	Inserir o nome do Laboratório
	Procedimento Operacional Padrão

DENGUE-EIC
	Página 3 de 3

POPBIO 000
Revisão: 00



DENGUE-EIC
FUNDAMENTO
Nos testes positivos, as imunoglobulinas específicas da dengue (IgG e/ou IgM) presentes na amostra ligam-se aos antígenos recombinantes (DEN-1, DEN-2, DEN-3 ou DEN-4) do envelope viral conjugados com ouro coloidal. Esta reação forma um complexo antígeno-anticorpo que migra por capilaridade pela membrana da placa-teste e é capturado por anti-IgG e/ou anti-IgM humanas imobilizadas em duas áreas distintas, determinando o surgimento de uma banda rosa característica nas áreas correspondentes. 

Nos testes negativos (ausência de anticorpos anti-dengue) nenhuma banda colorida aparecerá nas respectivas áreas. 

Um reagente controle imobilizado na membrana da placa-teste determinará o surgimento de uma terceira banda rosa, cuja presença demonstrará que os reagentes estão funcionando corretamente (área controle “C”).

APLICAÇÃO CLÍNICA

A dengue é uma arbovirose causada por um Flavivirus pertencente à família Flaviviridae. A doença é transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, apresentando quatro sorotipos conhecidos (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4). 

Seu período de incubação é de 3 a 15 dias, com média de 5 a 6 dias.

Os sintomas clínicos são caracterizados por febre alta (39 °C a 40 °C), de início abrupto, seguido de cefaléia, mialgia, prostração, artralgia, dor retroorbital, astenia, anorexia, náuseas, vômitos, exantema e prurido cutâneo. As formas hemorrágicas da doença são as mais graves,  podendo ocorrer: gengivorragia, petéquias e equimoses, gastroenterorragia, choque e morte. O achado laboratorial importante é a trombocitopenia. 

A febre hemorrágica da dengue acorre em 2 a 4% dos indivíduos reinfectados.

Devido a sua alta morbidade e mortalidade, a dengue é considerada uma das mais importantes doenças virais. Ela se concentra principalmente em áreas tropicais e subtropicais do mundo, sendo que as epidemias ocorrem durante ou imediatamente após períodos chuvosos. Estima-se que 2,5 bilhões de pessoas residam em áreas com risco potencial de transmissão do vírus.

No Brasil, entre 1990 e 2000, os sorotipos Den-1 e Den-2 se disseminaram, com registro de epidemias principalmente nos grandes centros urbanos do sudeste e nordeste. Em 2003, os sorotipos Den-1, Den-2 e Den-3 foram isolados em 23 estados e observou-se um número crescente de internações por febre hemorrágica da dengue. A doença tem ocorrido de forma endêmica, com picos epidêmicos nos primeiros quadrimestres anuais e circulação dos sorotipos Den-1, Den-2 e Den-3. Essa situação, associada à limitada efetividade no controle do vetor e à ausência de uma vacina eficaz, aumentou o risco da ocorrência de febre hemorrágica e síndrome do choque da dengue.

Atualmente, os testes rápidos se tornaram uma forma segura para o diagnóstico da infecção primária e secundária da dengue, pois as informações obtidas são essenciais para a tomada de conduta. 

Essas informações estão associadas à resposta imune, uma vez que a produção de IgM por volta do 5º ao 8º dia do aparecimento dos sintomas, podendo persistir por 30 a 60 dias e em alguns casos, por alguns meses, indica uma infecção recente ou fase aguda da doença. A produção de IgG ocorre por volta do 14º dia, podendo persistir por toda a vida caracterizando uma infecção pregressa.

Como a infecção por um subtipo não confere imunidade aos demais subtipos, poderá ocorrer reinfecção ou infecção secundária, com aumento de IgG específica após 1 a 2 dias do aparecimento dos sintomas e surgimento de IgM específica mais tardiamente.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro e plasma (EDTA, heparina e citrato)

Usar amostras livres de hemólise, lipemia e contaminação bacteriana.

Recomenda-se usar amostras frescas. Se isso não for possível, as amostras devem ser conservadas em geladeira entre 2 - 8 ºC por 1 semana. 

