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HIV-EIC
FUNDAMENTO
Teste Positivo: Os anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2 presentes na amostra ligam-se ao anticorpo monoclonal-corante formando um complexo. O complexo formado fluirá pela membrana indo se ligar ao antígeno (gp41/gp36) na área teste (T) determinando o surgimento de uma banda colorida rosa-clara.

Teste Negativo: Na ausência de anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2 não haverá o aparecimento da banda colorida na área teste (T).

Um reagente controle imobilizado na membrana da placa teste determinará o surgimento de uma segunda banda rosa na área controle (C), demonstrando que o produto está funcionando corretamente.
APLICAÇÃO CLÍNICA

A AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) ou SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida) é uma doença do sistema imununológico causada pelos retrovírus HIV-1 e/ou HIV-2. A falência do sistema imunológico decorrente da infecção viral leva a uma síndrome de imunodeficiência adquirida que expõe o portador do vírus a infecções oportunistas graves.

A AIDS se caracteriza por astenia, perda de peso acentuada e por uma drástica diminuição no número de linfócitos T auxiliadores (CD4), justamente as células que ativam os outros linfócitos que formam o exército de defesa do corpo. O organismo da pessoa portadora do vírus HIV torna-se incapaz de produzir anticorpos em resposta aos antígenos mais comuns que nele penetram.

Com a imunidade debilitada pelo HIV, o organismo torna-se susceptível a diversos microorganismos oportunistas ou a certos tipos raros de câncer (sarcoma de Kaposi, linfoma cerebral). A pneumonia provocada pelo Pneumocystis carinii é a infecção oportunista mais comum, detectada em cerca de 57% dos casos. A toxoplasmose, a criptococose e as afecções provocadas por citomegalovírus são outras infecções freqüentemente encontradas nos indivíduos imunodeprimidos. 

Ser portador do vírus não significa que a pessoa desenvolverá necessariamente a doença. O vírus permanece inativo por um tempo variável no interior das células T infectadas e pode demorar até 10 anos para desencadear a moléstia.

A AIDS é transmitida através do contato sexual, da transfusão de sangue contaminado, da mãe para o bebê durante a gravidez ou na amamentação e ainda pela reutilização de seringas e agulhas entre os usuários de drogas injetáveis. 

Além dessas formas mais freqüentes, também pode ocorrer a transmissão ocupacional ocasionada por acidente de trabalho em profissionais da área da saúde que sofrem ferimentos com instrumentos pérfuro-cortantes contaminados com sangue de pacientes infectados pelo HIV.

O HIV (vírus da imunodeficência humana) é um retrovírus com genoma RNA, da família Retroviridae (retrovírus) e subfamília Lentivirinae. 

Existem dois (2) tipos de HIV (HIV-1 e HIV-2), sendo que o HIV-1 é mais virulento e mais predominante no mundo, enquanto que o HIV-2 está restrito à África ocidental. Recentemente, foram descritas variantes genômicas (subtipos), tanto de HIV-1 quanto de HIV-2, em pacientes infectados procedentes de diferentes regiões geográficas. 

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo HIV depende da demonstração de anticorpos Anti-HIV, da detecção direta do HIV ou de seus componentes.

Os testes de detecção da infecção pelo HIV podem ser divididos em 4 tipos: Detecção de anticorpos (ELISA, Western Blot, Imunofluorescência e Testes rápidos); detecção de antígenos (Pesquisa de p24); cultura viral e amplificação do genoma do vírus (carga viral).

AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro, plasma ou sangue total.
Usar amostras livres de hemólise, lipemia e contaminação bacteriana.

Recomenda-se usar amostras frescas. Se isto não for possível, as amostras devem ser conservadas em geladeira entre 2-8 ºC por 48 horas. 
Para um tempo maior, armazenar o soro e o plasma no freezer a -20 ºC. 
Não congelar amostras de sangue total. 
Não utilizar amostras inativadas pelo calor.

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

Conservar em temperatura entre 2-30 °C. Não congelar.

1. Placa Teste: Utiliza como reagente de captura imobilizado na placa, proteínas recombinantes do HIV-1 que correspondem às regiões da gp 41 mais um epítopo correspondente à proteína gp 36 do HIV-2.

