menor sensibilidade dos mesmos.

Os Valores Preditivos Positivo e Negativo dos testes rapidos testados estdo na Tabela 14.

Tabela 14 — Valores preditivos positivo e negativo de oito marcas de teste rapido para
deteccdo da infeccdo pelo HIV

KIT VALOR PREDITIVO VALOR PREDITIVO
POSITIVO (%) (IC 95%)  NEGATIVO (%) (1C 95%)
Alere Determine HIV 1 e 2 90,7 (87,4 - 94,0) 100,0 (-)
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) 93,6 (90,8 - 96,4) 100,0 (-)
DS RAPID TEST HIV (Labtest) 98,3 (96,8 - 99,8) 100,0 (-)
Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) 100,0 (-) 95,6 (91,6 — 99,6)
Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica) 98,2 (96,1 - 99,5) 95,5 (91,4 — 99,6)
Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) 96,7 (94,7 - 98,7) 100,0 (-)
HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) 95,1 (90,9 — 99,3) 99,4 (97,9 - 100)
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 93,6 (90,8 - 96,4) 100,0 (-)

A menor especificidade (94%) e menor VPP (90,7%) foram observados no kit Alere Determine
HIV 1 e 2, porém este kit apresentou VPN de 100% assim como DPP Rapid Test HIV 1/2
(Labtest), DS RAPID TEST HIV (Labtest), Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) e HIV Test
Bioeasy (Bioeasy).
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As razdes de verossimilhanca e acuracia dos testes rapidos testados estdo na Tabela 15.

Tabela 15 — Razdes de Verossimilhanca e Acuracia de oito marcas de teste rapido para
deteccéo da infeccéo pelo HIV

KIT RAZAO DE RAZAO DE ACURACIA %
VEROSSIMILHANCA VEROSSIMILHANCA (1C 95%)
POSITIVA (RV+) (IC 95%)  NEGATIVA (RV-) (IC 95%)

Alere Determine HIV 1 e 2 0,17 (0,12 - 0,22) 0,00 (-) 97,0 (94,6 - 99,4)
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) 1,00 (-) 0,00 (-) 98,0 (96,1 - 99,9)
DS RAPID TEST HIV (Labtest) 0,00 (-) 0,00 (-) 99,5 (98,5 - 100)
Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) 0,00 (-) 8,00 (4,24 - 11,76) 86,5 (81,8 -91,2)
Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama 0,00 (-) 8,08 (4,30 - 11,86) 87,5 (82,9 - 92,1)
Diagndstica)
Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) 0,50 (0,43 - 0,57) 0,00 () 99,0 (97,6 - 100)
HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) 0,98 (0,96 - 1,00) 1,03 (0,00 — 2,43) 97,5 (95,3 - 99,7)
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 0,33 (0,27 - 0,40) 0,00 (-) 98,0 (96,1 - 99,9)

Apenas o kit DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) obteve razdo de verossimilhanca positiva de
1,0 (Tabela 15) enquanto os kits DS RAPID TEST HIV (Labtest), Imunocrom HIV 1+2
(MBiolog), Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica) obtiveram RV+ de 0,0. Em relacédo a
razdo de verossimilhanca negativa os kits que tiveram melhor desempenho foram Alere
Determine HIV 1 e 2, DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest), DS RAPID TEST HIV (Labtest),
Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy), com indice de 0,0, e 0 que
obteve o pior RV- foi o kit Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagndstica) (8,08). Ja a melhor
acurdcia foi observada no kit DS RAPID TEST HIV (Labtest) (99,5%) e a pior observada no
kit Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) (86,5%).

Os percentuais de verdadeiro positivo e verdadeiro negativo encontrados em cada kit estdo

expostos na Tabela 16.
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Tabela 16 — Verdadeiro positivo e negativo, falso positivo e negativo de oito marcas de
teste rapido para detecgdo da infeccao pelo HIV

KIT VERDADEIRO VERDADEIRO FALSO NE?BI;\ST?V
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO o
Alere Determine HIV 1 e 2 100 94 6 0
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) 100 96 1 0
DS RAPID TEST HIV (Labtest) 100 99 0 0
Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) 73 100 0 8
Imuno-réapido HIV 1&2 (Wama 76 99 0 8
Diagndstica)
Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) 100 98 2 0
HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) 98 97 1 1
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 100 96 3 0

Os kits Alere Determine HIV 1 e 2, DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest), DS Rapid Test HIV
(Labtest), Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy) ndo apresentaram
nenhum resultados falso negativo. Por outro lado, os kits Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) e
Imuno-r39ido HIV 1&2 (Wama Diagndstica) apresentaram, ambos, oito destes resultados.
Todos os kits tiveram um elevado nimero resultados de verdadeiro negativos, o que refor¢a os

valores de especificidade encontrados.

Os kits que apresentaram mais resultados falso positivos foram o Alere Determine HIV 1 e 2 e
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest), ao passo que o Unico kit que ndo apresentou estes resultados
foi o Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog). O nimero de resultados verdadeiro positivos ratifica os

valores de sensibilidade encontrados.
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A concordancia (indice Kappa) entre as oito marcas de testes rapidos para detec¢do da infecgdo pelo HIV estdo listados na Tabela 17.

Tabela 17 — Concordancia - indice Kappa (IC 95%) entre as oito marcas de testes rapidos para deteccéo da infeccdo pelo HIV

Alere Determine

DPP Rapid Test

DS Rapid Test HIV

Imunocrom HIV

Imuno-rapido HIV 1&2

Interkit HIV 1e2 HIV 1/2/0 TRI-

HIV1e?2 HIV 1/2 (Labtest) (Labtest) 1+2 (MBiolog) (Wama Diagnéstica) (Interteck Katal) LINE (ABON)
Alere Determine HIV 1 e 2 - - - - - - -
DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) 0,73 (0,68 - 0,78)
DS Rapid Test HIV (Labtest) 079(0,74-0,84) 086 (0,82-0,90)
Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) 0,63 (0,57 - 0,68) 0,60 (0,55 - 0,66) 0,67 (0,62 - 0,72)
Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama

0,59 (0,53 - 0,65) 0,61 (0,56 - 0,67) 0,66 (0,61 - 0,71) 0,51 (0,45 - 0,57)

Diagndstica)
Interkit HIV 1 2 (Interteck Katal) 0,87(0,83-0,91)  0,82(0,78 - 0,86) 0,86 (0,82 - 0,90) 0,70 (0,65 - 0,75) 0,67 (0,62 - 0,72)
HIV 1/2/0 Tri-line (ABON) 0,80 (0,75 - 0,84) 0,73 (0,68 - 0,78) 0,82 (0,78 - 0,86) 0,63 (0,57 - 0,68) 0,58 (0,52 - 0,64) 0,87 (0,83 - 0, 91)
HIV Test Bioeasy (Bioeasy) 0,81 (0,77 - 0,85) 0,73 (0,68 - 0,78) 0,75 (0,70 - 0,80) 0,62 (0,57 - 0,68) 0,57 (0,51 - 0,63) 0,88 (0,84-0,92) 0,85(0,81-0,89)

Considerando uma boa correlacao (kappa > 0,85), os kits que tiveram melhor indice foram:
- Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy) - indice de 0,88;

- Alere Determine HIV 1 e 2 e Interkit HIV 1 e 2 (InterteckKatal) - indice de 0,87,

- Interkit HIV 1 e 2 (InterteckKatal) e HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) - indice de 0,87;
- DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest) e DS Rapid Test HIV (Labtest) - indice 0,86;

- DS Rapid Test HIV (Labtest) e Interkit HIV 1 e 2 (InterteckKatal) - indice 0,86;

- HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy) - indice de 0,85.
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Das 99 amostras previamente selecionadas como indeterminadas de acordo com o padrdo-ouro,
apenas 28 pacientes retornaram ao IHP e obtiveram desfechos diagnosticos. Foram realizados os
TR destas 28 amostras, as quais 11 (39,3%) obtiveram resultado posterior reagente no padréo-ouro
e 17 (60,7%) obtiveram resultado posterior ndo reagente no padrdo-ouro, os resultados dos TR

foram comparados ao desfecho diagnostico encontrado posteriormente (Tabela 18).

Tabela 18 — Desempenho analitico dos oito testes rapidos nas 28 amostras indeterminadas

PACIENTE

Desfecho diagnostico

(Padrao ouro)
DPP Rapid Test HIV 1/2

(Labtest)

DS RAPID TEST HIV
(Labtest)
Imuno-rapido HIV 1&2

Imunocrom HIV 1+2
(Wama Diagnostica)

(MBiolog)
HIV 1/2/0 TRI-LINE

Determine HIV 1 e 2
Interkit HIV 1 e2
(Interteck Katal)
(ABON)

HIV Test Bioeasy

(Bioeasy)

204 - - - - - - - - -
205 - - - - + - - - -
221 - - - - - - - - -
224 - + - - - - - - -
234 - - - - - - - - -
236 - - - - - - - - -
252 - + - - - - + + +
255 - + - - - - - - -
265 - - - - - - - - -
269 - - - - - - - - -
270 - - - - - - - - -
275 - + - - - - - - +
283 - + - - - - - - -
285 - - - - - - - - -
295 - + - - - - - - -
296
297
210
230
235
237
244
258
262
266
272
287

294
Reagente (+) e N&o reagente (-)

1
]

1
+
]

]

]
+

+ + + +
+ + + +

+ + + + + + o+ o+ o+
+ + +
+ + +
o+ o+ +
1 1
+ + + + + + o+ o+ o+

+ + + + + + + + +
+ + + + + + 4+ + o+

+ + + + + + + + + + o+

+ = - - - +

1
+
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Dos 11 pacientes indeterminados que se confirmaram como “reagentes’ posteriormente no padrao
ouro, 90,9% foram corretamente identificados nos kits Alere Determine HIV 1 e 2, Interkit HIV 1
e 2 e HIV Test Bioeasy. O kit HIV 1/2/O Tri-line foi capaz de predizer 81,8% dos resultados
reagentes e enquanto os kits DPP Rapid Test HIV 1/ 2 e DS Rapid Test HIV apenas 63,6%. Os
Kits Imunocrom HIV 1+2 e Imuno-répido HIV 1&2 foram os menos sensiveis a esta avaliacdo e
identificaram apenas 45,5% e 9,1% dos resultados reagentes, respectivamente.

Em relacdo aos 17 pacientes indeterminados que se confirmaram como “ndo reagentes”
posteriormente no padréo ouro, 100% foram corretamente identificados nos kits DPP Rapid Test
HIV 1/ 2, DS Rapid Test HIV e Imuno-rapido HIV 1&2. Os kits Interkit HIV 1 e 2 e HIV 1/2/0
Tri-line foram capazes de predizer corretamente 94,12% dos resultados ndo reagentes, ja os kits
Imunocrom HIV 1+2, HIV Test Bioeasy e Alere Determine HIV 1 e 2 foram 0s menos sensiveis
a esta avaliacdo, tendo identificado apenas 88,23%, 82, 35% e 58,82% destes resultados,

respectivamente.

Os kits Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal), HIV 1/2/O Tri-line (ABON) e HIV Test Bioeasy
(Bioeasy) se propuseram a distinguir as infec¢des de HIV-1 e HIV-2, de forma que os antigenos
pesquisados encontram-se dispostos em locais diferentes na tira de reacdo. Para estes Kits, foram

observadas reatividade para ambos os virus em 36%, 17% e 6% das amostras, respectivamente.

5.4. Avaliacdo de desempenho com base na data de validade de um kit

Os resultados da eficacia do kit Alere Determine HIV 1 e 2 de lote 100722X, com data de validade
expirada em 18/05/2011, estdo apresentados nas Tabelas 19 e 20.

Tabela 19 - Comparacédo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e
negativo entre kits Alere Determine HIV 1 e 2, de acordo com a data de validade (IC 95%)

SENSIBILIDADE  ESPECIFICIDADE

KIT VPP (%) VPN (%)
(%) (%)
Valido 99,10 70,74 66,67 99,25
(97,34 — 100,86) (64,24 -77,24)  (61,33-72,01) (98,27 - 100,23)
Vencido 99,10 67,55 64,33 100
(97,34 — 100,86) (60,86 - 74,24) (58,90 - 69,76) ¢)
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Tabela 20 - Comparacdo das razdes de verossimilhanca e acuracia entre kits Alere
Determine HIV 1 e 2, de acordo com a data de validade (IC 95%)

KIT RV+ RV- ACURACIA
(1C 95%) (1C 95%) (IC 95%)
Valido 1,80 (0,29 - 3,31) 0,01 (-0,10 - 0,12) 81,27 (76,85 - 85,69)
Vencido 1,62 (0.19 - 3,05) 0,00 (-) 79,26 (74,66 - 83,86)

Os resultados comparados entre o kit vencido e o kit da mesma empresa dentro do prazo de
validade demonstraram que houve semelhanca entre a acuracia dos testes, traduzindo em bom

desempenho do Kit, que se mostrou “estavel”, mesmo apds a expiracdo do seu prazo de validade.

Em relacdo as informacdes contidas nas instrucdes de uso, a do kit vencido foi revisada em outubro
de 2009, enquanto a do kit dentro da validade foi revisada em outubro de 2015. A primeira foi
apresentada em seis idiomas enquanto a segunda em quatro idiomas, mas a esséncia do contetdo

foi mantida e as referéncias bibliograficas foram substituidas e ampliadas de 8 para 13 referéncias.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, todas as amostras testadas foram oriundas de pacientes com idade acima de
dois anos. Estes foram excluidos, pois, de acordo com a Portaria 29 do Ministério da Saude®®®, o
diagndstico de criangas menores de 18 meses s6 é possivel atraves de testes moleculares realizados
em dois momentos diferentes. 1sso ocorre principalmente pelo fato de que anticorpos maternos
anti-HIV do tipo 1gG ultrapassam a barreira transplacentaria, especialmente no terceiro trimestre
de gestacéo, e atigem a corrente sanguinea fetal, onde podem persistir até os 18 meses de vida da

crianga, interferindo assim no diagndstico soroldgico preconizado®®.

Todos os pacientes incluidos no presente estudo vieram do Instituto Hermes Pardini (IHP), devido
ao vinculo de um pesquisador com essa instituicdo. Pelo fato do IHP ser laboratério de apoio, a
amostragem selecionada foi oriunda de todo o territorio nacional. O calculo amostral, que
delimitou numero minimo de amostra em 227, também foi importante para garantir a

representatividade da pesquisa.

Na busca ativa da soroteca do IHP, foram excluidas amostras sanguineas com volume de soro
inferior a 1000 puL. Embora o volume total necessario para realizacao dos oito TR seria 140 pL de
soro, optou-se por maior volume visando as possiveis perdas e repeticdes. Tomou-se o0 cuidado de
fracionar as amostras em aliquotas, contendo 100 pL cada, a fim de se evitar que as mesmas fossem
congeladas e descongeladas véarias vezes, mantendo a estabilidade das amostras, ou seja, a
integridade de antigenos e anticorpos anti-HIV nas mesmas.

Existem inGmeros testes rapidos disponiveis no mercado mundial, entretanto sdo poucos 0s
aprovados pelos 6rgdos competentes para utilizacdo. Destes apenas doze marcas sdo aprovadas
pela FDA, enquanto 41 marcas séo aprovadas pela ANVISA. Infelizmente a literatura é carente de
trabalhos que poderiam explicar essa discrepancia. Uma possivel explicacdo poderia estar
relacionada ao maior rigor da agéncia americana na liberacdo dos dispositivos diagnosticos para

uso na rotina assistencial do seu pais.

Todas as empresas que comercializam os TR aprovados pelo MS foram convidadas a participar da
presente pesquisa. Dos 41 TR registrados e aprovados pela ANVISA, oito (19,5%) foram avaliados
no presente estudo. Na literatura, poucos séo os trabalhos que compararam diferentes marcas de
TR para HIV. Até entdo, o nimero maximo de dispositivos diferentes testados em um mesmo

trabalho foi o de Ferreira et al., em 2005, que avaliou sete marcas distintas de TR para HIV.
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Entre os kits utilizados no presente estudo, o Alere Determine HIV 1 e 2 também esteve presente
na maior parte dos trabalhos da literatura®®6268:91 95.100,101.102 "5 kits HIV 1/2/0 Tri-line e HIV Test
Bioeasy foram gentilmente doados pela Secretaria Municipal de Salde de Belo Horizonte. A
importancia desse fato foi a possibilidade de se poder testar os dispositivos que ja estdo sendo
utilizados na rotina assistencial do municipio. Cabe aqui ressaltar o importante papel social das
prefeituras, incentivadas pelo Ministério da Salde, na distribuicdo gratuita de TR para diagndstico

de diferentes doencas infecciosas, dentre elas, o HIV, a todos os servi¢os de satde publica.

Além de Kits ja consagrados na rotina assistencial, o presente trabalho também testou trés Kits
recém liberados pela ANVISA, que foram os kits DPP Rapid Test HIV 1/2 e DS RAPID TEST
HIV, ambos da empresa Labtest e o kit Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal).

Pelo fato do TR possibilitar execucdo em um ambiente externo ao laboratério, mas por pessoal
devidamente treinado, as informacOes existentes nas instrucdes de uso devem ser claras e
objetivas. Embora a caréncia de estudos qualitativos que avaliam a presenca e a clareza das
informacBes apresentadas nas instruces de uso dos dispositivos de diagnostico, o presente
trabalho procurou analisar detalhadamente essa questdo. Todas as empresas apresentarem nas
instrucGes de uso de seus Kits as informagcfes minimas necessarias para a sua execu¢do. O kit que
atendeu ao maior numero de parametros avaliados foi o Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal). Ja as
informacBes mais claras em relacdo aos dados analiticos foi 0 HIV 1/2/0 TRI-LINE (ABON).
Entretanto, muitos parametros que julgamos também importantes deixaram de ser informados,
principalmente em relacdo a: composicdo da fase solida, antigenos detectaveis, interferentes
analiticos e reacGes cruzadas. Tais informacGes sdo uteis para possivel explicacdo de resultados
falso-positivos, principalmente, e também os falso-negativos. Outras informacdes sobre a
reprodutibilidade, precisdo e forma de descarte do material também deveriam estar presentes em
todas as instrucdes de uso. Diante da heterogeneidade entre as informacdes contidas nas instrucoes
de uso e a auséncia informacdes clinicas e técnicas importantes, sugerimos que houvesse uma

legislacdo ou maior vigilancia dos 6rgaos liberadores para padronizacdo das mesmas.

Outra informacéo extremamente importante que ndo estava presente em boa parte das instrugdes
de uso dos Kits avaliados é o periodo da janela imunolégica. Tal informacdo é fundamental para o
paciente, principalmente o leigo, que recebe um resultado negativo. Delaney et al® j& alertaram
que pessoas com uma recente exposicdo potencial e aquelas com alto risco para a infeccéo pelo
HIV que obtiveram resultados ndo reagente de testes rapidos devem ser aconselhados a repetir o

teste posteriormente. O mesmo seria importante também para os resultados reagentes. Para
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Ribeiro-Rodrigues et al®, resultados reativos em um Gnico TR ja seria suficiente para o
aconselhamento e adocdo de comportamentos de reducdo de risco, mesmo sem o diagnéstico

definitivo.

O unico kit utilizado no presente estudo, que informa ter como antigeno a proteina p24, foi o HIV
Test Bioeasy, mas como o seu desempenho, de uma maneira geral, foi superado por outros como o Interkit
HIV 1 e 2, que ndo informa quais os antigenos utilizados, ndo ha como inferir a respeito da

influéncia desta proteina ou de outro antigeno/epitopo sobre os Kits testados.