Para um tempo maior, armazenar as amostras no freezer a -20 ºC.

Atenção: Se a amostra foi mantida no freezer, ela deverá ser descongelada e homogeneizada completamente. Posteriormente, deixá-la em posição vertical para permitir que qualquer partícula que possa existir em suspensão seja sedimentada. Não agitar a amostra.

Amostra diluída pode ocasionar resultado falso-negativo. 

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.
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Componentes do kit

1. Placa Teste: Contém antígenos recombinantes do envelope viral da dengue conjugado com ouro coloidal, anti-dengue IgG de cobaia, anti-IgG e anti-IgM humanas monoclonais. Pronta para uso.

2. Diluente: Contém Tampão fosfato contendo azida sódica 1,54 mmol/L. Pronto para uso 
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso. 
Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste. 
3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- O Diluente contém azida sódica como conservante. Não ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa. Tóxico.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

1. Deixar a Placa-Teste, o Diluente e as amostras atingirem a temperatura ambiente antes de realizar o teste.

2. Retirar a Placa-Teste da embalagem e usar imediatamente.

3. Colocar a Placa-Teste em uma superfície plana e seca.

4. Pipetar 5 µL da amostra dentro do espaço destinado para esta, marcada com “S”.  Utilizar uma micropipeta ou a pipeta capilar  fornecida no kit.

Atenção

Quando a pipeta capilar for utilizada, pressionar a pipeta e depois colocá-la na amostra, soltando devagar até a amostra atingir a marca. Encostar levemente a pipeta na área marcada com “S” e pressioná-la para dispensar a amostra na membrana.

5. Pingar 3 gotas (90 µL) do Diluente (2) no orifício localizado na extremidade da Placa-Teste.

6. Fazer a leitura dos resultados entre 15 e 20 minutos.

Não considerar resultados lidos após 20 minutos. 

.
CÁLCULOS 

Não aplicável.

RESULTADOS

1- Negativo: Somente uma banda rosa-clara aparecerá na aérea do controle(C). Não foram detectados anticorpos IgG e IgM anti – dengue. Fazer um novo teste após 3 a 5 dias se ainda houver suspeita de infecção por dengue.
2- Positivo para IgM (infecção primária da dengue): Aparecerão duas bandas de cor rosa clara, uma na área (M) e outra na área do controle (C ).
3- Positivo para IgG (infecção secundária ou passada da dengue): Aparecerão duas bandas de cor rosa clara, uma na área (G) e outra na área do controle (C).

4- Positivo para IgG e IgM (infecção primária tardia ou infecção secundária precoce da dengue): Aparecerão três bandas de cor rosa clara, uma na área (M), outra na área (G) e outra na área do controle (C).

5- Inválido: Se não surgir nenhuma banda visível nas aéreas (M), (G) e do controle (C) ou se não surgir banda na área do controle (C).
Recomendamos repetir o teste, utilizando uma nova Placa-Teste.

Atenção

Não considerar resultados após o tempo determinado para leitura.

Atenção - Importante

1. O DENGUE-EIC somente indicará a presença de anticorpo anti- dengue nas amostras, não devendo ser usado como critério exclusivo para o diagnóstico de infecção pelo vírus da dengue.

2. Como em todos os testes diagnósticos, os resultados devem ser interpretados junto com outras informações clínicas disponíveis para o médico.

3. Se o resultado do teste for negativo e os sintomas clínicos persistirem, um teste adicional realizado com outros métodos é recomendado.

Um resultado negativo não impede a possibilidade de infecção pelo vírus da dengue.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de amostras controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Não Aplicável.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
Sensibilidade Clínica ou Diagnóstica

99% de sensibilidade. Foram realizados testes em 102 amostras do controle de qualidade sabidamente positivas para dengue, tendo sido obtidos 101 resultados positivos e 1 negativo.

Especificidade Clínica ou Diagnóstica

98% de especificidade. Foram realizados testes em 200 amostras do controle de qualidade sabidamente negativas para dengue, tendo sido obtidos 196 resultados negativos e 4 positivos.
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