Pronta para uso. Não Congelar.

2. Diluente: Contém tampão fosfato salino (PBS) e azida sódica 15,4 mmol/L.Pronto para uso. Não congelar. 
Deixar estabilizar à temperatura ambiente antes de realizar os testes.

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

4- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

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

Atenção

Se a amostra foi mantida no freezer, ela deverá ser descongelada e homogeneizada completamente. Posteriormente, deixa-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.

Nota
Recomendamos que a coleta, preparação, armazenamento e descarte das amostras biológicas sejam realizados seguindo as recomendações das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos.

Enfatizamos que os erros provenientes da amostra podem ser muito maiores do que os erros ocorridos durante o procedimento analítico.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

1. Retirar a placa teste (1) da embalagem e usar imediatamente. A placa teste e a amostra devem estar na temperatura ambiente antes do uso.

2. Pipetar 10 µL da amostra (sem bolhas de ar) na cavidade de amostra (►) da placa teste.

3. Adicionar 3 gotas (100 µL) do Diluente (2) na cavidade de amostra (►) da placa teste.

4. Fazer a leitura dos resultados entre 10 e 15 minutos.
Nota

Não considerar resultados após o tempo determinado para leitura.

CÁLCULOS 

Não aplicável.

RESULTADOS

Leitura do Teste

Verificar a presença de bandas coloridas nas tiras reativas, linhas de Teste e de Controle.

Resultado Positivo

Aparecerão duas bandas rosas claras, uma na área teste (T) e outra na área do controle (C)

Resultado Negativo
Somente uma banda rosa-clara aparecerá na área do controle (C).

Resultado Inválido
Se não surgir nenhuma banda visível na área teste (T) e do controle (C) ou se não surgir banda na área do controle (C).
Atenção - Importante

1- A Portaria No. 59/MS/SVS de 28/01/2003 estabelece que o diagnóstico laboratorial da infecção pelo HIV em indivíduos acima de 2 anos tem que ser realizado com cumprimento rigoroso dos seguintes procedimentos seqüenciados:

Etapa I - Triagem sorológica

Etapa II - Confirmação sorológica por meio da realização de um segundo imunoensaio em paralelo ao teste de imunofluorescência indireta para  HIV-1 (IFI/HIV-1) ou ao teste de Imunoblot para HIV.

Etapa III - Confirmação sorológica por meio da realização do teste de Western Blot para HIV-1 (WB/HIV-1).
2- A Portaria 34/SVS/MS de 28/07/2005 estabelece que somente em casos especiais os testes rápidos podem ser utilizados como única metodologia para diagnóstico da infecção pelo HIV.

3- Resultados positivos obtidos com o kit de HIV-EIC (teste de triagem) devem ser confirmados através de outra metodologia empregando imunofluorescência indireta ou Western Blot.

4- Considerando que a produção de anticorpos anti-HIV pode demorar de 3 a 12 semanas após a exposição inicial, resultados negativos obtidos com o kit de HIV-EIC (teste de triagem) não devem ser considerados como evidência conclusiva de que o paciente não tenha sido exposto ou infectado pelo HIV.

Portarias disponíveis em: www.anvisa.gov.br/e-legis/

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

100% de sensibilidade. Foram realizados testes em 137 amostras do controle de qualidade sabidamente positivas para HIV. Todos os resultados foram satisfatórios, não apresentando falso-negativos.

Especificidade Clínica ou Diagnóstica

99,9% de especificidade. Foram realizados testes em 1131 amostras do controle de qualidade sabidamente negativas para HIV. Os resultados foram satisfatórios, apresentando apenas uma amostra com resultado falso-positivo.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O HIV-EIC é um teste de triagem para caracterizar a presença de anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2, portanto, um resultado repetidamente positivo com esse teste é uma presumível evidência da presença de um dos anticorpos ou de ambos na amostra.

Podem ocorrer resultados falso-positivos e falso-negativos com esse teste, cuja proporção dependerá da prevalência da doença na população ensaiada.

Como em qualquer procedimento diagnóstico, o resultado desse teste deve ser sempre interpretado com outras informações clínicas disponíveis.
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8. GOLD ANALISA: Informe Técnico do Produto.
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