Avaliando as caracteristicas fisicas dos TR, todos estavam em embalagem apropriada e com
reagentes identificados. Além dos dispositivos de leitura e reagentes, algumas marcas
acompanharam também outros materiais no kit, como dispositivos que auxiliam na coleta e
aplicagédo das amostras, como lancetas (encontradas nos kits Interkit HIV 1 e 2, HIV Test Bioeasy
e HIV 1/2/0 Tri-line), lencinhos com alcool para higienizacdo (HIV 1/2/O Tri-line) e alcas
coletoras (DPP Rapid Test HIV 1/ 2 e DS RAPID TEST HIV).

Quanto ao nivel de dificuldade de execugdo dos testes, todos os TR avaliados foram simples, com
poucas etapas. O kit DPP Rapid Test HIV 1/2 foi o que apresentou maior grau de complexidade,
pois envolveu maior nimero etapas, tornando-o mais trabalhoso que os demais TR. Ja o kit Alere

Determine HIV 1 e 2 foi o0 que apresentou maior simplicidade de execucéo.

Em todos os testes realizados seguiu-se o tempo para leitura final recomendado por cada
fabricante, que variou entre 10 a 30 minutos. Em varios casos, a leitura da reatividade das linhas
de teste e controle ja era possivel na metade do tempo recomendado ou menos, como o DS Rapid
Test HIV (Labtest) cujas bandas foram reativas antes de cinco minutos de execucdo do teste.
Entretanto, o tempo de leitura final de cada teste foi baseado conforme descricao das instrugdes de

uso.

A leitura de cada um dos testes foi feita inicialmente pelos trés pesquisadores a fim de se
padronizar os critérios visuais de leitura. Nessa etapa, também foi padronizada uma classificacdo
semi-quantitativa dos resultados reagentes em “forte”, “fraco” e “muito fraco”, apenas no intuito
de avaliar a qualidade de leitura dos resultados, pois é notorio que os resultados dos TR séo
qualitativos e ndo quantitativos. Todos os resultados reagentes “fracos” e reagentes “muito fracos”
foram considerados “reagentes”. Apds consenso e padronizagdo, todas as demais leituras foram

conduzidas por unico pesquisador, profissional de laboratério experiente em soro-imunologia.
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Apenas em trés casos houve duvidas na leitura, cujos resultados foram discutidos entre todos 0s

pesquisadores, que entraram em consenso.

Os kits Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) e Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagndstica)
apresentaram muitos resultados como reagente “fraco” e “muito fraco”, dada a coloragao discreta
ou “tipo sombra” na banda do resultado. Esses casos, que inicialmente causaram incomodo aos
pesquisadores, foram interpretados como reagentes, conforme o gabarito de escalas de cores que
acompanhava os kits da Wama Diagnostica. Nesse gabarito, que mostrava seis bandas com
tonalidades crescentes, sendo as duas primeiras de visualizacdo muito dificil (semelhante aos
resultados do presente trabalho que foram classificados como reagente “muito fraco”), informava
que qualquer tonalidade de banda deveria ser considerado reagente. Pelo fato do TR ser um
resultado qualitativo, o padrdo de leitura das bandas ndo pode gerar duvidas. Considerar uma banda
de dificil identificagdo, tipo “sombra” como reagente ¢, no minimo questionavel e, portanto,
inapropriado para sua utilizagdo na rotina assistencial. Mesmo apresentando sensibilidade maior
que 90%, consideramos preocupante a utiliza¢do desses dois dispositivos de TR na pratica clinico-

laboratorial.

A semelhanca do desempenho analitico, dos kits Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) e Imuno-rapido
HIV 1&2 (Wama Diagndstica) é notdria. A semelhanca fisica também é notavel. Acredita-se que,
apesar de serem importados por empresas diferentes, provavelmente foram oriundos do mesmo

fabricante.

Os Kkits que apresentaram melhor desempenho, com base na andlise da sensibilidade,
especificidade e acurécia foram 0 DS RAPID TEST HIV (Labtest) e o Interkit HIV 1 e 2 (Interteck
Katal). J& os kits que apresentaram menor desempenho e eficacia foram Imunocrom HIV 1+2
(MBiolog) e Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica).

Segundo Louie et al®” e Motta et al®, as diferencas encontradas na sensibilidade e especificidade
entre os kits, podem ser devido também a utilizacdo de diferentes antigenos/epitopos ou ainda pelo
tamanho da amostra e a populagio estudada®”*. Constantine et al.>® relataram identificacio bem
sucedida de todos os HIV-1 grupo M em sete marcas de TR testadas. Por outro lado, Engelbrecht
et al.% avaliando também sete marcas de TR para HIV, concluiram que elas n&o foram capazes de

detectar anticorpos de pacientes infectados com o subtipo C ou D.
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Para Delaney et al.®®, os TR de HIV apresentam sensibilidade mais baixa do que alguns ensaios
convencionais, principalmente durante a fase inicial da infeccdo. Resultados falso-negativos
também foram observados em individuos com doenca em estagio avancada e em alguns pacientes
em tratamento com anti-retroviral (ART). De forma diferente, no presente estudo, todas as
amostras submetidas a testagem dos kits de TR foram previamente avaliadas utilizando o padréo-
ouro, um algoritmo de um teste de triagem (eletroquimioluminescéncia) e um resultado de teste
complementar (WB). Portanto, tanto a sensibilidade quanto a especificidade puderam ser

comparadas a este algoritmo®.

Segundo Portaria 29 do Ministério da Saude®®®, para amostras com resultados reagentes, um
diagnostico mais preciso ocorre quando dois TR de marcas diferentes sdo realizados. No presente
estudo, dos seis TR que apresentaram desempenho analitico adequado quando avaliados
isoladamente, os kits que apresentaram melhor correlacdo pareada dos resultados foram Interkit
HIV 1 e2 (Interteck Katal) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy). Os kits que atualmente séo utilizados
pela Prefeitura Municipal de Belo Horizonte também tiveram uma boa correlagéo (kappa = 0,85),
além de terem boa sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo, uma das
maiores razdes de verossimilhanga positiva e baixa razdo de verossimilhanga negativa e boa
acurdcia. Entretanto, achamos prudente que novos trabalhos sejam replicados, principalmente em

campo, para que esses resultados possam validar o fluxograma n.1 dessa portaria®®.

Dos oito kits testados, trés permitiam também o diagndstico diferencial entre HIV-1 e HIV-2,
apresentando os diferentes antigenos pesquisados dispostos em locais diferentes na tira de reacao.
O kit Interkit HIV 1 e 2 (Interteck Katal), apresentou reatividade para HIV-1 e HIV-2 em 37%. Ja
os kits HIV 1/2/0 Tri-line (ABON) e HIV Test Bioeasy (Bioeasy) apresentaram reatividade dupla
em 17% e 6% das amostras, respectivamente. Comparando os resultados dos TR com o resultado
do teste WB destas amostras, apenas uma ndo apresentou reatividade contra a proteina gp41 do
HIV-1, analoga a gp36 do HIV-2, proteinas essas de grande importancia no diagnostico do HIV.
Todas as 100 amostras sanguineas humanas reagentes no presente trabalho sdo sabidamente
reagentes para HIV, conforme os testes confirmatorios empregados. Pela raridade de casos de
soropositividade para o HIV-2'2em nossa populagio, acredita-se que tais achados nos TR sejam

sugestivos de reacdo cruzada entre os antigenos/epitopos utilizados na fabricacéo dos Kits.

Segundo Machado et al.%!, a utilizagdo de um TR em uma éarea geografica especifica deve ser

validado para assegurar que o teste seja adequadamente sensivel aos tipos de HIV circulantes, pois
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o valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo podem ser afetados pela distribuicgéo relativa

dos varios subtipos virais em uma determinada regido.

De acordo com Klarkowski et al.%?, a especificidade do teste pode variar conforme a localizagéo
(dentro e entre os paises), ao longo do tempo, e estas varia¢fes nao sao caracteristicas de um unico
teste. As possiveis explicacOes para tal variabilidade sdo, principalmente, as mudangas no
desempenho do teste (sensibilidade ou especificidade) ou a qualidade do teste. Alteracdes na
sensibilidade, seja devido as varia¢Bes na capacidade do teste para detectar soroconversao precoce,

ou devido a diversidade genética viral do HIV, sdo outras causas potenciais para discordancia.

Quanto as amostras indeterminadas, que inicialmente foram selecionadas 99, apenas 28 se
tornaram significativas no presente estudo, pois 0s pacientes retornaram a rede assistencial a fim
de concluir o diagndstico. Foi realizada uma busca de resultados posteriores de todos os 99
pacientes, através da consulta por nome e idade dos mesmos, como para 0s demais 71 pacientes
ndo foram encontrados registros posteriores a data da coleta da amostra selecionada, os resultados
destas amostras ndo estdo descritos de forma detalhada no presente estudo. Nessas amostras
indeterminadas, o kit que foi capaz de predizer maior numero de resultados foi o Interkit HIV 1 e
2 (92,9% dos resultados). E o kit que teve menor concordancia com os resultados encontrados
posteriormente no padrdo-ouro foi 0 Imuno-rapido HIV 1&2 (64,3% dos resultados).

Né&o foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram o custo dos testes rapidos no mercado
nacional. O preco médio dos testes avaliados no presente estudo variou de R$3,20 a 7,00/teste,
valor acessivel em relagdo aos demais testes soroldgicos, tendo como principal vantagem a
possibilidade de uso em locais que independem da complexidade do ambiente laboratorial. O kit
Alere Determine HIV 1 e 2 foi 0 que apresentou menor custo, provavelmente porque se tratar de
um produto de tradicdo internacional e bastante utilizado no mercado. Por outro lado, o kit Interkit
HIV 1 e 2 apresentou 0o maior custo, provavelmente por ser um produto recém apresentado ao
mercado, fabricado por empresa nacional. Os kits DPP Rapid Test HIV 1/ 2 e DS Rapid Test HIV

ndo participaram desta analise por ainda ndo estarem disponiveis para comercializagéo.

A legislacdo brasileira, seguindo as recomendacdes internacionais, proibe a utilizacdo de reagentes
e produtos relacionados a saude apOs vencimento da data de validade. Por outro lado, 0s
desempenhos analiticos observados em produtos vencidos, utilizados habitualmente para fins
didaticos, demonstram que muitos apresentam desempenho e estabilidade adequados. Foi com
esse intuito que se buscou avaliar o desempenho analitico de um TR ap0s expiracdo da data de
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validade. Utilizou-se no presente estudo o kit Alere Determine HIV-1/ 2, expirado h& cinco anos,
devido a sua disponibilidade e quantidade, pois havia sido doado h& alguns anos pela empresa
Alere para as aulas praticas do Departamento de Propedéutica Complementar da Faculdade de
Medicina da UFMG. Os resultados observados nesse kit foram superiores aos de outras marcas de
TR testadas no presente trabalho, ainda que dentro do prazo de validade. Mesmo tendo avaliado
um Unico Kit, seria plausivel pressupor também a preservagdo do desempenho analitico das demais
marcas de TR ap6s data de vencimento. Portanto, sem querer entrar no mérito financeiro ou até
mesmo que de seguranca ao paciente, fica a sugestdo para as empresas em reavaliar a estabilidade

de seus produtos, para quem sabe, prorrogar seus prazos de validade.

Se levarmos em consideragdo os critérios do MS3*' para uso diagnostico dos TR (sensibilidade
igual ou superior a 99,5% e especificidade igual ou superior a 99,0%), nenhum dos Kits avaliados
no presente estudo obteve sensibilidade e especificidade suficientes, mesmo diante de excelentes
resultados analiticos. Lamentavelmente, 0 Manual é falho na descricéo dos estudos utilizados para
a padronizagao destes valores®. Do mesmo modo, nem todas as instru¢des de uso de TR relatam
informacBes sobre quais testes de referéncia foram utilizados para calcular sensibilidade e

especificidade de seus Kits, nem mesmo a descri¢do da populacédo em que o TR foi testado.

Diante de tudo isso acredita-se que o fluxograma 1 da Partoria 29 do MS*%®, ainda no deve ser
utilizado para diagnéstico da infeccdo pelo HIV sem que haja um teste confirmatério, como a
carga viral ou até mesmo WB e IB, independentemente se utilizados em combinacdes, conforme
propde a portaria. Verificou-se que os testes rapidos foram muito sensiveis, o que ja era esperado
para um teste de triagem, mas eles foram pouco especificos, quando comparados aos testes
confirmatorios disponiveis. Isso porque, embora o numero de 228 amostras utilizadas foi
compativel com o célculo amostral, se projetarmos o percentual de resultados falso-positivos e
falso-negativos encontrados nos kits avaliados para a populagcdo geral, haveria centenas ou
milhares de pacientes com resultados incorretos, sem o tratamento adequado e transmitindo a
infeccdo para outros milhares. Logo, novos estudos sdo necessarios para avaliar ndo apenas outras
marcas de TR, mas também com volume populacional distintos para que se possa comprovar

possivel seguranca diagnostica da infecgdo pelo HIV apenas com TR, sem exames confirmatorios.

Ferreira Junior et al®*, em 2005, avaliaram sete diferentes TR comercialmente disponiveis no
Brasil e verificaram que destes, apenas quatro foram considerados aceitaveis para diagnéstico. No

presente estudo, dos oito kits avaliados, consideraram-se aceitaveis seis dispositivos.
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Finalmente, como ha diferencas de desempenho entre os TR j& disponiveis e validados pela
ANVISA é importante que os médicos saibam que tais discrepancias sdo passiveis de ocorrer e
que os resultados conflitantes com a clinica devem ser interpretados com cautela. Nos casos de
duvida, recomenda-se sempre a realizacdo dos testes convencionais de imunoensaio e
confirmatdrio. Além disso, vale ressaltar que todo ensaio, seja ele rapido ou convencional,

necessita de validacdo interna, conforme descrevem as boas praticas de laboratorio clinico.

O presente estudo apresentou algumas limitagdes, sendo duas dignas de nota:

- outros TR de fabricantes importantes no territorio nacional deixaram de ser avaliados. N&o
obtivemos resposta de varios fabricantes, mesmo apds constantes tentativas de contato;

- numero reduzido de amostras indeterminadas avaliadas. Tivemos dificuldades na obtencdo de

amostras indeterminadas com desfecho sorolégico conhecido.

Dando continuidade a essa linha de pesquisa, propdem-se 0s seguintes estudos futuros:

- avaliar o desempenho analitico e possiveis reacdes cruzadas na presenca de outros agentes
infecciosos (como HTLYV, virus da Hepatite, entre outros);

- pesquisar o desempenho analitico dos TRs em gestantes e em imunossuprimidos;

- comparar diferencas de desempenho dos TRs conforme a natureza da amostra: soro, plasma,

sangue total e fluido oral.
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7. CONCLUSOES

- Houve diferencas de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, razées
de verossimilhanca positiva e negativa e acuracia entre os oitos testes rapidos avaliados, sendo que

seis apresentaram desempenho analitico adequados.

- O padrdo de leitura dos kits Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog) e Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama
Diagnostica) foi inadequado, pela baixa qualidade do padrdo de leitura dos resultados. Portanto, a
utilizacdo desses kits na rotina assistencial deveria ser avaliada com cautela. J& os demais kits

apresentaram qualidade adequada, sem prejuizos no padrao de leitura de seus resultados.

- A maioria das instrugdes de uso apresentaram informacdes de facil compreensdo relacionadas
principalmente aos procedimentos de execugéo do teste. Por outro lado, boa parte delas deixou de
apresentar importantes questGes sobre a composicdo da fase sélida, antigenos detectaveis,
interferentes analiticos, reacBes cruzadas, reprodutibilidade, precisdo e forma de descarte do

material.

- Em relacéo ao preco dos testes rapidos, o valor medio dos kits mostrou-se acessivel, comparado

aos demais imunoensaios automatizados, levando-se em consideracéo a relacdo custo/beneficio.

- Na avaliacéo pareada dos TR, os Kits que apresentaram melhor concordancia entre os resultados
foram: Interkit HIV 1 e 2 e HIV Test Bioeasy; Alere Determine HIV 1 e 2 e Interkit HIV 1 e 2 e
HIV 1/2/0 Tri-line e Interkit HIV 1 e 2.

- A estabilidade do desempenho analitico do kit Alere Determine HIV-1/2 cinco anos apds
expiracdo da validade foi satisfatoria. Sugere-se a empresa avaliar possivel revisdo do prazo de

validade deste produto, sem prejuizo ao seu desempenho analitico.

Concluindo, as diferengas no desempenho analitico dos oito diferentes TR pesquisados para
deteccdo da infeccdo pelo HIV reforcam a ideia de que eles possam ser utilizados ainda apenas
como testes de triagem, sendo necessaria a realizacdo de testes confirmatorios para um diagnéstico
definitivo. Quanto a qualidade das instrucGes de uso, observou-se adequagéo da parte operacional,

mas ha necessidade de padronizacdo de informacdes do ponto de vista técnico-cientifico.
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ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG
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" Avaliagao da eficacia dos testes rapidos para o diagnostico da
infecgao pelo virus do HIV em humanos"
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Anexo 2 — Aprovacdo da Geréncia de Ensino e Pesquisa do HC-UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas

e cios s Geréncia de Ensino e Pesquisa

iz b (1 M

DECLARACAO

Declaramos para fins de comprovagio no Comité de Efica e pesquisa em seres
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Anexo 3 — Instrucgdes de uso dos testes rapidos avaliados
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interkit..

INSTRUCOES DE USO (versao Jul'is)
HIV1e2

Método Imunocromatografia

FINALIDADE

O kit HIV 1 & 2 & um et rapido imunocromatngrafic de fluxo lateral para detecydo &
diferanciagdo simulianea de anticompas antiHV-1 & anti-HIV-2 em sora, plasma ou sangue
total humano, Seu uso destina-se como um feske de inagem e como um auxilio no
diagnastico de infecgao por HIV (Virus da Imunodsficiéncia Humana). Qualouer amestra
realiva com o kit de HIV 1 & 2 deve ser confirmada com método alternativo de teste(s) e
achados dinicos. Exclusivg para uso em diagnastico Tin wilna™.

PRINCIPIO DE AGAD

O Kit HIV 1 @ 2 & um teste imunocromatografics de fluxo lateral. O dispositivo de leske &
consfitwido por: 1) um suporte da conjugado contendo antigeno de HIV-1 recombinants
conjugado com ouro coloidal (HIV-1 conjugade), anligero de HIV-2 recombinanis
canjugada com ouno coloidal (HIV-2 conjugada) & um anSicorpo controle conjugado com
ourg colaidal; 2) uma tira de membrana de rirocalulose contenda duas linhas de teste (1 8
2) & uma linha de controle (inha C) . A linha de teste 1 & revestida por antigeno de HIV-1
para a detecgdo de anficorpes para HIV-1, a linha de teste 2 & revestida por antigenc da
HIV-2 para a deteccdo de anlicorpes para HIV-2 e na linha C anlicorpo contrake
imohilizada.

Linhas de
Tesie 12

Lintia Cnkmi s —— e Cawdadsda Amosra

Quando um wolume suficients de amosra & dispensado na cavidade de amostra do
disposifive, a8 amastra migra por caplardade atrawés do mesmao. Anficorpos de HIV-1,
caso prasanies na ameefra, s Igardo aos antigenos de HIV-1 conjugades, onde o
imumocomplaxo & entdo caplurado palos antigenos HIV-1 imobilizados na memnbrana
formando uma linha de cor avarmehada na linha do testa, o que indica um resultado de
testa positive para HIV-1. Auséncia de cor na linha 1 sugere um resultado negafive ou nao
realivo para HIV-1. Anficorpos de HIV-Z, caso presentas na amosta, se Igardo aos
antiganos da HIV-2 conjugados, onde o imunocomplexo & entdo capturado pelas antigenos
HIV-2 imobiizades na membrana formando uma nha de cor avermelhada na iinha do
teste, 0 que indica um resultado de beste positiva para HIV-2. Auséncia de cor na linha 2
sugare um resuliado negativo ou ndo reafve para HIV-2. O teste contém um controle
inferna (Inha C) que deve apresentar uma linha de cor avermelhada alrawés da formacae
de um imunocomplexa enfre o conjugado & os anlicorpos imobilzadas independantements:
do desenvohimento de cor das inhas de teste. Se a linha G ndo se desenvalve, o
resultado do teste & invélido & a amostra deve ser festada novaments com auiro
dispositivo.

SIGNIFICADO CLINICO

O wirus da imunodeficiéncia humana (HIV) ¢ o agente causador da sindrome da
imunodeficiénaa adquirida (AIDS). A AIDS & caraclenizada pela munossuprassao profunda
associada a infecghes oporiunistas, lumores malignos, perda de peso e deganeracio do
sistama nervoso cenfral. A doenga apresenta mudanga significativa na populagdo de
Infocitas T (CO4), que possul um pagel impartants no sistema imunalogics. O individuo
com HIV ndo & capaz de produsir anticorpos em resposta aos antigencs mais comuns que
nele penefram, levando a uma imunidade debiitada onde a pessoa toma-sa susceptivel a
diverses micro-organismas. O HIV & um refrovirus com genoma RMA, 580 encontradas 2
tipos de HIV (HIV-1 & HIV-2), sendo o HIV-1 mais predominanie. A AIDS pode ser
transmilida abravés do contato sexual, da transiusio de sangue contaminado, da mée para
0 bebé durante a gravidez ou na amamentagdo e ainda pala reutiizagdo de seringas &
aguihas anfe os usudnios de drogas injelaveis. O teste rapedo HIV 1 e 2 & uma ferramenta
de diagnostico rapida e efidenie para awdliar na debecgdo & diferanciagio de anticorpos
contra HIV (HIV-1 e HIV-2) em soro, plasma & sangue fofal.

REAGENTES

Apresentagio 25 testes:

1. Dispositivo de Tests (cassets): 25 embalagens individusiments Iscradas, contendo 1
de teste cada.

2. Dilvente de Amostras: 1 frascocom SmL

3. Tuba Capilar

MATERIAIS NECESSARIOS NAD FORNECIDOS
Reldgio ou crondmetro.

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

1. s datas de fabricag3o e validade aparecam no rofulo da embalagem.

2. N@o usar reagentes cuja data de valdade tenha expirado.

1. Tadee os reagentes estio prontos para uso & devem ser fransportados & amazenados
entra 15-25°C.

4. O disposiivo de teste & estivel até a data de validade impressa na embalagem. Nao
congelar o kit ou axpor a temperatura acima de 30°C.

PRECAUGOES E CLIDADOS ESPECIAIS

1. A instrugao de uso (IU) deve ser ida completamente antes de realizar o teste.

2. Samenta para uso diagnasticn i vire.

3. Falha a0 saguir a I pede resultar em um beste impreciso.

4. Abrir a embalagem somenta no momento da realizagio do ensan.

5. Nao uiilizar dispositives com data de validade expirada.

6. Deixar bodos o5 reagentas & tamperatura amiients (15-25°C) antes dousa.

7. Map usar componenies de outro kit como wm substitubo para as componanies deste kit
B. Nao misturar ou trocar diferentes lokes de reaganies.

5. Nao usar amostas de sangue hemolisadas para os testes.

10. Usar roupas de protegdo e luvas descartiveis ao manusear os reagentes, confroles @
amaslras clinicas.

11. Lave bam as méos aps a realizacdo do testa.

12. Os usudrios deste teste devem saguir as precauches de acardo com a legislagio
vigente para a prevengao da bransmissao do HIV, HBY e oukros patbgencs transmissiveis

pelo sangue.

13. Nao comer, baber, fumar, armazenar, preparar alimentos ou aplicar cosmélicos dentra
ta area de frabalho onde reagentas e amostras estiveram sando manuseados.

14. Az amosiras devem ser descariadas, apas o uso, em racipientes aspacificos.

15. No dispensar em colefores de lixo comuns au na reda de gua e esgoio.

16.Todo o matedal biclogico deve ser processado como sando  polsncalments
contaminanbe.

17. A infrepretagio dos resultados do teste deve ocomer no prano de até 15 minutos depais
qua a amastra & aplicada ao pogo.

18. Néo ler apds 20 minuios, para evitar resuliadas imprecsos.

19. N&o realizar o teste em uma sala com o fuxo de ar forte como ventilador ou ar
condicionada forte.

AMOSTRA
Soro ou plasma (EDTA, diralo ou heparina) e sangue tatal.

Seen ou Plasma

Separar em outro fubo o soro ou plasma logo apds a centrifugacio. Apbe a coleta da
amostra, testar o espécime 186 logo possivel,

Sei rafrigaragdo (2-8°C), as amostras de soro ou plasma s80 estivess par 5 dias. Para um
armazenamenta prolongado, as amastras deverdo ser conpeladas a -20°C. Evitar muliplos
ados da congelamenta @ descongslamento. Antes do tesbe, a5 amostras congeladas
davemn ser deixadas em temperatura ambiente para o descongelamento lanio & agiagdo
suave. As amosiras contenda pariculas visivels devem ser clarificadas per canbrifugago
antes dos festes. Nao ulilizar amostras com lipemia, hemblise ou furbider, a fim de avitar a
interferéncia na interpretagao dos resultades.

Sangue batal

Gotas de sangue total podem sar obidas por pungao na ponta do dedo ou pungdo vencsa.
Mo usa nenhum sangue hemalsada para bestas.

Ampstras de sangue tolal devern ser armazenadas sob refrigeragio (2-8°C) casa nde
sejam bestadas imediatamenta. As amostras devemn ser testadas no prazo de 24 horas
apte a coleta

PROCEDIMENTO

1. Deixar a amosta eslablizar & temperalua ambiente se refrigerada ou congalada.
Homogeneizar bem a amostra anbes do ensaio, uma vez descongelada.

2. Quando estiver prontn para testar, abra a embalagem & remova o dispositivo de teste
colocanda-o scbre uma suparfice plana ¢ impa.

3. Idenfificar o dispositiva com o nimero & ou nome do pacianbs.

4. Dosapem sangue fofal, Soeo ou plasma:

Apiicar com a micropipeta 20 pL oe sangue total, soro ou plasma na cavidade destinada &
amostra. Para malhor precsdo, ulilizar uma pipeta graduada de 20 pl Carfificar que ndo
ha balhas de ar.

Em sequida, adicionar, imediataments, 2 gotas {cerca de G0-80pL) de diuents de
amasiras, na mesma cavidads.

—_— e Eesultada
15 MiFalins
I gatas de
20 L. da amostra [
5. Cronometrar o fempo.

6. Os resullados devemn ser dos em 15 minutos. Resullados posifives podem ser
shservados com 1 minubo. Néo ler o resultado apds 20 minutos, para evitar rasuliados
imprecisos. Dascartar o dispositive de teste apds inberprelar o resultado.
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IMTERPRETAGAD DO RESULTADO

1. RESULTADO NEGATIVO: Sa apenas a inha C aparecar no dispositiv, 0 ensaio indica
que o5 niveis de anti-HV-1 & an-HN-2 na amostra ndo foi debectada. O resuliada &
negafiwe ou ndo reativo para HIV-1a HIV-2.

2. RESULTADO POSITIVO:
2.1. Se ambas as linhas C a linha de leste 1 aparecerem no dispesitivg, 0 ensaio indica a
presenca de anficorpos anti-HIV-1. O resultado & HIV-1 positive cu reativa,

2.2 Se ambas as linhas C a linha de feste 2 apareceremn no dispositiva, 0 ensaio indica a
presanca de anficorpos anti-HIV-2. O resuliado & HIV-2 positive ou reativa,

2.3 Se apareceram as linhas C e ambas as linhas de teste (1 e 2) no dispositivo, o ensaio
indica gue a amaosira contém anticorpos anti-HIV-1 & anti-HIV-2. O resuliado & HIV-1 & HIV-
2 positives au reativos. Para diferanciagio do fipo de mfeccdo palo vires WV, wids igpica
Limitagies do Teste, nesla instrugdo do uso.

mamrﬁﬂmﬂﬂam;ma»mmmm'
l!ﬁ:ﬁm'm.
3. INVALIDO: Se a nha C ndo aparecsr no dispostvo, o ensaio & invalido

independentements do desenvolvimenio de cor nas linhas de leshe, como indicade abaieo.
Fepita o testa com um novo dispasitiva.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade: & sensibilidade relativa do beste & de 100%.

Exatidio: 99, 9%.

Precisio:

Repefibilidada: Realizacdo de § delerminagies de uma mesma amosha sabidaments
positiva 8 oulra negativa, oblendo-se os seguintes resuliados:

Amostra | Referdncia Resultada
AN Puositivo 100 Positvo
AM2 Negative 1002 Megafive

Beorodufibibdade; Fealizagio da § determinacies da uma mesma amostra, sabidamente
positiva & oulra negativa, realzada por operador diferante, oblendo-sa os seguintes
resultados:

Amostra | Referdncia Resultada
AN Puositivo 100" Positvo
AM2 Negative | 100% Negafvo

INTERFERENTES

Substincias comuns (como anticoagulantes e componentes do sangue) padem aletar o
rcomporiamento de alguns testes. Estudos demonstraram que Albumina 50 giL, Glicoss 55
mmall, hamoglobina 2 g/, EDTA 3,4 pmolL e heparina 3 U/L nég afstam o desampanho
o leste.

LIMITAGOES DO TESTE

1. O Procedimento Técnico @ a Intemretago do Resufiado devern ser rigorosamenta
sequidas para detectar & acompanhar a presanga de anticorpos para HIV em soro, plasma
ou sangue de wn pacenie. Mo seguir o procedimento pode fomecer resuliados

IMprecsas.

2 0 Kit de HIV 1 & 2 & limitade & detecgio qualitativa de anticorpos para HIV (HIV-1 e HIV-

) em soro, plasma e sangue total humane. A intensidade da linha de ensaio ndo bem

nertuma comelagio inear com os titulos de anticorpos na amostra,

3. U resultado negative pode indicar que o nivel de anbicomas para HIV-1 & HIV-2 ndo &

datactavel Mo entanto, um resultado negativo ndo exdui a possbildade de exposicio ou

infecyEo par HIV-1 afoy HIV-Z

4. Come ilustrado no fopico interpretacdo do resuliado, as trés linhas de teste (C, 18 3)

podam desenvolver quando bestadas com amostras confendo concentragio elevada de

anticorpas da HIV-1. Para diferenciar e solucionar a reago cruzada, diluir a amosira 1:50

ou 1:100 com dilvents de amostra, em sequida, realizar um nowo leste com nove

dispositvo de feste. Apenas a linha C e alinha da teste 1 aparecara caso a amastra seja

pasitiva para HIV-1. Neste caso, se aparsceram as linhas C, 1 & 2 o tests indica a
da anficorpas para HIV-1 & HIV-2.

5. Se os sinlomas persistirem mesmo com o resultado do lesle sendo ndo realivo, &

recomendanda colatar nova amastra do pacents & realizar novo teste alguns dias degois

ou fesfar com um método alsrmativa.

B. Algumas amas¥as contendo alios Biulos de anficorpos halerdfilos ou fator reunatdide

podem fornecer resultades imprecisos,

7. O resultados oblidos com este leste 58 devem ser inferpretados em conunlo com

outros procedimentos de diagnastico e achados dinicos.
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Instrucoes de Uso
DS Rapid Test HIV - Ref. 711

ANVISA XXXXXXXXXXX

FINALIDADE

Sistema para detecgao qualitativa rapida de anticorpos anti-HIV-1/2 em amostras de soro, plasma ou sangue total.
Uso profissional.

[Somente para diagnéstico in vitro.]

PRINCIPIO

DS Rapid Test HIV - Labtest consiste de uma membrana com antigenos sintéticos de HIV 1 e 2 (HIV 1A - peptideo gp41; HIV 1B -
peptideo gp120 e HIV 2A peptideo - gp36) imobilizados na linha teste e proteina A imobilizada na linha controle. A proteina A
apresenta elevada afinidade por Imunoglobulina (Ig) G humana e moderada afinidade por IgM, IgA e IgE humanas. Durante a
execucao do teste a amostra é colocada em contato com nanoparticulas de ouro, conjugadas com proteina A, que capturam as
imunoglobulinas. Ap6s a adicao do Tampao de Corrida, as nanoparticulas de ouro ligadas &s imunoglobulinas se movem
cromatograficamente através da membrana por acao capilar. Na existéncia de anticorpos anti HIV1/2 na amostra, uma linha de cor
rosa ou roxa se forma na regido teste, onde os antigenos de HIV estao imobilizados, significando que a amostra é reativa. Na
auséncia de anticorpos anti-HIV, nao ha formagao de linha résea/roxa na regido teste, indicando que a amostra é nao reativa. As
nanoparticulas de ouro com as imuglobulinas continuam a migragao pela membrana e sao capturas na posigao controle, levando a
formagao de uma segunda linha rosa ou roxa, confirmando que o teste se processou de maneira adequada.

A formacao de duas linhas réseas/roxas indicam que a amostra € reativa, e a formagao de uma so linha na posi¢ao controle indica
que a amostra € nao reativa.

A auséncia da linha résea/roxa na posicao controle indica que o teste nao se processou adequadamente e que deve ser repetido

CARACTERISTICAS DO SISTEMA

0 DS Rapid Test HIV - Labtest foi desenvolvido para detectar anticorpos anti-HIV-1/2 em amostras de soro, plasma ou sangue total,
utilizando antigenos siniéticos do virus. com elevadas sensibiidade e especificidade. A possibilidade do uso de diferentes tipos de
amostra confere versatilidade ao sistema.

0 sistema nao necessita de equipamento especial para a realizagao dos testes, o que torna extremamente pratica sua utilizagao.

METODOLOGIA

Imunocromatografia.

Reagentes e materiais auxiliares
1. Tiras de Reagao - Armazenar entre 8 — 30 °C.

Contém conjugado ouro coloidal-Proteina A, antigenos sintéticos de HIV 1/2 e Proteina A imobilizados em membrana de
nitrocelulose. Nao congelar. No momento da realizacao do teste, as tiras de reagao deve estar entre 18 - 30 °C.

T e - 0
2. Tampao de Corrida — Armazenar entre 8 - 30 °C

Contém tampao pH 9,5, tensoativo nao idnico 0,1%, estabilizantes e azida sodica 0,20%. Nao congelar. No momento da realizagao
do teste, o Tampao de Corrida deve estar entre 18 — 30 °C.

3. Alga Coletora de Amostra — O volume coletado ¢ igual a 5 pL.
4. Suporte para Tira de Reagao
Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condicdes indicadas sao estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.

Apos abertos, os reagentes devem ser manuseados de acordo com as boas praticas de laboratorio para evitar contaminagées de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugao da estabilidade.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na manipulagao de amostras e reagentes.

Se o produto estiver armazenado em local refrigerado, deve-se esperar que ele atinja a temperatura ambiente (18 — 30 °C) antes de
ser manuseado. Nao abrir o recipiente de armazenamento das tiras ou Tampao de Corrida antes que atinjam a temperatura
ambiente.

Abrir o recipiente contendo as tiras reativas imediatamente antes do uso. Selecionar a quantidade a ser utilizada e, em seguida,
fecha-lo. Certificar-se que o recipiente esta bem vedado.

As Tiras de Reacao devem ser utilizadas para a realizagdo dos testes imediatamente ap6s a sua remogao do recipiente de
armazenamento.

Nao misturar reagentes de lotes diferentes e nao utilizar reagentes vencidos'.
Utilizar somente ponteiras descartaveis para pipetar cada amostra.

0 Tampao de Corrida (R2) contém azida sodica, que € toxica. Nao ingerir e, no caso de contato com os olhos, lavar imediatamente
com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagoes de
chumbo ou cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de dgua para descartar os reagentes.

Para descartar os reagentes e 0 material biol6gico, sugerimos aplicar as normas locais, estaduais ou federais de prote¢ao amb iental.

MATERIAL NECESSARIO E NAO FORNECIDO

Micropipetas e ponteiras descartaveis para medir amostras, caso nao seja utilizado a Alga Coletora de Amostra.
Material para realizacao de puncao transcutanea.

Cronbmetro.

AMOSTRA

Usar soro, plasma (citrato, heparina ou EDTA) ou sangue total. O analito é estavel por 3 dias se mantido entre 2 — 8 °C. Armazenar a
amostra de soro ou plasma em temperatura igual ou inferior a 20 °C negativos por até 6 meses em recipiente hermeticamente
fechado para evitar evaporagao. A amostra de sangue total ndao deve ser congelada. Assegurar que as amostras estejam
descongeladas e homogeneizadas antes da sua utilizagao. Particulas em suspensao devem ser eliminadas por centri cdo. As
amostras nao devem ser inativadas pelo calor, pois podem produzir resultados incorretos. Nao usar amostras com sinais de
contaminagao ou amostras congeladas e descongeladas repetidas vezes.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparagao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra podem ser muito maiores que 0S erros ocorridos no
procedimento analitico.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue nao transmitem infeccoes, todas elas devem ser
consideradas como potencialmente infectantes. Portanto, ao manused-las, deve-se seguir as normas de biosseguranca.

INTERFERENCIAS

Reatividade cruzada

Para as condicées médicas avaliadas, citadas na tabela abaixo, nao foram observadas reagoes cruzadas com o DS Rapid Test HIV —
Labtest.

Condigao Médica
CMV IgM

EBV IgG

HBV

HCV

HSV

Vzv

Rubéola

Anticopo Anti-nuclear (ANA)
HTLV-1/Il

Sifilis

Tuberculose

Outros interferentes:
Fator reumatoide até 80 UI/mL, hCG até 550 Ul/mL. Nao foi observada interferéncia para amostras lipémicas, ictéricas ou
hemolisadas.

Pacientes sob tratamento com Terapia Antiretroviral Altamente Ativa (HAART) podem apresentar resultado falso negativo.



PROCEDIMENTO

As amostras e o produto devem estar entre 18-30 °C antes de iniciar o ensaio.

0Os ensaios devem ser realizados sobre uma superficie plana e em local bem iluminado.

Procedimento do teste
1. Destacar a quantidade de Suportes para Tira de Reagdo que serao utilizados. Identifica-los com informagdes do paciente

2. Retirar do frasco de armazenamento a quantidade de Tiras de Reagao que serao utilizadas para a realizagao dos testes. Evitar
contato com membrana de nitrocelulose e regido de aplicacao de amostra. Fechar o frasco imediatamente apos retirar as Tiras de
Reacao.

3. Remover os protetores do adesivo no verso da Tira de Reacao e cola-la no Suporte para Tira de Reacao.

3 ID D
G o= o \ =
2 = | a

b |
3 < 2
<
E
iz =
i 2 ‘ ER

] < 1 5
o = Colar = |
2 2 = . 3 3

< \
5 ‘ c
3 le
O [

T T
. ¢ 5

4. Coleta de amostra

Pungao transcutanea:

Seguindo as boas praticas laboratoriais, puncione o dedo do paciente e limpe a primeira gota de sangue.

Posicione o0 anel da Alga Coletora de Amostra sobre a segunda gota de sangue, permitindo que se forme uma camada de sangue
dentro do anel do coletor. Nao pressione o dedo do paciente durante a pungdo, a pressao exercida pode promover a liberagao de
liquido intersticial além do sangue.

Soro, Plasma e Sangue Total

Pipete 5,0 pL de soro, plasma ou sangue total ou utilize a Alga Coletora de Amostra.

Dispense 5,0 L da amostra no local destinado a aplicacao da amostra (identificado pelas setas na Tira Reativa e a letra S no
Suporte da Tira de Reacao).

Para utilizar a Alga Coletora de Amostra, introduza o anel do coletor de amostra no tubo de coleta, permitindo que se forme uma
camada de amostra dentro do anel do coletor e encoste o anel da Alca Coletora de Amostra no local destinado a aplicagao da
amostra, Retire a Alca Coletora de Amostra somente ap6s a amostra ter sido completamente absorvida. Descarte a Alga Coletora de
Amostra
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5. Logo em seguida, adicione 3 gotas do Tampao de Corrida no local de aplicagao de amostra. Espere que a gota aplicada seja
completamente absorvida antes da aplicacao da proxima. Caso o liquido ndo se mova pela membrana em 2 minutos, aplicar uma
gota adicional do Tampéo de Corrida.

6. Realizar a leitura dos resultados entre 15 e 20 minutos apos a adicao do Tampao de Corrida. Nao realizar leitura dos resultados
apos 20 minutos.

Observacao. Apos a aplicacao do Tampao de Corrida pode ocorrer delaminacao da membrana para aplicacao da amostra, o que nao
afeta o desempenho do teste.
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TESTE INVALIDO

INTERPRETAGAOQ DOS RESULTADOS

Nao reativo: ocorre a formagao de uma linha rosea/roxa na posigao controle e auséncia de linha colorida na posigao de teste.

Reativo: ocorre a formagéo de uma linha rosea/roxa na posicao teste e outra linha résea/roxa na posigao controle. Mesmo quando a
linha da posig4o teste apresentar fraca intensidade, a amostra deve ser considerada reativa.

Nao considerar qualquer resultado apos decorridos 20 minutos do inicio do teste.

Invalido: a auséncia de formagao da linha controle ap6s 15 minutos indica um erro de procedimento ou deterioragao do sistema e 0
teste deve ser considerado como inadequado.

Todas amostras que forem reativas em um teste rapido, devido a este ser um ensaio auxiliar no diagnostico pela infeccao do HIV,
devem ser analisadas por um ensaio complementar, como Western Blot ou imunoflourescéncia indireta. Testes rapidos podem ser
utilizados como (nica metodologia para diagnostico de infecgéo pelo HIV desde que atendam os requisitos definidos pela portar ia n®
29, de 17 de dezembro de 2013".

CONTROLE DA QUALIDADE

A formagao de uma linha rosea/roxa na posigao controle ¢ indicativa de um desempenho adequado do procedimento. Além disso, 0
campo de reagao pode apresentar fundo com aspecto levemente réseo, de forma que nao interfira na leitura do resultado do teste.
Para assegurar que o0 sistema nao foi adversamente afetado e que 0§ niveis idos de desempenh 0

associar um sistema de controle da qualidade, usando duas amostras conhecidas, sendo uma negativa e outra positiva.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO™

Estudos de Comparagao

0s estudos de comparagao de métodos foram realizados utilizando 1079 amostras positivas ¢ negativas ensaiadas com o sistema
DS Rapid Test HIV - Labtest e plataforma similar como método comparativo, obtendo-se sensibilidade relativa de 100% e
especificidade relativa de 99,7%.

DP Rapid Test HIV
Método Comparativo Positivo Negativo
Positivos 421 0
Negativos 2 656

Adicionalmente foram realizados estudos comparativos utilizando painel de soro comercial. O sistema DS Rapid Test HIV — Labtest
apresentou desempenho semelhante a testes imunoenzimaticos e Western Blot.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio
A imprecisao intra-ensaio foi verificada pela avaliagao de 10 replicatas de duas amostras reativas, utilizando trés lotes do produto. A
concordancia entre os resultados obtidos foi de 100% em todos 0s testes.

Reprodutibilidade - Imprecisao inter-ensaio
A imprecisdo total foi verificada pela avaliagao de 24 paingis sorologicos, utilizando dois lotes do produto. A concordancia entre 0s
resultados obtidos foi de 100% em todos os testes.

SIGNIFICADO CLINICO

0 virus da imunodeficiéncia (HIV) p a0 género L inss da familia Retroviridae e foi descoberto em 19837, Existem
dois tipos de HIV: o HIV-1 e 0 HIV-2. 0 HIV-1 ¢ mais virulento e € 0 tipo predominante no mundo enquanto que HIV-2 esta restrito a
Africa ocidental®. Dentro desses dois tipos de virus existem varios subtipos. O HIV-1 se divide em subtipos M e 0. 0 HIV-2 se divide
em subtipos A, B, C, D e E. Apesar das diferengas biologicas, sorologicas e genomicas, os varios subtipos de HIV-1/2 apresentam
uma reatividade antigénica cruzada“.

0 virus infecta células do sistema imune humano, como linfécitos, macréfagos e células dendriticas. A entrada do virus na célula é
mediada pela interagéo da proteina gp120 do virus com a molécula CD4 e com o receptor CCR5°. A medida que se multiplica, o HIV
mata os linfocitos T CD4+, que tém papel central na resposta imune celular. Com a baixa dos linfocitos T CD4+, a resposta imu ne
celular deixa de funcionar adequadamente. Esse quadro ¢ conhecido como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) . Durante
a AIDS, diversas infecgbes oportunistas se instalam, inclusive de microrganismos que, em pessoas saudaveis, nao causam
doengas. Um individuo pode ficar infectado décadas com o HIV, porém, ao desenvolver a AIDS, a sobrevida média gira em torno de
9 meses’.

A transmissdo do HIV se da por trés vias principais: contato sexual sem protecao, contaio com sangue contaminado (incluindo
transfusdes de sangue e uso de seringas contaminadas) e transmissdo de mae para filho durante a gravidez, o parto ou 0
aleitamento materno.
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INFORMAGOES AO CONSUMIDOR

[Termos e Condigdes de Garantia]
A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das especificagoes até a data de expiragao indicada nos rétulos,
desde que os cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rotulos e nestas instrugoes sejam seguidos corretamente.

Servigo de Apoio ao Cliente
Telefone 0800-031-3411 - Ligagao Gratuita
e-mail: sac@labtest.com.br

Labtest Diagnéstica S.A.

CNPJ 16.516.296 / 0001 - 38

Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa - Minas Gerais - Brasil - 33400-000

Telefone (31) 3689-6900

Fax (31) 3689-6901

www.labtest.com.br Edicao: Novembro, 2015.
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HIV TEST BIOEASY
Cédigo: 03FK10

1.Explicagdo doteste

O HIVTEST BIOEASY é um teste rapido para detecgao qualitativa de anticorpos de
todos os isotipos (IgG, IgM, IgA) especificos para HIV-1, incluindo grupo O e HIV-2
simultaneamente em soro, plasma e sangue total humano.

O produto HIV TEST BIOEASY contém uma tira membrana pré-revestida com
antigenos de captura HIV-1 recombinantes (gp41, p24) na linha de teste 1 do teste e
antigenos de captura HIV-2 recombinantes (gp36) na linha de teste 2,
respectivamente. O antigeno recombinante HIV 1/2 (gp41, p24 e gp36) - conjugado
ouro coloidal e a amostra se movem cromatograficamente ao longo da membrana
para as regides de teste (T) e formam uma linha visivel a medida com que o
complexo antigeno-anticorpo-particulas de ouro coloidal se conjuga com um
elevado grau de sensibilidade e especificidade.

O dispositivo contém os caracteres 1 (Linha teste HIV-1), 2 (Linha Teste HIV-2)e C
(Linha Controle) na superficie da estrutura. Nenhuma das linhas (Controle ou
Testes) é visivel na janela de resultados antes da aplicagao da

ALinha Controle (C) é utilizada para procedimentos de 8:.36 AlLinha Controle (C)
deve sempre aparecer, indicando que os procedimentos de teste foram realizados
adequadamente e que os reagentes estao funcionando corretamente.

2. Materiais fornecidos

O kit do teste HIV TEST BIOEASY inclui os seguintes materiais para realizagao do
ensaio:

- Dispositivos de teste embalados individualmente com dessecante.

- Diluente de ensaio.

Outros materiais necessarios fornecidos:

-Lanceta

-Tubo Capilar

- Instrugbes de uso.

e estabilidade do kit

3.P coes/A g
1) O teste deve ser armazenado entre 1 e 30°C. Ndo armazenar em geladeira. Nao
congelar o kit ou os seus componentes.

2) Oteste ésensivela csamam eaaltatemperatura.

3) Reali o teste | apo6s remové-lo da embalagem de aluminio
individual.

4) Nao utilizar o teste apos a data de validade.

5) O prazo de validade do kit & indicado na parte externa de sua embalagem.

6) Nao utilize okitse a individual estiver danificada ou o selo violado.
7) Descartar o teste se houver qualquer alteragdo de cor do dessecante (silica) de
amarelo para verde. Essa ¢ao indica de umidad:

s

Amarelo—>

S8 —Verde

8) Nao reutilize o dispositivo de teste.
9)A utilizagao do produto deve ocorrer sob temperatura ambiente (15~30°C).

4.Avisos

1) Somente para o diagnéstico de uso in vitro.

2) Nao comer ou fumar durante o manuseio de amostras.

3) Usar luvas de protegdo ao manipular as amostras. Lavar bem as méaos ap6s o
procedimento.

4) Evitar respingos ou formagao de aerossol.

5) Limpar os respingos utilizando um desinfetante apropriado.

6)Descontaminar e descartar todas as mBOm:mm x_a de Bnomo e materiais
potencialmente contaminados, como se f tes, em um
recipiente de risco biolégico.

7) Nao misturar e trocar amostras.

8) Anticoagulantes, tais como heparina, EDTA e citrato de sodio ndo afetam o
resultado do teste.

9) A utilizagao de amostras hemoliticas, amostras lipidicas, ictéricas, contendo
fatores reumatdides sdo amostras que podem afetar o resultado do teste.

5. Coleta de amostras, armazenamento e precaucgdes
7> Sangue total
[Coleta por pungao venosa)

1) Coletar o sangue total em tubo de coleta (contendo anticoagulante, como por
exemplo, heparina, EDTA ou citrato de sédio) por pungao venosa.

2) Caso a amostra de sangue nao for imedi: e di
entre2e8°C.

3) Quando conservada entre 2 a 8°C a amostra deve ser usada em até 3 dias.

4) Para periodos de armazenamento maiores que 3 dias, o congelamento é
recomendado. As devem ser trazidas a ambiente (15a 30°C)
antes do uso. Utilizar amostras de sangue coletadas :» mais de 3 dias pode causar
reagdes inespecificas.

refrigerar

[Coleta usando lanceta]

1) Limpar a area a ser lancetada utilizando gaze embebida em alcool.

2)Apertar a extremidade final do dedo e lancetar proximo & lateral.

3) Coletar 20uL de amostra utilizando o Tubo Capilar. Com a extremidade vermelha
voltada para cima, encostar a extremidade oposta na gota de sangue.

J>  SoroouPlasma

1) [Plasma] Coletar o sangue total em tubo de coleta (contendo algum
anticoagulante, como por exemplo, heparina, EDTA ou citrato de sodio) por pungao
venosa e entdo centrifugar para obter somente o plasma.

[Soro] Coletar o sangue total em tubo de coleta (que ndo contenha
anticoagulante) por pungdo venosa, deixar em repouso por 30 minutos para
coagulagao do sangue e, em seguida centrifugar a amostra para obter somente o
soro sobrenadante.

2) Caso as amostras de plasma ou soro nao sejam testadas imediatamente, deve-se
refrigerar entre 2 a 8°C. Para periodos de armazenamento maiores que 2 semanas,
o congelamento é recomendado. As amostras devem ser trazidas a temperatura
ambiente (15a 30°C) antes do uso.

3) Amostras de plasma ou soro que apresentarem qualquer precipitagdo podem
causar resultados inconsistentes. Tais amostras devem ser clarificadas antes do
ensaio.

6. Procedimento do teste

1. Remover o dispositivo da embalagem de aluminio e coloca-lo sobre uma
superficie limpa, seca e plana.

2. Reservaro Tubo Capilar e alanceta.

3. Limpara areado dedo a ser lancetada utilizando gaze embebida em alcool.

4. Apertar a extremidade final do dedo a ser lancetado.

5. Fagaaordenhado dedo paraa sangria. Produzir uma gota de sangue espessa.
6. Aspirar o sangue total emergente com o auxilio do Tubo Capilar, preenchendo
todo o seu volume cuidadosamente a fim de evitar a formagao de bolhas.

7. Encostarlevemente o Tubo Capilar na cavidade da amostra (S) até que o volume
aspirado seja transferido naturalmente para o . Sobrara um volume morto
que nao se deslocara do Tubo Capilar.

8. Imediatamente ap6s a colocagao da amostra, adicionar 4 gotas
(aproximadamente 120ul) do diluente de ensaio na mesma cavidade (S) onde foi
colocada a amostra.

9. No inicio da reagao, vocé observara uma cor roxa em toda janela de resultado
(no centro do dispositivo de teste).

10. Interpretar o resultado entre 10 e 20 minutos. Nao interpretar antes de 10 ou
depois de 20 minutos.

Atencgéo: Se a cor de fundo nao possibilitar distinguir o resultado do teste (apés
adicionado o diluente) e este nao for legivel apos 10 minutos, volte a consultar o
resultado no periodo de 20 minutos. Apos os 20 minutos, nao interprete nenhum
resultado. Repita oteste.
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7.Interpretacédo do teste

1)Umalinha ida ap: a do lado esquerdo da janela de resultados indicando
que o teste esta funcionando corretamente. Esta linha é a Linha Controle (C).

2) Uma ou duas linhas coloridas aparecerao do lado direito da janela de resultados.
Estas sdo as linhas de teste HIV-1e HIV-2.

Resultado Nao reagente: Quando aparecer somente uma linha colorida na janela
de resultados, a Linha Controle “C", como indicada na ilustragao.
Estalinha deve aparecer em todos os testes.
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Resultado Reagente:

A presencga de duas linhas coloridas na janela de resultados, Linha Controle “C" e
Linha Teste “T1", independente de qual linha aparecer primeiro, indica um resultado
reagente para HIV-1.
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A presenga de duas linhas coloridas na janela de resultados, Linha Controle “C" e
Linha Teste “T2", independente de qual linha aparecer primeiro, indica um resultado
reagente para HIV-2.
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Apresenca de trés linhas coloridas na janela de resultados, Linha Controle “C", Linha
Teste “T1" e Linha de Teste “T2", independente de qual linha aparecer primeiro,
indica um resultado reagente para HIV-1 e/ou HIV-2.

Nota: Se a intensidade da cor da Linha “T1" for maior que da Linha “T2", interpretar o
resultado do teste como HIV-1 reagente.

5 4

Nota: Se a intensidade da cor da Linha “T2" for maior que da Linha “T1", interpretar o
resultado do teste como HIV-2 reagente.

Atengao: Infecgdo dupla de HIV-1 e HIV-2 em um individuo & bastante rara.
Reatividade dupla, ou seja, Linha “T1" e Linha “T2" reativas, observada no HIV TEST
BIOEASY é mais provavel de ser causada por reatividade cruzada dada certa
homologia nas sequéncias de aminoacidos do HIV-1 e HIV -2. Para determinar o tipo
de virus ou diagnosticar uma co-infecgdo, um teste de confirmagao tem de ser
executado.

Resultado Invalido: Quando a Linha Controle “C" nao aparecer na janela de
resultados dentro de 20 minutos ap6s ter adicionado o diluente. Neste caso, o teste
deve ser considerado invalido. Algumas causas de resultados invalidos sdo: ndo
seguir corretamente as instrugdes de uso; teste com a data de validade
ultrapassada; amostras armazenadas por um longo periodo. Recomenda-se repetir
o ensaio utilizando um novo dispositivo e uma nova amostra

war e v

8. Limitagoes do teste

1) Embora um resultado reagente possa indicar infecgao pelo virus HIV-1 e HIV-2, o
diagnostico de AIDS somente pode ser feito mediante informagdes clinicas e se o
paciente atende a definigao de caso de AIDS estabelecidos pelo Centro de Controle
de Doengas (Centre of Disease Control - CDC - Orgdo americano de controle de
doengas). Para que repeti te apresentarem resultados reagentes,
devem ser feitos testes suplementares adicionais.

2) Um teste imunocromatografico isolado ndo pode ser utilizado para diagnosticar
AIDS mesmo que os anticorpos contra HIV-1 e HIV-2 estejam presentes na amostra
do paciente.

3) Um resultado nao reagente em qualquer momento nao exclui a possibilidade de
uma infecgao HIV-1/HIV-2. Persistindo a suspeita clinica, repetir o teste apos 30
dias.

9. Controle de qualidade interno

O dispositivo do HIV TEST BIOEASY mostra os caracteres "1", "2" e "C" sobre sua
superficie para identificar a localizagao da Linha Teste “T1" (HIV-1), da Linha Teste
“T2" (HIV-2) e da Linha Controle “C" na janela de resultado. Estas linhas na@o sao
visiveis antes da aplicagdo da amostra. A Linha Controle é usada para controle
processual. Uma Linha Controle visivel confirma que o diluente foi aplicado da
maneira correta e que os componentes ativos do teste estao funcionando, mas nao &
aconfirmagao de que a amostra tenha sido adequadamente aplicada.

10. Caracteristicas de desempenho
1) Sensibilidade e Especificidade

Comparando-se o HIV TEST BIOEASY e o HIV ELISA comercial, os resultados
foram: Sensibilidade de 100% (187/187), Especificidade de 99,8% (511/512).

2) Precisao

O HIV TEST BIOEASY foi testado com amostras clinicamente reagente e nao
reagente comprovadas através de um teste HIV ELISA. Os resultados mostram que
oHIVTEST BIOEASY & muito preciso em relago ao kit de HIV ELISA.

A precisao intra-ensaio foi determinada utilizando-se 10 replicatas de 4 diferentes
amostras contendo diferentes concentragbes de anticorpos. Os resultados
reagentes e nao reagentes foram identificados em 100% das vezes.

A precisdo entre-ensaio foi determinada utilizando-se 4 diferentes amostras
contendo diferentes concentragdes de anticorpos em 3 diferentes replicatas com 3
diferentes lotes de tiras. Novamente os resultados reagentes e nao reagentes foram
identificados em 100% das vezes.

Referéncia HIV TEST BIOEASY Total

Método Resultado Reagente Nao reagente
Reagente 187 0 187
ELISA Comercial |55 reagents 1 511 512
Total 188 511 699
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Atengao

Mesmo que tomadas todas as precaugbes para garantir a eficiéncia de
diagnostico e precisao deste produto, o kit é utilizado fora do controle do
fabricante e distribuidor e o resultado pode, portanto ser afetado por fatores
ambientais e/ou erro do usuario. A pessoa que foi diagnosticada através deste
produto deve consultar um médico para confirmagao do resultado.

Aviso

O fabricante e o distribuidor deste produto ndo serao responsaveis por quai
perdas, custos ou danos decorrentes direta ou indiretamente da utilizagao
incorreta deste produto (resultado reagente, nao reagente ou invalido).
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156-68, Hagal-Dong, Giheung-Ku, Yongin-Si, Kyonggi-Do, Republic of Korea.
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interno.
Linha Infecciosas
Revisa0:23/07/2014
Referéncia: 03FK10-04-En-0 de 05/2013



aﬁwwo.m%&o HIV

Kit para determinagao qualitativa de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2
por método imunocromatogréfico, usando uma combinagdo de
proteinas recombinantes dos virus HIV-1 e 2 imobilizadas na membrana
para identificagao seletiva dos anticorpos anti-HIV em amostras de
soro, plasma ou sangue total.

A rapid chromatographic immunoassay kit for the qualitative detection
of antibodies anti-HIV-1 and anti-HIV-2 in serum, plasma or whole blood
using a combination of recombinant proteins of HIV-1& 2 immobilized on
membrane for the selective identification of antibodies anti-HIV.

Kit para la determinacion cuantitativa de anticuerpos anti-VIH-1 y anti
VIH-2 por método inmunocromatografico usando una combinacién de
proteinas recombinantes de los virus VIH-1 y 2 inmovilizadas en la
membrana para la identificacion selecta de los anticuerpos del anti-VIH
en muestras de suero, plasma o suero total.

[REA 622010-R: 10 determinagoes / determinations / determinaciones
[REF 622020-R: 20 determinagées | determinations |/ determinaciones
[REF| 622040-R: 40 determinagées | determinations | determinaciones

sl WAMA Diagnéstica
Rua Aldo Germano Klein, 100 - CEAT
CEP 13560-971 - Sao Carlos - SP - Brasil
Fone 55 16 3377.9977 / Fax 55 16 3377.9970
www.wamadiagnostica.com.br

[EclRed OBELIS SA
“E Avenue de Tervueren, 34 bte 44, 1040

Brussels - Belgium / www.obelis.net

PORTUGUES

IMPORTANCIA CLINICA

Desde que a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi
descrita pela primeira vez em 1981, a infeccao com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) tornou-se uma epidemia global.
Embora os usuarios de drogas intravenosas, hemofilicos, fetos de
maes contaminadas e receptores de transfusao constituam grupos
de riscos bem caracterizados, a transmissao sexual (homossexual e
heterossexual) é responsavel pela maioria dos casos de infeccao
entre adultos em todo o mundo.

O HIV é um virus com genoma RNA, da familia Lentiviridae. Pertence
ao grupo dos retrovirus nao-citopaticos e nao-oncogénicos que
necessitam, para multiplicar-se, de uma enzima denominada
transcriptase reversa, responsavel pela transcricao do RNA viral para
uma coépia DNA, que pode entdao se integrar ao genoma do
hospedeiro. O virion do HIV-1 é cilindrico, circundado por um
envelope lipidico. Seu genoma RNA contém 10.000 bases e &
caracterizado pela presenga de duas LTRs (Long Terminal Repeats)
e nove regioes, trés delas codificadoras de proteinas (gag, pol e env)
e outras seis reguladoras (tat, rev, nef, vpv, vpr, vif). As regices do
gag, pol e env codificam as proteinas e glicoproteinas p-24, p17, gp-
120, gp41 e as enzimas transcriptase reversa, proteases e
integrases.

Existem dois tipos de HIV, denominados HIV-1 e HIV-2. A homologia
genética observada nos genomas provirais dos tipos & de
aproximadamente 40-45%, o que determina a codificagao e sintese
de diversos produtos génicos semelhantes. Este fato justifica certa
taxa de sororreatividade cruzada entre ambos, observada nos testes
sorolégicos diagnosticos.

Tém sido descritas variantes genémicas (subtipos) do HIV-1 e HIV-2.
Assim, os isolados de HIV-1 séo classificados em dois grupos : M
(major) e O (outlier), com variabilidade genética de até 30% no
segmento env. No grupo M identificam-se nove subtipos (A, B, C, D,

E, F G, H, e l) e no grupo O apenas um. Em relagao ao HIV-2
descrevem-se cinco subtipos (A, B,C, D, eE).

O Imuno-Réapido HIV-1 e 2 utiliza como reagente de captura,
imobilizado na placa teste, proteinas recombinantes do HIV-1,
correspondente as regioes imunodominantes da gp-41, mais uma
mu:o_uﬁ correspondente a proteina gp-36 do HIV-2.

PRINCIPIO DO METODO

Os anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2 presentes na amostra ligam-
se no conjugado formando um complexo. Este flui pela membrana
indo se ligar ao antigeno (gp41/gp36) na area teste (T) determinando
o surgimento de uma banda colorida rosa-clara. Na auséncia de
anticorpo anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2 ndo ha o aparecimento da banda.
Um reagente controle imobilizado na membrana da placa-teste
determinard o surgimento de uma segunda banda rosa, cuja
presenca demonstrara que os reagentes estdao funcionando
corretamente (area controle “C").

APRESENTAGAO DOKIT

[REA 622010-R (10 determinagoes)

1. Placa-teste: 10 unidades

2. Solugao diluente: 1 x2ml

3. Instrugoes para uso

[REF 622020-R (20 determinagdes)

1. Placa-teste: 20 unidades

2. Solugao diluente: 2x2ml

3. Instrucdes para uso

[REA 622040-R (40 determinagées)

1. Placa-teste: 40 unidades

2. Solucao diluente: 4 x 2ml

3. Instrucoes para uso

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

Papel absorvente

Recipientes para descarte do material

Pipetaautomatica

PREPARACAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
PLACAS-TESTE (1):Devem ser mantidas temperatura entre 2 a
30°C. Nao congelar. Deixar a placa adquirir a temperatura ambiente
antes de realizar os testes, se armazenado em geladeira.

SOLUGCAO DILUENTE (2): Pronta para uso. Contém azida sddica
0,1% como conservante. Estavel de 2 a 30°C até a data do
vencimento. Nao congelar. Deixar adquirir a temperatura ambiente
antes de realizar os testes.

AMOSTRAS

Usar amostra de soro, plasma ou sangue total livre de hemdlise,
lipemia e contaminagao.

Amostras recém-colhidas devem ser utilizadas. Se isto nao for
possivel, devem ser conservadas em geladeira (2 a 8°C) por 48
horas. Para armazenagens mais longas as amostras de soro e
plasma devem ser mantidas no freezer (-20°C). Nao congelar
amostra de sangue total.

ATENCAO: Se a amostra foi mantida no freezer, ela devera ser
descongelada e homogeneizada completamente, mantendo-a,
posteriormente, em posigao vertical para permitir que qualquer
particula que possa existir em suspensao seja sedimentada. Nao
agitara amostra.

Amostra diluida pode ocasionar resultado falso negativo.
PROCEDIMENTO

1. Retirar a placa-teste (1) do envelope laminado.

2. Pipetar 10ul daamostra

(sem bolhas de ar) na cavidade da
amostra ( p>) na placa-teste.

T 7@ HIV.
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3. Dispensar 3 gotas (100ul)da solugao diluente (2) na cavidade da
amostra na placa-teste.

4. Fazer a leitura dos resultados entre 10 e 15 minutos. Nao
considerar resultados lidos apés 20 minutos.

LEITURA DOS RESULTADOS




NEGATIVO: Somente uma banda T € HWV
rosa-claraaparecera na area I

controle (C).

POSITIVO: Aparecerao duas bandas, T C HIV
umana areateste (T) e outra na area > @ @
controle (C).
INVALIDO: Se nao surgiruma L
evidente banda de cor visivel na > @ D
areadoteste (T) econtrole (C),
ou se nao surgir banda no controle (C).

T .CHIM
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OBS.: Os resultados devem ser ignorados apés o tempo
determinado para leitura.

DESEMPENHO DO TESTE

O Imuno-Rapido HIV apresentou 100% de sensibilidade, utilizando-
se 137 amostras verdadeiramente positivas em seus testes de
controle de qualidade. Em 1131 amostras verdadeiramente
negativas o Imuno-Réapido HIV apresentou apenas 01(uma) amostra
com resultado falso positivo, obtendo-se uma especificidade igual a
99,9%.

LIMITACOES DE USO

O Imuno-Rapido HIV é um teste de triagem para caracterizar a
presenca de anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2, portanto, um
resultado repetidamente positivo com este teste é uma presumivel
evidéncia da presencga de anticorpos na amostra.

Resultados positivos deverdao sempre ser confirmados por Western
Blot ou outro teste confirmatério.

Podem ocorrer resultados falso-positivos e falso-negativos com este
teste, cuja proporgao dependera da prevaléncia da doenca na
populagao ensaiada.

Como em qualquer procedimento diagnéstico, o resultado deste
teste deve ser sempre interpretado com outras informagoes clinicas
disponiveis.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

1. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2. Ler cuidadosamente as instrugoes de uso antes de realizar o teste.
3. A data de validade corresponde ao Ultimo dia do més assinalado
na etiqueta do envelope da placa-teste e da caixa do kit.

4. Deve-se evitar expor o kit a temperaturas elevadas, bem como
diretamente ao sol.

5. Nao congelar a placa-teste, pois isto causard deterioracao
irreversivel.

6. Como se emprega azida sédica a 0,1% como conservante, o
descarte dos reagentes deve ser acompanhado de grandes volumes
de agua para evitar acumulo de residuos de azida nos
encanamentos, pois esta pode reagir com chumbo e cobre formando
sais altamente explosivos. Além disso, a azida é tdxica quando
ingerida.

7.Nao usar componentes do kit apos a data de validade.

8. Nao substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes,
nem usar componentes de lotes e codigos diferentes.

9. Descarte o material conforme a regulamentacao local.

10. Utilizar as Boas Préaticas de Laboratério (BPLs) na conservagao,
manuseio e descarte dos materiais.

TERMO DE GARANTIA

A WAMA Diagnéstica garante a troca deste conjunto diagnéstico,
desde que o mesmo esteja dentro do prazo de validade e que seja
comprovado por sua assessoria técnica que nao houve falhas na
execucao, manuseio e conservagao deste produto. A WAMA e seus
distribuidores nao se responsabilizam por falhas no desempenho do
kit sob essas condigoes.

SUMMARY

Since the acquired immunodeficiency syndrome, AIDS, first appearin
1981, the human immunodeficiency virus (HIV) infection became a
global epidemy. Although intravenous drug users, unprotected sexual
intercourse, infected mother to her baby and through blood
transmision, considered as a risk group, unprotected sex
(homosexual and are heterosexual) is responsible for the majority of
infection cases among adults around the world. HIV is a viral RNA
genome from Lentiviridae family and belongs to non-cytopathic and
non-oncogenic retroviruses group. In order to multiply itself, the virus
need an enzyme called reverse transcriptase, which is responsible
for viral RNAtranscription toa DNA copy to the genome host.

HIV-1 virion is cilinder and surrounded by a lipidic envelope. Its RNA
genome has 10,000 base pairs and characterize itself by the presence
of two LTR (Long Terminal Repeats) and nine regions, three codifier of
proteins (gag, pol and env ) and six regulatory (tat,rev,nef,vpv,vpr,vif).
Gag, pol and env regions codify the proteins and glycoproteins p-24,
p17, gp-120, gp41 and the reverse transcriptase enzymes, protease
and integrase. There are two types of HIV, known as HIV-1 and HIV-
2. The genetic homology seen on proviral genomes is roughly 40-
45%, which determine the codification and synthesis of several similar
gene products. Such detail justifies a serum cross-reactivity among
both, seen on diagnostic serologic tests. Variant of genome
(subtypes) of HIV-1&2 have been described. HIV-1 subtypes are
classified in two groups: M (major) and O (outlier) with genetic
variability up to 30% on env segment. In the M group, there are nine
subtypes (A,B,C,D,E,F,G,H and I) and in the O group, there is only
one. Inrelation to HIV-2, there are five subtypes (A,B,C,Dand E).
Imuno-Répido HIV-1 and 2 uses as capture reagent, immobilized on
test device, HIV-1 recombinant proteins, which correspond to
immuno-dominant regions of gp-41 and an epitope which correspond
to gp-36 protein from HIV-2.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Anti-HIV-1 and/or anti-HIV-2 antibodies present on the sample bind
to conjugate antibody forming a complex. This complex migrates
through the membrane and bind to the antigen (gp-41/gp36) in the test
region (T), one light pink colored band appears. On the absence of
anti-HIV-1 an/or anti-HIV-2 antibodies, no colored band appears. A
control reagent immobilized on membrane of test device will
determine the appearance of a second colored band showing the
reagents are running properly (control region “C").

KIT PRESENTATION

[REF] 622010-R (10 determinations)

1. Test device: 10 units

2. Diluent solution: 1 x 2ml

3. Instructions for use

[REF 622020-R (20 determinations)

1. Test device: 20 units

2.Diluentsolution: 2x2ml -

3. Instructions for use

[REF 622040-R (40 determinations)

1. Test device: 40 units

2. Diluent solution: 4 x2ml

3. Instructions for use

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Paper towel

Disposable material container

Automatic pippette

STABILITY AND STORAGE

TESTDEVICE (1): Keepat 2-30°C. Do notfreeze.

DILUENT SOLUTION (2): Ready for use. Sodium azide 0.1% as
preservative. Stable if stored at2-30°C up to expiration date. Do not
freeze. Allow the components to reach room temperature prior to
use.

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

Specimens of serum, plasma or whole blood free of haemolisis,
lipaemy and contamination are recommended. Flesh specimens may
be stored at 2-8°C for up to 48 hours if not used immediately. For
prolonged storage, the specimens of serum and plasma should be
frozen at-20°C. Do not freeze whole blood specimens.

ATENTION: When the specimen is frozen, it should reach room
temperature and homogenized completely. Keep the specimen vial



in vertical position to allow any particle to be sedimentated. Do not
shake the specimen.

Diluted sample can cause false negative result.

PROCEDURE

1. Remove the test device (1) from the envelope.

2. Pippete 10pl of sample (with no air bubles)

onsamplewell (p-) of testdevice.

C HIV
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3. Dispense 3 drops (100pl) of diluent solution (2) in the sample well of
test device.

4.Read from 10to 15 minutes. Do notread after 20 minutes.
READING

NEGATIVE: Appearance of one
light pink colored band in the
control region (C).

C HIV

Jom1
POSITIVE: Appearance of two

colored bands, one in the test T C HIV

region (T) and otherin the control > @ @

region (C).
C HIV
control region( C ), orifno colored

»® [
band appears in the control
region (C). T C HIV
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INVALID: No colored bands appear
inthe testregion (T)and inthe

OBS.: Disregard the results after the prescribed time for the
readings.

TESTPERFORMANCE

The Imuno-Répido HIV presented 100% of sensitivity. 137 known
positive specimens were used in the quality tests. In 1131 known
negative specimens, the Imuno Rapido HIV presented only one
sample with false positive result which provided specificity of 99.9%
USE LIMITATION

The Imuno-Rapido HIV is a screening test aimed to detect anti HIV-1
and/or HIV-2 antibodies, therefore, a repeteadly positive result is a
strong evidence of antibodies on the specimen.

Positive results should be confirmed by Western Blot Method or other
confirmatory methods.

False positive and false negative results may occur, the proportion
depends on the prevalence of the disease on the tested population. As
any other diagnostic procedure, test result must be interpreted with
further clinical data.

PRECAUTIONS AND WARNINGS

1. For “invitro”diagnostic use only.

2. Read carefully the instructions for use prior to use.

3. Expiration date is the last day of the month printed on labels.

4. The test kit should be kept away from direct sunlight

5. ‘Do notfreeze testdevice.

6. The kit contains 0.1% sodium azide as a preservative. Sodium azide
may react with lead and copper plumbing to form highly explosive
salts. On disposal, flush with large quantities of water. Sodium azide
may be toxic ifingested.

7.Do notuse kit beyond the expiration date.

8. Do notinterchange kit components from different kits.

9. Disposal in accordance with local regulations.

10. Follow good laboratory practices (GLP) related to storage,
handling and material disposal.

WARRANTY

WAMA Diagnéstica replaces this kit since it is not beyond expiration
date. The returned kit must be evaluated by Wama's technical
support. The warranty will be invalid and kit will not be replaced if
technical support finds evidence that running, handling and storage
were not properly followed.

ESPANOL

IMPORTANCIA CLINICA

Desde que la sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue
descripta por la primera vez en 1981 la infeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) se torno una epidemia global. Aun
que usuarios de drogas intravenosas, hemofilicos, fetos de madres
contaminadas y receptores de transfusion continiian grupos de riesgo
bien caracterizados, la transmisién sexual (homosexual o
heterosexual) es la responsable por la mayoria del los casos de
infecciones entre adultos en todo el mundo.

El VIH es un virus con genoma RNA de la familia Lentiviridae.
Pertenece al grupo de los retrovirus en lo citoplasmico y en lo
oncogénicos que necesitan para multiplicarse, de una enzima
denominada transcriptase reserva, responsable por la trascripcién del
RNA viral para una copia DNA que puede entonces se integrar al
genoma del hospedero. El virion del VIH-1 es cilindrico, circulando por
un sobre lipidico. Su genoma RNA contiene 10.000 bases y se
caracteriza por la presencia de dos LTRs (Long Terminal Repeats) y
nueve regiones, tres de ellas codificadoras de proteinas (gag, pol y
env)y otras seis reguladoras (tat, rev, nef, vpv, vpr, vif). Las regiones
del gag, pol y env codifican las proteinas e glicoproteinas p24, p17,
gp120, gp41 y las enzimas transcriptase reservas, proteases y
integrases.

Existen dos tipos de VIH, denominados VIH -1y VIH-2

La homologia genética observada en los genomas pro virales de los
tipos es de aproximadamente 40 y 45 % el que determina la
codificacion y sintase de diversos productos génicos semejantes,
Este facto justifica cierta tasa de suero reactividad cruzada entre
ambos observadas en los testes sueroldgicos diagndsticos.

Vienen sido descriptas variantes genomicas (subtipos) del VIH-1 y
VIH-2. Asi, los aislados de VIH-1 son clasificados en dos grupos: M
(mayor) y O (outlier) con variabilidad genética de hasta 30% en el
segmento env. En el grupo M identifican se nueve subtipos (A, B, C, D,
E, F, G Hyl) en el grupo O apenas uno. En relacién al VIH-2
describanse cinco subtipos (A,B,C,DyE).

El Inmmuno Rapido VIH-1 y 2 utiliza como reactor de captura,
inmovilizando en placa testes, proteinas recombinantes del VIH-1,
correspondiente a las regiones inmunodominantes del la gp-41, una
mas epitope correspondiente a la proteina gp-36 del VIH-2.
PRINCIPIO DEL METODO

Los anticuerpos anti-VIH 1 y o anti VIH-2 presentes en la muestra se
ligan al conjugado formando un complejo. Este fluye por la membrana
yendo ligarse al antigeno (gp41/gp36) en el area teste (T)
determinando el surgimiento de una banda de colores rosado claro.
En la ausencia del anti VIH 1y o anti VIH-2 no hay el aparecimiento de
la banda. Un reactor control inmovilizado a la membrana de la placa-
teste determinara el surgimiento de una segunda banda rosada, cuya
presencia demostrara que los reactivos estan funcionando
correctamente.

PRESENTACION DEL KIT

[REH 622010-R( 10 determinaciones )

1. Placateste: 10 unidades

2. Solucién diluyente 1x2 ml

3. Instrucciones para el uso

[REA 622020-R(20 determinaciones)

1. Placateste: 20 unidades

2. Solucién diluyente 2x2 ml

3. Instrucciones para el uso

[REA 622040-R (40 determinaciones)

1. Placa teste: 40 unidades

2. Solucion diluyente 4x 2 ml

3. Instrucciones para el uso

MATERIAL NECESARIO, PERO NO FORNECIDO

Papel Absorbente

Recipientes para el descarte del Material

Pipeta automatica

ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

PLACAS-TESTE (1): deben ser mantenidas a la temperatura entre 2
a30°C. Nocongelar

SOLUCION DILUYENTE (2): Cmnm para el uso. Contiene azida sodita
0,1% como conservante. Estable de 2 a 30°C hasta la fecha de
caducidad. No congelar. Dejarlo adquirir a la temperatura ambiente
antes de realizar los testes.

MUESTRAS

Usar muestras de suero, plasma o sangre total libre de hemolise,



lipemia y contaminacion .
Muestras recién cogidas deben ser utilizadas. Se esto no es posible,
deben ser conservadas en nevera (2 a 8°C) por 48 horas. Para
almacenamientos mas longos las muestras deben ser mantenidas en
el congelador (-20°C). No congelar muestras de sangre total.
ATENCION: Si se mantiene la muestra en el congelador, ella debe ser
descongelada y homogenizada completamente, manteniendo
posteriormente en posicién vertical para permitir que cualquier
particula que pueda existir en suspension sea sedimentada. No agitar
lamuestra

Muestra diluida puede ocasionar resultado falso negativo
PROCEDIMIENTO

1. Retirar la placa-teste (1) del sobre laminado

2. Pipetar 10ul de la muestra

(sin burbujas de aire) en la cavidad
de lamuestra en la placa-teste

T C HIV
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3. Dispensar 3 gotas (100ul) de la solucién diluyente (2) en la cavidad
delamuestraen la placateste

4. Hacer la lectura de los resultados entre 10 a 15 minutos. No
considerarresultados leidos después de 20 minutos.

LECTURADE LOS RESULTADOS

NEGATIVO: Solamente una banda T C v
rosada clara aparecera en el area
»© [T
POSITIVO: Apareceran dos bandas, T C Hv
unaenelareateste (T)yotraenel
area control (C) | 2 @ @
INVALIDO: Sino surgir una evidente T C AV
banda de color visible en el area del
teste (T)y control(C), osino surgir P~ @ D
bandaen el control ( C).
T C..HWN
JON 1=

Obs.: Los resultados deben ser ignorados después del tiempo
determinado para las lecturas.

DESEMPENO DEL TESTE

Elinmuno Répido VIH, presento 100% de sensibilidad utilizandose de
137 muestras verdaderamente positivas en sus teste de control de
cualidad. En 1131 muestras verdaderamente negativas el inmuno
rapido VIH presento apenas 1 (una) muestra con resultado falso
positivo obteniendo upa especificidad igual 2 99,9%.

LIMITACIONES DEL USO.

El Inmmuno rapido VIH es un teste de seleccion para caracterizar la
presencia de anticuerpos anti VIH-1 VIH-2, por lo tanto, un resultado
repetidamente positivo con estés es una previsible evidencia de la
presencia de anticuerpos en la muestra

Resultados positivos deberan ser confirmados por Western Blot o otro
teste confirmatorio .

Pueden ocurrir resultados falso positivos y falso negativos con este
teste cuya la proporcion dependera de la prevalecia de la enfermedad
enlapoblacién ensayada.

Como en cualquier procedimiento diagnostico, el resultado de este
teste debe ser siempre interpretado con otras informaciones clinicas
disponibles.

PRECAUCIONES YADVERTENCIAS

1.Solamente para el uso diagnostico “in vitro"

2.Leer cuidadosamente las instrucciones de uso antes de realizar el
teste

3.La fecha de caducidad corresponde al ultimo dia del mes ensefiado
en la etiqueta de la placa-teste y de caja del kit

4.Se debe evitar exponer el kit a temperatura elevadas tal como
directamente sobre el sol

5.No congelar la placa teste pues esto causara deterioracién

irreversible

6.Como se emplear azida sodica a 0,1% como conservante, descarte
de los reactivos deben ser acompafiados de grandes volumenes de
agua para evitar el acumulo de residuos de azida en las tuberias, pues
esta puede reaccionar con plomo y cobre formando salles altamente
explosivos. Ademas de esto la azida es toxica cuando ingerida.

7.No usar componentes del Kit después de la fecha de caducidad.

8. No sustituir componentes de este Kit con lo de otros fabricantes,
tampoco utilizar componentes de lotes y codigos distintos.

9. Descarte de lo material de acuerdo con la regulaciones locales.

10. Utilizar las buenas practicas de Laboratorio (BPL) en la
conservacion, manoseo y descarte de los materiales.

Termino de Garantia

La WAMA Diagnostica garantiza el cambio de este conjunto
diagnostico si desde el momento que el mismo esté dentro el plazo de
caducidad y sea comprobado por su accesoria técnica de que no
hubieron fallos en la ejecuciéon, manoseo y conservacion de este
producto. La WAMAYy sus distribuidores no se responsabilizan por los
fallos en el desempefio del kit bajo estas condiciones.
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Instrugdes de Uso

HIV 1+2 .1c

Finalidade

Imunoensaio cromatogréfico para detecgao in vitro de anticorpos do
virus HIV1/2 em amostras de soro, plasma e sangue total humano.

Principio da Agao

Os anticorpos anti-HIV1/2 presentes na amostra ligam-se no conjugado
formando um complexo. Este flui por capilaridade até a area teste,
ligando-se ao antigeno (gp41 e gp36), imobilizado na linha teste “T",
determinando o surgimento de uma linha rosa. Na auséncia de
anticorpos, ndo ha o aparecimento desta linha. Um reagente controle
imobilizado na membrana da tira determinara o surgimento de uma
segunda linha, cuja presenga demonstrara que os reagentes estao
funcionando perfeitamente.

Composigio

Dispositivo de reagao — 25 Unidades
Placa teste com proteinas recombinantes gp41 e gp36.

Solugéo Diluente — 3x2 mL
Solugéo tampao fosfato de sédio.

Materiais necessarios nio fornecidos

- Recipiente para descarte do material;
- Tesoura (opcional)
- Cronémetro.

Armazenamento e transporte

A data de validade aparece no rétulo da embalagem. N&o usar
dispositivos cuja data de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser mantidos na faixa de 15°C a 30°C.
Manter ao abrigo da luz. Nao refrigerar ou congelar os componentes do
Kit.

Precaugoes e cuidados especiais

Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Utilizar equipamentos de protecdo individual segundo normas de
biosseguranga.

O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os critérios de
biosseguranga.

Lavar as maos apos trabalhar com material potencialmente infeccioso.
O dispositivo de reagao deve permanecer fechado antes do uso.
Aconselhamos utilizar as boas praticas de laboratério na execugao do
teste.

Amostra

Soro, plasma e sangue total.

Seguir as técnicas de flebotomia para obtengdo de sangue total.
Podem-se utilizar os anticoagulantes: EDTA, Citrato ou Heparina.

As amostras, quando nao processadas no mesmo dia, devem ser
armazenadas entre 2-8°C por no maximo 3 dias.

Descartar as amostras conforme estabelecidos pelas Boas Praticas
Laboratoriais, obedecendo, também, as leis ambientais e sanitarias
locais.

Procedimento

Ler, cuidadosamente, as instrugdes desta bula.

8 Permitir que as amostras atinjam a temperatura ambiente antes
dos ensaios.

2. Abrir 0 sache e remover o dispositivo de reagdo. Uma vez aberto
o dispositivo devera ser utilizado imediatamente.

3. Identificar o paciente no dispositivo de reagao;

4. Pipetar 10 pL de amostra (sem bolhas de ar) na cavidade Teste
do dispositivo de reagao.

S. Posteriormente, na mesria cavidade, dispensar 2 gotas da
solugao diluente (100uL).

6. Aguardar 10-15 minutos para leitura dos dispositivos. Nao
interpretar os resultados apds este periodo.

Interpretagao

Negativo:
Somente uma linha aparecera na regi@o do controle (C) no dispositivo
de reagao.

Invalido:

1. Toda linha que por natureza da amostra possa aparecer passados
15 minutos nao tera valor diagnéstico.

2. Caso ndo aparega nenhuma linha na zona central branca do
dispositivo, o teste sera invalido porque nao se procedeu
corretamente ou porque os reativos se deterioraram.

3. Caso aparega apenas uma linha na regiéo teste (T) do dispositivo
de reagao, o teste sera invélido.

Em todos os trés casos anteriores repetir o teste com um novo
dispositivo de reagao.

Positivo:

Além da linha controle (C), aparecera também uma linha na regiao teste
(T).

IMUNOCROM

Exemplo:

Positivo  Negativo Invélido

B 0 [H

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros controle
comerciais. Preferivelmente deve participar de programas de controle
externo de qualidade, a exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e
SBPC.

Dados estatisticos

Sensibilidade: 100%
Especificidade: 99,9
Precisao: 100%,;
Reprodutihilidade: 100%.

Termo de garantia

O Fabricante garante o desempenho deste produto dentro das
especificagdes até a data de expiragdo indicada no rétulo, desde que os
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugdes de uso forem seguidas corretamente.
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Teste rapido para a detec¢ao qualitativa de anticorpos contra o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) HIV 1, incluindo grupo O, HIV 2 em
sangue total, soro ou plasma.

Exclusivamente para utiliza¢ao profissional em diagnéstico in vitro.

USO PRETENDIDO

O kit de utilizagdo Unica de teste rapido do Virus da Imunodeficiéncia
Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma) ¢ um imunoensaio
cromatografico rapido para a detecgdo qualitativa de anticorpos contra o
HIV 1, incluindo grupo O, HIV 2 no sangue total, soro ou plasma para
auxiliar no diagnostico da infegdo por HIV.

SUMARIO

O HIV ¢ o agente etiologico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). O virus ¢ envolvido por um envelope lipidico derivado da
membrana da célula hospedeira. Existem vérias glicoproteinas virais no
envelope. Cada virus contém duas copias de RNAs gendmicos de senso
positivo. O HIV-1 foi isolado dos pacientes com AIDS, e com complexos
relacionados com a AIDS, e de pessoas saudaveis com possivel risco
elevado de desenvolver AIDS.' O HIV-1 ¢ composto pelo grupo M e pelo
grupo O. Em 1990, foram reconhecidas ccpas altamente divergentes do
HIV-1 e foram provisoriamente agrupadas como grupo O, uma vez que
esta variagdo tem marcadores de glicoproteinas semelhantes as do HIV-1,
mas com uma ligeira variagdo no marcador da proteina. Apesar de serem
raramente comparadas as infegoes por HIV-1 e HIV-2, as infe¢des
provocadas pelo grupo O foram, até agora, identificadas em Africa
(Camardes), Franga ¢ Alemanha. O HIV-2 foi isolado nos pacientes da
Africa Ocidental com AIDS e nos individuos soropositivos
assintomaticos.” O HIV 1, incluindo grupo O, HIV 2 induzem, todos,
respostas imunes.’ A detecgdo dos anticorpos do HIV no soro, plasma ou
sangue total ¢ a forma mais eficaz ¢ comum de determinar se um
individuo foi exposto ao HIV e para realizar triagem no sangue ¢
derivados de sangue para a detecgdo do HIV.! Apesar das diferengas nas
suas caracteristicas biologicas, nas atividades sorologicas e sequéncias do
genoma, os HIV 1, incluindo grupo O, HIV 2 demonstram uma forte
reatividade cruzada antigénica.”® A maioria dos soros positivos para
HIV-2 podem ser identificados utilizando testes serologicos baseados no
HIV-1.

O kit de utilizagdo Gnica de teste rapido contra o Virus da
Imunodeficiéncia Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma)
¢ um teste rapido para detectar qualitativamente a presenga de anticorpos
do HIV 1, incluindo grupo O e/ou HIV 2 em amostras de sangue total,
soro ou plasma. O kit inclui todos os acessorios essenciais a realizagdo do
teste.

PRINCIPIO

O kit de utilizagdo tnica de teste rapido contra o Virus da Imunodeficiéncia
Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma) é um imunoensaio
qualitativo, baseado em membrana de nitrocelulose, para a detecgio de
anticorpos do HIV [, incluindo grupo O, HIV 2 em sangue total, soro ou
plasma. A membrana esta pré-revestida com antigenos do HIV recombinante
nas regides das linhas de teste, T1 e T2. A linha de teste T1 esta pré-revestida
com o antigeno do HIV-1 (gp41) incluindo o antigeno do grupo O (grupo O
gp4l) e a linha de teste T2 estd pré-revestida com o antigeno do HIV-2
(gp36). Durante o teste, a amostra de sangue total, soro ou plasma reage com
a mistura de antigenos do envelope e do core do HIV-1, e com os antigenos
do envelope do HIV-2 que estdo revestidos com particulas coloridas da tira
de teste. O complexo amostra ¢ antigeno marcado pelas particulas
coloridas migra, entdo, cromatograficamente na diregdo ascendente na
membrana, por agdo capilar, e reage com o antigeno recombinante do HIV na
membrana na regido da linha de teste. Se a amostra contiver anticorpos do
HIV-1 e/ou grupo O, ou HIV-2, aparece uma linha colorida na regido da
linha T1 ou T2. Se a amostra contiver anticorpos do HIV-1 e/ou grupo O, e
do HIV-2, aparecem, em simultineo, duas linhas coloridas na regido da linha
de teste. Ambos indicam um resultado reagente. Se a amostra ndo contiver
anticorpos do HIV-1, grupo O e/ou HIV-2, ndo aparecem linhas coloridas na
regido da linha de teste, indicando um resultado ndo reagente. Para servir
como controle de procedimento, aparece sempre uma linha colorida na
regido da linha de controle. Se a linha controle ndo aparecer, o resultado nio
serd vilido.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Conservar como embalado na bolsa selada 4 temperatura ambiente ou
refrigerado (2 a 30 °C). O teste permanece estivel até o prazo de
validade impresso na bolsa selada. O dispositivo de teste deve
permanecer na bolsa selada até a sua utilizagao. NAO CONGELAR.
Nio utilizar depois de expirado o prazo de validade.

Nimero: | 156104301

Kit de utilizagdo uinica de teste ripido contra o
Virus da Imunodeficiéncia Humana HIV 1/2/0 Tri-line
(Sangue Total/Soro/Plasma)

Instrugio de uso

PRECAUCOES

Exclusivamente para utilizagio profissional em diagndstico in vitro. Nio

utilizar depois de expirado o prazo de validade.

Nio utilizar a lanceta estéril se a respectiva tampa de protegio tiver sido

removida previamente.

Nido comer, beber nem fumar na drea onde as amostras ou kits sdo

manuseados.

¢ Manusear todas as amostras como se contivessem agentes infecciosos.
Respeitar as precaugdes estabelecidas contra os materiais potencialmente
infectantes ao longo do teste e seguir os procedimentos padrdes para a
eliminagdo adequada das amostras.

e Usar roupa de protegdo, como jaleco/avental de laboratorio, luvas
descartaveis e protegdo ocular durante o teste das amostras.

¢ A umidade e a temperatura podem afetar os resultados de forma adversa.

® O teste utilizado deve ser climinado em conformidade com os
regulamentos locais.

e Para sangue total/plasma obtido por venopungdo, é possivel utilizar

EDTA-K2/heparina de sodio como anticoagulante. Nio foram testados

outros anticoagulantes, que poderdo produzir resultados incorretos.

MATERIAIS

A bolsa pequena contém:
1.Dispositivo de teste e silica o =
dessecante 5 s7%
A bolsa maior contém: :
2. Solugdo tampdo

3. Lanceta estéril

4. Swab embebido em alcool

O kit contém também:
5. Instrugdo de uso

6. Tubo capilar
UTILIZACAO

Deixe que o dispositivo de teste, a amostra, a solugiio tampdo ¢/ou os
controles atinjam a temperatura ambiente (15 a 30 °C) antes da
realizaciio do teste.

Abra a bolsa pequena, retire o dispositivo de teste ¢ coloque-o numa
superficie limpa e nivelada.

/

INSTRUCOES DF

7 2 gotas de
2 gotas de

solugiio tamplo

¢




. Abra a bolsa maior, retire o frasco de solugdo tampdo, a lanceta estéril € o
swab. Gire e remova a aba do frasco de solugdo tampdo, sem apertar. Em
seguida, coloque o frasco numa superficie limpa e nivelada.

. Retire cuidadosamente a tampa da lanceta estéril.

3. Utilize o swab embebido em dlcool fornecido para limpar o local de

pungao.

. Realize a pungdo do local do dedo selecionado utilizando a lanceta estéril.
Deixe uma gota de sangue grande se formar no local de pungdo. Para
aumentar o fluxo de sangue, utilize os dedos polegar e indicador para
aplicar uma leve pressdo junto do local de pungdo.

. Dispensar a amostra de sangue no dispositivo de teste utilizando o tubo
capilar ou gotas suspensas.

Para utilizar o tubo capilar:

Pegue um tubo capilar. Segure o tubo capilar abaixo do bulbo sem
cobrir a marca preta indicadora do volume de amostra. NAO TOQUE
OU APERTE O BULBO. Coloque a extremidade aberta no tubo
capilar na gota de sangue e deixe que o sangue suba por capilaridade
até a marca preta. Evite a formagio de bolha.

Aperte o bulbo cobrindo os dois orificios de ar e dispense todo volume
de sangue total no pogo da amostra (S) no dispositivo de teste.
Adicione 2 gotas da solugdo tampdo no pogo da amostra (S) e ligue o
cronémetro.

ou

Para utilizar gotas suspensas:

Vire a mio ao contrario e deixe cair 2 gotas suspensas de sangue total no
centro do pogo da amostra (S) do dispositivo de teste. NAO TOQUE NO
POCO DA AMOSTRA (S) COM O DEDO. Em seguida, coloque
2 gotas de solugdo tampdo no pogo da amostra (S) e ligue o crondmetro.

. Aguarde até a (as) linha(s) colorida(s) aparecer(em). Leia os resultados
depois de decorridos 10 minutos. Néo interprete os resultados apés
20 minutos.

NOTA: Este teste também pode ser realizado utilizando amostras de
soro/plasma, seguindo estas instrugdes: Adicione soro ou plasma
(aproximadamente 25 uL) no pogo da amostra (S) do dispositivo de teste;
em seguida, acrescente | gota de tampéo e ligue o cronémetro. Leia os
resultados depois de decorridos 10 minutos. Néo interprete os resultados
apds 20 minutos.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

REAGENTE

Aparecem duas ou trés linhas
coloridas  distintas.  Deve
aparecer sempre uma linha na
regido da linha de controle (C) ¢
mais uma ou duas linhas
coloridas aparentes nas regides
das linhas de teste (T1 e¢/ou T2).
A intensidade da cor na regido
da linha de teste (T1 ¢ T2) vania
de acordo com a concentragdo de
anticorpos do HIV na amostra.
Consequentemente,  quaisquer
tonalidades de cor na regido da
linha de teste (T1 e/ou T2)
devem ser consideradas
reagentes.

REAGENTE

NAO REAGENTE

Aparece uma linha colorida
7 na regidio de controle (C). Niao
aparecem  linhas  coloridas
aparentes nas regioes das linhas

NAO REAGENTE de teste (T1 e T2).

INVALIDO

A linha niio aparece na regido
de controle (C). Caso 1sso
ocorra, leia novamente as
instrugdes de uso e repita o
teste em outro dispositivo. Se o
resultado permanecer invélido,
pare de utilizar imediatamente
o kit e entre em contato com
seu distribuidor local.
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n T m m
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CONTROLE DE QUALIDADE

Um controle de procedimento ¢ incluido no teste. Considera-se o
aparecimento de uma linha colorida na regido da linha de controle (C) como
sendo um controle interno do procedimento.

Padroes de controle ndo sdo fornecidos com este kit. Contudo, é
aconselhavel testar os controles positivos e negativos enquanto boa pratica
laboratorial para confirmar o procedimento de teste e verificar o
desempenho adequado do teste.

LIMITACOES

1. O kit de utilizagio unica de teste rapido contra o Virus da
Imunodeficiéncia Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma)
destina-se exclusivamente & utilizagdo em diagnéstico in vitro. Este teste
deve ser utilizado para a detec¢do de anticorpos do HIV em sangue total,
soro ou plasma humano. Ndo € possivel determinar nem o valor
quantitativo nem a taxa de aumento na concentragdo de anticorpos do
HIV através deste teste qualitativo,

2. O kit de utilizagdo tnica de teste rapido contra o Virus da
Imunodeficiéncia Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma)
indica apenas a presenga de anticorpos do HIV na amostra e nio deve ser
utilizado como o tnico critério para diagnostico da infe¢do por HIV 1,
incluindo grupo O, HIV 2.

3. Como todos os testes de diagnostico, todos os resultados devem ser
interpretados em conjunto com outras informagdes clinicas a disposigao
do médico.

4. Este teste destina-se a ser utilizado em etapa complementar de triagem.
Os resultados ndo devem ser utilizados para determinar o sorotipo das
infegdes de HIV.

5. Devido a possivel reatividade cruzada, o aspeto das linhas em T1 e T2
ndo indica necessariamente co-infe¢do por HIV 1, incluindo grupo O,
HIV 2 e também ndo identifica o sorotipo.

VALORES ESPERADOS

O kit de utilizagdo tUnica de teste rapido do Virus da Imunodeficiéncia
Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma) foi comparado com
os testes ELISA e/ou Western Blot do HIV. A correlagdo entre estes dois
sistemas ¢é de 99,8%.

CARATERISTICAS DE DESEMPENI
Sensibilidade clinica, especificidade e exatidao
O kit de utilizagio tnica de teste rdpido contra o Virus da Imunodeficiéncia
Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma) identificou
corretamente as amostras de um teste multiplo e foi comparado com os
testes ELISA e/ou Western Blot de HIV, utilizando amostras clinicas. Os
resultados demonstram o kit de utilizag@o tinica de teste rapido do Virus da
Imunodeficiéncia Humana HIV 1/2/0 Tri-line (sangue total/soro/plasma)
apresenta uma sensibilidade relativa de 99,9% e uma especificidade relativa
de 99,8%.

Métod: ELISA e/ou Western Blot | Resultados
HIV1/2/0  |Resultados Reagente | Nio reagente totais
Kit de [Reagente 871 6 877
utilizagiio dnica_[Nio reagente 1 2449 2450
Resultados totais 872 2455 3327
Sensibilidade relativa: 99,9%

Especificidade relativa: 99,8%
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Instrucoes de Uso
DPP® Rapid Test HIV 1/2 - Ref. 708
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FINALIDADE

Sistema para detecgao qualitativa rapida de anticorpos anti HIV 1 e 2 em amostras de fluido oral soro, plasma ou sangue total.
[Somente para diagnéstico in vitro.]

Uso profissional.

PRINCIPIO'

DPP™ Rapid Test HIV 1/2 consiste de um ensaio imunocromatografico que utiliza antigenos sintéticos de HIV 1 e 2 (HIV 1A -
peptideo gp41; HIV 1B - peptideo gp120 e HIV 2A peptideo - gp36) imabilizados na linha teste, para a captura de anticorpos anti HIV
1 e 2 e proteina A imobilizada na linha controle, para a captura de imunoglobulina (lg) humana. Um conjugado de ouro coloidal com
Proteina A € utilizado para a revelagao do sistema.

Apos a amostra ser adicionada a Placa de Reacéo, os anticorpos anti HIV 1 e 2 séo capturados pelo antigeno recombinante na linha
teste. Na auséncia de anticorpos anti HIV 1 e 2 néo ha captura de imunoglobulinas. A amostra move-se cromatograficamente pela
membrana e as Ig's sao capturadas pela proteina A na linha controle. Com a adicao do Tampao de Corrida, as particulas de ouro
coloidal conjugadas com proteina A movem-se pela membrana ligando-se aos anticorpos capturados pela linha teste e controle,
formando duas linhas roseas. Na auséncia de anticorpos anti HIV 1 e 2 ha formagéo de uma nica linha rosea na posicao controle.

A formacao de duas linhas roseas/roxas indica que a amostra é reativa, que apresenta anticorpos anti HIV 1 e 2. A formagao de uma
unica linha na posicao controle indica que a amostra é nao reativa

CARACTERISTICAS DO SISTEMA

0 DPP* Rapid Test HIV 1/2 - Labtest foi desenvolvido para detectar anticorpos anti HIV 1 e 2 em amostras de saliva, soro, plasma
ou sangue total, utilizando antigeno recombinante com elevadas sensibilidade e especificidade. A possibilidade do uso de diferentes
tipos de amostra confere versatilidade ao sistema.

0 sistema nao necessita de equipamento especial para a realizacao dos testes, o que torna extremamente pratica sua utilizagao.

METODOLOGIA
Imunocromatografia.

Reagentes e materiais auxiliares
1. Placa de Reagao - Armazenar entre 2 - 30 C

Contém conjugado ouro coloidal-Proteina A, antigenos sintéticos de HIV 1/2 e Proteina A imobilizados em membrana de’
nitrocelulose. Nao congelar. No momento da realizacao do teste, a placa de reagdo deve estar entre 18 - 30 °C

il = = 0|
9 Diluente de Amostra - Armazenar entre 2 - 30 °C

Contém tampao pH 9,5, tensoativo nao idnico 0,1%, estabilizantes e azida sédica 0,20%. Nao congelar.
No momento da realizagao do teste o Diluente de Amostra deve estar entre 18 - 30 °C.

i o = 0
3. Tampéo de corrida - Armazenar entre 2 - 30 °C

Contém tampao pH 9,5, tensoativo nao ionico 0,1%, estabilizantes e azida sodica 0,20%. Nao congelar.
No momento da realizagao do teste 0 Tampao de Corrida deve estar entre 18 - 30 °C.

4. Alga Coletora de Amostra
0 volume coletado € igual a 10 uL

5. Haste Coletora — Swab
A Haste Coletora - Swab é um produto estéril. Abri-lo imediatamente antes de realizar a coleta de fluido oral. (Disponivel somente na
Ref. 708 S)

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigoes indicadas sao estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Apos abertos, os reagentes devem ser manuseados de acordo com as boas praticas de laboratorio para evitar contaminagées de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da estabilidade.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS
0s cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na manipulagao de amostras e reagentes.

Se o produto estiver armazenado em local refrigerado, deve-se esperar que ele atinja a temperatura ambiente (18 - 30 °C) antes de
ser manuseado. Nao abrir as embalagens das Placas de Reagao, a tampa do Diluente de Amostra ou Tampao de Corrida antes que
atinjam a temperatura ambiente.

Abrir a embalagem da Placa de Reacao imediatamente antes do uso. Evitar que a Placa de Reagdo fique exposta ao ambiente por
tempo desnecessario.

A Haste Coletora - Swab é um produto estéril. Abri-lo imediatamente antes de realizar a coleta de fluido oral.
Nao misturar reagentes de lotes diferentes e nao utilizar reagentes vencidos'.
Utilizar somente ponteiras descartaveis para pipetar cada amostra.

0 Diluente de Amostra (R2) e Tampao de Corrida (R3) contém azida sédica, que € toxica. Nao ingerir e, no caso de contato com 0s
olhos, lavar imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar compostos altamente
explosivos com tubulagées de chumbo ou cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de agua para descartar os reagentes.

Para descartar os reagentes e o material biol6gico, sugerimos aplicar as normas locais, estaduais ou federais de protegao amb iental.

MATERIAL NECESSARIO E NAO FORNECIDO

1. Micropipetas e ponteiras descartaveis para medir amostras, caso no seja utilizado a Alga Coletora de Amostra.
2. Material para realizagdo de pungdo transcutinea.
3. Cronometro.

AMOSTRA

Usar fluido oral, soro, plasma (citrato, heparina ou EDTA) ou sangue total.

Em soro, plasma (citrato, heparina ou EDTA) ou sangue total o analito é estavel por 3 dias se mantido entre 2 — 8 °C. Armazenar a
amostra de soro ou plasma em temperatura igual ou inferior a 20 °C negativos por até 6 meses em recipiente hermeticamente
fechado para evitar evaporagao.

A amostra de sangue total nao deve ser congelada. Assegurar que as amostras estejam descongeladas e homogeneizadas antes da
sua utilizacao. Particulas em suspensao devem ser eliminadas por centrifugagao. As amostras nao devem ser inativadas pelo calor,
pois podem produzir resultados incorretos. Nao usar amosiras com sinais de contaminagdo ou amostras congeladas e
descongeladas repetidas vezes.

0 fluido oral nao deve ser armazenado, mesmo apos ter sido adicionado ao Diluente de amostra.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparagao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra podem ser muito maiores que os erros ocorridos no
procedimento analitico.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue ndo transmitem infeccoes, todas elas devem ser
consideradas como potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las, deve-se seguir as normas de biosseguranga.



INTERFERENCIAS

Reatividade cruzada

Para as condicoes médicas avaliadas, citadas na tabela abaixo, nao foram encontrados reacoes cruzadas com o DPP* Rapid Test

HIV 1/2 - Labtest

Condigao médica

Fator Reumatoide

Anticorpo anti HTLV I/Il

Anticorpo anti Virus Hepatite B (HBV)

Anticorpo anti Virus Hepatite C (HCV)

IgM anti

Citomegalovirus (CMV)

1gG anti

Virus Epstein Barr (EBV)

Sifilis

Hemoglobina até 500 mg/dL, Bilirrubina até 20 mg/dL, Triglicérides até 3000 mg/dL. Colesterol até 500 mg/dL, Proteina até 11 g/L,
EDTA até 800 mg/dL, Heparina litica até 8000 mg/dL, Heparina Sddica até 8000 mg/dL, nao interferem nos resultados.

Pacientes sob tratamento com Terapia Antiretroviral Altamente Ativa (HAART) podem apresentar resultado falso negativo.

PROCEDIMENTO
As amostras e o produto devem estar entre 18-30 °C, antes de iniciar o ensaio.

0Os ensaios devem ser realizados sobre uma superficie plana e em local bem iluminado.

Procedimento do teste

1. Preparagao da amostra

i)
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Fluido Oral

a.

b.

Certifique-se que o paciente nao tenha ingerido liquidos (dgua, cafg, sucos, refrigerante, etc.) e alimentos
(incluindo doces, balas, goma de mascar, etc.) 30 minutos antes da realizacao do teste.

Insira a Haste Coletora - Swab acima dos dentes, entre o labio superior e a gengiva. Movimente a haste
de um canto até o outro da boca, mantendo o contato da haste com o labio superior e a gengiva. Repetir
o movimento 4 vezes. Realizar 0 mesmo movimento no Iabio inferior, mantendo a haste em contato com
0 labio inferior e a-gengiva. Repetir o movimento 4 vezes. Esse procedimento dura em media entre 15 a'
30 segundos. Evitar regioes interiores da boca como palato e regido das bochechas.

Abra o frasco do Diluente de Amostra desenroscando a tampa branca e mantendo a tampa preta e
introduza a Haste Coletora - Swab, com o fluido oral do paciente, dentro do frasco, até que entre em
contato com o liquido.

Encoste a Haste Coletora - Swab no fundo do frasco. Dobre a haste até que ela se parta, permitindo que
0 Swab fique dentro do frasco do Diluente de Amostra, como demostrado na figura abaixo.

Tampe o frasco do Diluente de Amostra e homogeneize seu contetdo por pelo menos 10 segundos.
Realize 0 ensaio. Ndo armazene a amostra diluida.

ii)

iii)
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AN

1) Introduza a Haste 2) Encoste a Haste 3) Tampe o frasco do
Coletora - Swab no Coletora - Swab no Diluente de Amostra.
frasco contendo Diluente fundo do frasco. Dobre-a ~ Homogeneize.

de Amostra. até que ela se parta.

Puncao transcutanea:

a. Seguindo as boas praticas laboratoriais, puncione o dedo do paciente e limpe a primeira gota de sangue.

b. Posicione o0 anel da Alca Coletora de Amostra sobre a segunda gota de sangue, permitindo que se forme
uma camada de sangue dentro do anel do coletor. Nao pressione o dedo do paciente durante a puncao, a
pressao exercida pode promover a liberacao de liquido intersticial além do sangue.

c. Abra o frasco do Diluente de Amostra desenroscando a tampa branca e mantendo a tampa preta e
introduza a Alga Coletora de Amostra, com o sangue do paciente, dentro do frasco, até que entre em
contato com o liquido.

d.  Encoste a Alca Coletora de Amostra no fundo do frasco. Dobre a alca coletora até que ela se parta,
permitindo que o anel fique dentro do frasco do Diluente de Amostra, como demostrado na figura abaixo.

e. Tampe o frasco do Diluente de Amostra & homogeneize seu conteudo.

Realize o ensaio. Nao armazene a amostra diluida.

Wi

1) Introduza a Alga

2) Encoste a Alga 3) Tampe o frasco do

Coletora de amostra no Coletora de Amostra no Diluente de Amostra.
frasco contendo Diluente  fundo do frasco. Dobre-a ~ Homogeneize.
de Amostra. até que ela se parta.

Soro, Plasma, Sangue Total

a.
b.
c.

Pipete 10,0 L de soro, plasma ou sangue total ou utilize a Alga Coletora de Amostra.

Dispense os 10 uL de amostra pipetados, para o frasco contendo o Diluente de amostra e homogeneize.
Para utilizar a Alga Coletora de Amostra, introduza o anel do coletor de amostra no tubo de coleta,
permitindo que se forme uma camada de amostra dentro do anel do coletor e proceda como descrito
acima (etapas c até e), para pungao transcuténea.

Realize o ensaio. Nao armazene a amostra diluida



Separar a quantidade de Placas de Reagao que serao utilizadas na realizagao dos testes e identifica-las com informagoes do
paciente.

2
Tampdo o7
D
1

1. Apos ter adicionado a amostra no frasco com Diluente de Amostra, remova a tampa preta do frasco, posicione o frasco
perpendicularmente a placa e dispense duas gotas do Diluente de Amostra na posigdo 1. Permita que cada gota seja
completamente absorvida antes da adicao da proxima.

ensoury

@[A,

Amostra
-

Yamplic

2. Aguarde 5 minutos. Verifique se as finhas azul (linha teste) e verde, (linha controle), desapareceram. Descarte a Placa de
Reagao caso as linhas ndo tenham desaparecido em tempo inferior a 5 minutos e repita o teste com nova Placa de Reagao.

3. Aplique 4 gotas do Tampéo de Corrida na Posigao 2. O frasco deve estar perpendicular a placa. Permita que cada gota seja

completamente absorvida antes da adigao da proxima

Pagina: 05

7. Realize a leitura dos resultados entre 10 e 25 minutos apos a adigao do Tampao de Corrida. Nao realizar leitura dos resultados

D D CI CIo

T C rC TC TC
AMOSTRA REATIVA
TC TC
AMOSTRA NAD REATIVA

o I —

TESTE INVALIDO

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Nao reativo: ocorre a formagdo de uma linha rosea/roxa na posicao controle e auséncia de linha colorida na posicao de teste.

Reativo: ocorre a cdo de uma linha rosea/ na posigao teste e outra linha rosea/roxa na posigao controle. Mesmo quando a
linha da posigao teste apresentar fraca intensidade. a amostra deve ser considerada reativa.

Nao considerar qualquer resultado apos decorridos 25 minutos da dispensagao do Tampao de Corrida.

Invalido: a auséncia de formagao da linha controle apos 25 minutos indica um erro de procedimento ou deterioragao do sistema e o
teste deve ser considerado como inadequado.

Todas amostras que forem reativas em um teste rapido, devido a este ser um ensaio auxiliar no diagnostico pela infecgao do HIV,
devem ser analisadas por um ensaio complementar, como Western Blot ou imunofiourescéncia indireta. Testes rapidos podem ser
utilizados como unica gia para diagnostico de infecgao pelo HIV desde que atendam os requisitos definidos pela portaria n°
29, de 17 de dezembro de 2013°.

CONTROLE DA QUALIDADE

A formagao de uma linha rosea/roxa na posigao controle € indicativa de um desempenho adequado do procedimento. Além disso, 0
campo de reagao pode apresentar fundo com aspecto levemente roseo, de forma gue nao interfira na leitura do resultado do teste.
Para assegurar que 0 sistema nao foi adversamente afetado e que mantém os niveis lecidos de

associar um sistema de controle da qualidade, usando duas amostras conhecidas, sendo uma negativa e outra positiva.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO®

Estudos de Comparagao

0 estudo de comparacao de foi pela Org; ¢ao Mundial da Saude (OMS) utilizando 1128 amostras positivas e
negativas ensaiadas com o sistema DPP* Rapid Test HIV 1/2 - Labtest e plataforma similar como método comparalivo, obtendo-se
sensibilidade relativa de 100% e especificidade relativa de 99,9%.

DPP® Rapid Test HIV1/2

Metodo Comp Positivo Negat

Positivos 460 0

Negativos 1 667

Um estudo na propria empresa, utilizando somente fluido oral como amostra, apresentou

sensibilidade relativa de 98,86% e especificidade relativa de 99,94% quando p com com similar
DPP® Rapid Test HIV1/2

Método Comp Positivo Negativo

Positivos 953 1

Negativos 1 1815
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Adicionalmente foram realizados estudos comparativos utilizando painéis de soro comercial. O sistema DPP* Rapid Test HIV 1/2 -
Labtest apresentou desempenho semelhante as demais metodologias utilizadas para a avaliagao dos painéis.

Imprecisao total

Durante 3 dias, cinco amostras, das quais, uma nao reativa, uma fracamente reativa para HIV 1, fortemente reativa para HIV 1,
fracamente reativa para HIV 2 e fortemente reativa para HIV 2, foram ensaiadas por 3 distintos operadores em diferentes
laboratérios. Foram realizados um total de 405 testes obtendo-se 100% concordéncia entre todos os testes.

SIGNIFICADO CLINICO

0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence ao género Lentivirus da familia Retroviridae e foi descoberto em 1983%. Existem
dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. 0 HIV-1 é mais virulento e é o tipo predominante no mundo enquanto que HIV-2 esta restrito a
Africa ocidental®. Dentro desses dois tipos de virus existem varios subtipos. O HIV-1 se divide em subtipos M e 0. 0 HIV-2 se divide
em subtipos A, B, C, D e E. Apesar das diferencas bioldgicas, sorologicas e genomicas, os varios subtipos de H IV-1/2 apresentam
uma reatividade antigénica cruzada*.

0 virus infecta células do sistema imune humano, como linfocitos, macrofagos e células dendriticas. A entrada do virus na célula é
mediada pela interagao da proteina gp120 do virus com a molécula CD4 e com o receptor CCR5®. A medida que se multiplica, o HIV
mata os linfocitos T CD4 +, que tém papel central na resposta imune celular. Com a baixa dos linfocitos T CD4+, a resposta imune
celular deixa de funcionar adequadamente. Esse quadro é conhecido como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)®. Durante
a AIDS, diversas infecgoes oportunistas se instalam, inclusive de microrganismos que, em pessoas saudaveis, nao causam
doengas. Um individuo pode ficar infectado décadas com o HIV, porém, ao desenvolver a AIDS, a sobrevida media gira em torno de
9 meses’.

A transmissao do HIV se da por trés vias principais: contato sexual sem protegao, contato com sangue contaminado (incluindo
transfusoes de sangue e uso de seringas contaminadas) e transmissao de mae para filho durante a gravidez, o parto ou 0
aleitamento materno.
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INFORMAGOES AO CONSUMIDOR

[Termos e Condigdes de Garantia]
A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das especificagoes até a data de expiragao indicada nos rotulos,
desde que os cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rotulos e nestas instrugoes sejam seguidos corretamente.

Servigo de Apoio ao Cliente Labtest Diagnéstica S.A.
Telefone 0800-31-3411 - Ligagao Gratuita CNPJ 16.516.296 / 0001 - 38
e-mail: sac@labtest.com.br Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa - Minas Gerais - Brasil - 33400-000
Telefone (31) 3689-6900
Fax (31) 3689-6901
www.labtest.com.br
Edigao: Dezembro, 2015.
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7D2342, 7D2343

Determine™

HIV-1/2

PT

Designacao dos simbolos utilizados
e
o Contém o suficiente para 20 testes A\ Manter afastado da luz solar

N° de Catdlogo

Dispositivo Médico para W S .
[IE Diagnostico In Vitro ‘w(‘nmem o suficiente para 100 testes Nao reutilizar

"_rmmmazennr a2-30°C Nao utilizar caso a embalagem esteja danificada

Estas instrugdes de uso do kit devem ser lidas cuidadosamente antes do uso. As instrugoes de uso
do kit devem ser seguidas rigorosamente. A confianga dos resultados do ensaio nao pode ser garan-

tida se houver desvios nas instruges de uso do kit.

NOME E USO PRETENDIDO

O Alere Determine™ HIV-1/2 & um imunoensaio qualitativo, in vitro e de leitura visual para a detecgao
de anticorpos para HIV-1 e HIV-2 em soro humano, plasma ou sangue total. O teste é pretendido como
uma adigao para detectar anticorpos para HIV-1 e HIV-2 de individuos infectados.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

A AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) & caracterizada por mudangas na populagéo de célu-
las de linfocitos T. Num individuo infectado, o virus causa deplegao das células T auxiliares, o que deixa
o individuo susceptivel as infecgdes oportunistas e algumas malignidades. O virus que causa a AIDS
existe como dois tipos relatados conhecidos como HIV-1e HIV-2, A presenca do virus da AIDS faz com
que haja produgao de anticorpos especificos para HIV-1 ou HIV-2.'

PRINCIPIO BIOLOGICO DO PROCEDIMENTO

O Alere Determine™ HIV-1/2 é um teste imunocromatografico para a detecgao qualitativa de anticorpos
para HIV-1 e HIV-2.

A amostra é adicionada ao pad de amostra. Como a amostra migra através do pad de conjugado, ela
reconstitui-se e mistura-se com o conjugado de coléide de selénio-antigeno. Esta mistura continua a
migrar através da fase solida para imobilizar os antigenos e peptideos sintéticos na janela do paciente.
Se os anticorpos para HIV-1 e/ou HIV-2 estao presentes na amostra, os anticorpos ligam-se no coléide
de selénio-antigeno e no antigeno da janela do paciente, formando uma linha vermelha na janela do
paciente.

Se os anticorpos para HIV-1 e/ou HIV-2 estao ausentes, o coloide de selénio-antigeno flui através da
janela do paciente, e nenhuma linha vermelha é formada na janela do paciente.

Para assegurar a validade de ensaio, uma barra de controle processual é incorporada no esquema de
ensaio.

CONTEUDO
re Determin

* Cartao de Teste Alere Determine™ HIV-1/2, 2 cartdes ou 10 cartoes (10 testes/cartao), revestidos
com antigenos recombinantes de HIV-1/2 e peptideo sintético,

ACESSORIOS (necessarios mas nao incluidos)

* 1 Frasco (2,5 mL) de Chase Buffer (7D2243) preparado em tampao fosfato. Conservantes: Agentes
Antimicrobianos.

\f I Al
* Tubos Capilares de EDTA (7D2222)

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Luvas descartaveis, cronémetro

Micropipeta capaz de administrar 50 pL (que nao picada no dedo)
Cotonete embebido em alcool, gaze, lanceta (para picada no dedo)

O Tubo Capilar de EDTA consiste em um tubo com diametros interno e externo minimos e que, usando
o principio de capilaridade, faz a aspiragdo de amostra de sangue total diretamente do local de pungao (no
caso, a ponta do dedo perfurada pela lanceta). Possui duas marcas que indicam até onde o tubo capilar
deve ser preenchido com o sangue fresco coletado pela pungao (o sangue deve preencher o tubo até
ficar entre as duas marcas). Sao usadas na aplicagao de sangue total, coletado por pungao, no pad de
amostra do kit de ensaio

ADVERTENCIAS E PRECAUGOES
Para Uso Diagnéstico In Vitro.

CUIDADO:
Praticas _aprgpriadas de bio_ssegur_anc_a"_“ devem ser usadas ao e Estas

precaucées incluem, mas nao estao limitadas ao seguinte:
Usar luvas.

Nao pipetar com a boca.

Nao comer, beber, fumar, aplicar cosméticos, ou manusear lentes de contato nas areas onde esses
materiais sao manuseados.

Limpar e desinf todos os derr de amostras ou reagentes utilizando um desinfetante
apropriado como hipoclorito de sédio a 0.5%.

Descontaminar e descartar todas as amostras, reagentes, ou outros materiais potencialmente con-
taminados de acordo com as regulamentacoes locais.

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO

Os Cartdes de Teste Alere Determine™ HIV-1/2 e Chase Buffer devem ser armazenados a 2-30° C até a
data de validade.

Os componentes do kit sdo estaveis até a data de validade quando manuseados e armazenados como
indicado. Nao use componentes do kit apos a data de validade.

Voltar a selar todos os ensaios que nao foram utilizados na bolsa que contém o dessecante, premindo o
selo de uma ponta a outra para fechar.

COLETA DE AMOSTRA

Coleta de Soro, Plasma e Sangue Total por Venopungao

Soro, plasma e sangue total humanos coletados por venopungao devem ser coletados assepticamente
de maneira tal para evitar hemolise.

NOTA: Para amostras de sangue total e plasma, tubos de coleta de EDTA devem ser usados.

Coleta de Sangue Total por Puncao'”

Antes de colher uma amostra por picada no dedo, coloque um tubo capilar EDTA numa superficie limpa
e seca.

. Escolher a ponta do dedo médio, anelar ou indicador (qualquer destes que esteja
com menos calosidade) para adultos e criangas maiores que um ano. Aquecer a
mao de acordo com a necessidade com uma toalha umedecida e aquecida ou
agua aquecida para aumentar o fluxo de sangue local.

N

Limpar a ponta do dedo com alcool; permitir secagem pelo ar. Posicionar a mao
com o lado da palma para cima.

3. Usar uma nova lanceta para cada pessoa. Colocar a lanceta aproximadamente sobre
o centro da ponta do dedo. Pressionar firmemente a lanceta contra o dedo e perfurar a
pele. Descartar a lanceta num recipiente apropriado para materiais de risco biolégico.

»

Limpar a primeira gota de sangue com um chumago de gaze estéril.

[

. Segurar o dedo numa altura menor que a do cotovelo e pressionar leve e intermi-
tentemente a base do dedo perfurado, varias vezes. Tocar a ponta do Tubo Capilar
de EDTA na gota de sangue®. Evitar bolhas de ar.

*Se os Tubos Capilares de EDTA (7D2222) forem usados, preencher o tubo com
sangue entre as duas linhas marcadas (50 pL).

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA

* Amostras de soro e plasma devem ser armazenadas a 2-8° C se a analise for realizada em até 7 dias
apos a coleta. Se a andlise for protelada por mais de 7 dias ap6s a coleta, a amostra deve ser conge-
lada (-20° C ou mais frio).

* O sangue total coletado por venopungao deve ser armazenado a 2-8° C se a analise for realizada em
até 7 dias apos a coleta. Nao congelar amostras de sangue total.

* O sangue total coletado por pung¢ao deve ser analisado imediatamente.

PROCEDIMENTO DO TESTE
O numero desejado de unidades de teste do cartdo com 10 testes pode ser removido torcendo-se e
rasgando a perfuragéo.

NOTA:
« Aremocao das unidades de teste deve iniciar-se do lado direito do cartao de teste para preservar o
numero de lote que aparece sobre o lado esquerdo do cartao de teste.
+ O ensaio deve ser iniciado até 2 horas depois de retirada a pelicula de aluminio protectora do teste.
1. Remover a cobertura protetora de lamina metalica de cada teste.
2. Para amostras de soro ou plasma:
a. Aplicar 50 pL de amostra (pipeta de precisao) no pad de amostra (marcado por simbolos de seta).
b. Esperar no minimo 15 minutos (até 60 minutos) e ler o resultado.
3. Para amostras de sangue total (venopungao):
a. Aplicar 50 pL de amostra (pipeta de precisao) no pad de amostra (marcado por simbolos de seta).
b. Esperar um minuto e entao aplicar uma gota de Chase Buffer no pad de amostra.
c. Esperar no minimo 15 minutos (até 60 minutos) e ler o resultado.
4. Para amostras de sangue total (pungao):
a. Aplicar 50 pL de amostra (pelo tubo capilar de EDTA) no pad de amostra (marcado por simbolos de
seta).
b.Esperar até o sangue ser absorvido pelo pad de amostra e entao aplicar uma gota de Chase Buffer
no pad de amostra.
c. Esperar no minimo 15 minutos (até 60 minutos) e ler o resultado.
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CONTROLE DE QUALIDADE
Para assegurar a validade do ensaio, um controle processual € incorporado ao esquema de ensaio e
rotulado Controle. Se a barra de controle nao ficar vermelha na finalizagao do ensaio, o resultado do
teste é invalidado e a amostra deve ser retestada.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS Bara
POSITIVO (Duas Barras) controle
Barras vermelhas aparecem tanto na janela de controle (rotulada Barra do
Controle) como na janela do paciente (rotulada Paciente) da tira. Paciente
Qualquer barra vermelha visivel na janela do paciente deve ser inter-
pretada como positiva. Positivo
NEGATIVO (Uma Barra) Bama
Uma barra vermelha aparece na janela de controle da tira (rotulada controle
Controle), e nenhuma barra vermelha aparece na janela do paciente Bara do
(rotulada Paciente) da tira. Paciente

Negativo
INVALIDO (Nenhuma Barra)
Se nao ha barra vermelha na janela de controle da tira, e mesmo que Bama Barra
aparega uma barra vermelhaAna janela do paciente da tira o resultado controle . contoe| |
é invalidado e deve ser repetido. Baa 00| Barma G0 ]

Paciente Paciente

NOTAS: Invalido Invalido

* O resultado de teste é positivo mesmo que a barra do paciente aparega mais clara ou mais escura que
a barra de controle.

* Abarr ntrol ra apresentar intensidade fraca para algumas amostras de pacients
particularmente aquelas com VIH de titulo elevado.

. I apre m rra Ve |ha na janela de controlo, mesmo que muito ténue, o resultado do
t & consi valido.

* Se ocorrer repetidamente um resultado de teste invalido, ou se precisar de recorrer a assisténcia
técnica, contacte o seu distribuidor local ou a Assisténcia Técnica.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO
* O teste Alere Determine™ HIV-1/2 é destinado a detecgao de anticorpos para HIV-1 e HIV-2 em soro,
plasma, e sangue humano. Outros fluidos corporais ou “pools” de amostras podem nao fornecer
resultados exatos.
* Aintensidade da barra do paciente nao se relaciona necessariamente a quantidade de anticorpos da
amostra.
* Um resultado negativo com Alere Determine™ HIV-1/2 nao exclui a possibilidade de infecgao pelo
virus HIV.
Um resultado falso negativo pode ocorrer nas seguintes cirscunstancias:
- Baixos niveis de anticorpos (por exemplo, soroconversao recente), que estao abaixo do limite de
detecgao do teste.
- infecgao por uma variante do virus que € menos detectavel pela configuragao do ensaio do Alere
Determine™ HIV-1/2
- Anticorpos contra HIV, presentes na amostra do paciente, que nao reagem com os antigenos espe-
cificos utilizados na configuragao deste ensaio.
- condigbes de manuseio da amostra que resulta na perda das caracteristicas do anticorpo contra HIV.
- Pessoas infectadas pelo VIH e a fazer terapéutica anti-retroviral "'
Por essas razoes, deve-se tomar cuidado ao interpretar os resultados negativos. Outros dados clinicos (por
exemplo, sintomas ou fatores de risco) devem ser usados em conjunto com os resultados dos testes.
Amostras positivas devem ser testadas de novo usando um outro método e os resultados devem ser
avaliados levando-se em consideragao a avaliagao clinica geral antes que se faga um diagnostico
final.
As amostras de plasma ou sangue contendo outros anticoagulantes que nao o EDTA também podem
fornecer resultados incorretos.
Recém-nascidos de maes infectadas pelo VIH podem ser portadores de anticorpos maternos anti-
VIH até cerca dos dezoito meses de idade, o que nao indica necessariamente que estejam reaimente
infectados.

.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
ESPECIFICIDADE

Um total de 1.594 amostras de soro e plasma da Asia, Oeste da Africa, e América do Norte foram testa-
das por Alere Determine™ HIV-1/2 e um teste comercialmente disponivel (Tabela I).

Tabela |
Especificidade do Alere Determine™ HIV-1/2

Numero de Negativo por Negativo por Teste

Amostras Alere Determine ™ Comercialmente
Populacao Testadas HIV-1/2 Disponivel***
Soronegativos
Soro 908 907/908 (99.89% 908/908 (100,00%)
Plasma 403 403/403 _(100.00%) 403/403 (100,00%)
Mulheres Gravidas 58° 57/57 (100,00%) 57/57 (100,00%)
Africanos do Oeste da Africa 49 48/49 (97,96%) 48/49 (97,96%)
Estados Enfermos 176° 173/175 (98,86%) 174/175 (99,45%)

Outros que por HIV
e Substancias
Potencialmente Interferentes

Total 1.594"

1.588/1.592 (99,75%)  1.590/1.592 (99,87%)

Uma amostra de uma mulher gravida e de um paciente positivo para HCV foram positivos tanto por
Alere Determine™ HIV-1/2 quanto por outro teste comercialmente disponivel. Ambas as amostras
confirmadas positivas por HIV-1 Western Blot.

** 456 amostras da América do Norte, 1.089 amostras da Asia e 49 amostras da Africa.

*** O método de referéncia do teste comercialmente disponivel & aglutinagao por particulas.

Um total de 3.663 amostras de soro e plasma soronegativas da América do Norte, Asia e Africa foram
testadas por Alere Determine™ HIV-1/2 e por testes comercialmente disponiveis (Tabela Il). As amostras
da América do Norte, Asia e 49 das 2.118 amostras da Africa (denominadas como “Africanos do Oeste
da Africa” na Tabela #) foram incluidas na Tabela |. As amostras discordantes foram confirmadas como
negativas ou por ensaios Western Blot ou por HIV-1 PCR.
Tabela Il
Comparacao da Especificidade de Alere Determine ™ HIV-1/2 por Area Geografica

Numero de Negativas por Negativa por Testes
Amostras Alere Determine™ Comercialmente
Area testadas HIV-1/2 Disponiveis*
Ameérica do Norte 456 451/454 (99.34%) 453/454 (99,78%)
Asia 1.089 1.089/1.089 (100,00%) 1.089/1.089 (100,00%)

Africa 2.118 2.079/2.118 (98,16%) 2.100/2.118 (99,15%)

* Os métodos de referéncia dos testes comercialmente disponiveis sdo aglutinagao por particulas,
imunoensaio enzimatico e imunoensaio quimioluminescente.
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Um total de 368 amostras soronegativas de sangue total da Tailandia foram testadas com soro e plasma
pareados por Alere Determine™ HIV-1/2. Trinta e nove das amostras de sangue total foram coletadas
tanto por venopungao como por pungao (Tabela Ill).
Tabela Il
Comparacao da Especificidade do Alere Determine™ HIV-1/2 em Amostras Soronegativas
de Sangue Total e de Soro e Plasma Pareados

Numero de Negativo por
Tipo de Amostra Amostras Testadas Alere Determine™ HIV-1/2
Soro 368 368/368 (100,00%)
Plasma 368 368/368 (100,00%)
Sangue Total (venopungao) 368 368/368 (100,00%)
Sangue Total (pungao) 39 39/39 (100,00%)

SENSIBILIDADE

Um total de 869 amostras positivas para anticorpo HIV-1 e HIV-2 de soro e plasma da Asia, Africa, e
América do Norte e do Sul foram testadas por Alere Determine™ HIV-1/2 e um teste comercialmente
disponivel (Tabela IV).

Tabela IV
Sensibilidade do Alere Determine™ HIV-1/2
Positivo por Positivo por Teste
Numero de Alere Determine™ Comercialmente

Populacao Amostras Testadas HIV-1/2 Disponivel **

HIV-1 Positivo 521" 521/521 (100,00%) 521/521 (100,00%)
HIV-2 Positivo 114* 114/114 (100,00%) 114/114 (100,00%)
HIV-1 Subtipos A-G 222 222/222 (100,00%) Nao Testado Nao Testado
HIV-1 Grupo O 12 12/12 (100,00%) Nao Testado Nao Testado
Total 869 869/869 (100,00%) 635/635  (100,00%)

* 228 amostras da América do Norte, 296 da Asia e 111 amostras da Africa.
**O método de referéncia do teste comercialmente disponivel é aglutinagao por particulas.

Um Total de 1.653 amostras de soro e plasma soropositivas da América do Norte, Asia e Africa foram
testadas por Alere Determine™ HIV-1/2 e por testes comercialmente disponiveis (Tabela V). As
amostras da América do Norte, Asia e 111 das 1.129 amostras da Africa (denominadas como “HIV-2
Positivo” na Tabela IV) foram incluidas na Tabela IV. As amostras discordantes foram confirmadas como
HIV-1 positivas ou por ensaios Western Blot ou por HIV-1 PCR.
Tabela V
Comparacao da Sensibilidade de Alere Determine™ HIV-1/2 por Area Geografica

Numero de Positivas por Positivas por testes
Amostras Alere Determine™ comercialmente
Area testadas HIV-1/2 disponiveis**
América do Norte 228 228/228 (100,00%) 228/228 (100,00%)
Asia 296 296/296 (100,00%) 296/296 (100,00%)
Africa 1.129 1.128°/1.129 (99,91%) 1.129/1.129 (100,00%)

* Uma amostra negativa por Alere Determine™ HIV-1/2 confirmada positiva por HIV-1 PCR.

** Os métodos de referéncia dos testes comercialmente disponiveis sdo aglutinagao por particulas,
imunoensaio enzimatico e imunoensaio quimioluminescente.

Um total de 102 amostras soropositivas de sangue total da Tailandia foram testadas com soro e plasma
pareados por Alere Determine™ HIV-1/2. Trinta e duas das amostras de sangue total foram coletadas
tanto por venopungao como por pungao (Tabela VI).
Tabela VI
Comparacao da Sensibilidade de Alere Determine™ HIV-1/2 em Amostras Soropositivas
de Sangue Total e de Soro e Plasma Pareados

Numero de Positivo por Alere
Tipo de Amostra Amostras Testadas Determine™ HIV-1/2
Soro 102 102/102 (100,00%)
P a 102 102/102 (100,00%)
Sangue Total (venopungao) 102 102/102 (100,00%)
Sangue Total (pungao) 32 32/32 (100,00%)

N° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e do estojo.

O processo de fabrico produz numeros de lote diferentes para o kit e os cartoes de teste: estes numeros de
lote sao rastreaveis.
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Linha de Aconselhamento
Para mais informagoes, por favor contacte o seu distribuidor, ou ligue para um dos
seguintes Centros de Suporte ao Produto Alere:

Regiao Telefone Direcao do e-mail
Europa e Oriente Médio | + (44) 161 483 9032 | EMEproductsupport@alere.com
Asia-Pacifico +(61) 7 3363 7711 APproductsupport@alere.com
Africa, Russia e CEI +(972) 8 9429 683 | ARCISproductsupport@alere.com
Ameérica Latina +(57) 2 661 8797 LAproductsupport@alere.com

Alere Medical Co., Ltd.

357 Matsuhidai, Matsudo-shi,

Chiba, 270-2214 Japan

www.alere.com www.alerehiv.com Tel +8147 3115750

The Alere Logo, Alere and Determine are trademarks of the Alere group of companies.
© 2015 Alere. All rights reserved.
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APENDICE - Fotografia de todos os testes rapidos realizados
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DPP Rapid Test HIV 1/2 (Labtest)
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DS Rapid Test HIV (Labtest)
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Imunocrom HIV 1+2 (MBiolog)
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Imuno-rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica)
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Interkit HIV 1 e2 (Interteck Katal)
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HIV 1/2/0 Tri-line (ABON)
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HIV Test Bioeasy (Bioeasy)
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