INSTRUGOES DE USO

DENGUE IgM/IgG TESTE RAPIDO
25 testes

USO PRETENDIDO

O teste DENGUE IgM/IlgG TESTE RAPIDO & indicado para a detecgdo qualitativa de anticorpos IgG e IgM do virus da dengue no soro humano e sangue total. O teste pode ser usado para
diferenciagdo entre infecgdo primaria de secundaria. Este teste deve ser usado somente com sinais e sintomas consistentes de infecgdo do virus da dengue. Resultados positivos sdo
presumiveis e devem ser confirmados pelo isolamento do virus, andlise do soro pareada, detecgdo de antigeno por imunohistoquimica ou detec¢do de acido nucléico viral para a
confirmagéo da dengue.

INTRODUGCAO

Dengue, um flavovirus é encontrado em grandes areas dos trépicos e subtropicos. A transmissao é feita por mosquitos principalmente o Aedes aegypti e Aedes albopictus. A infecgédo da
dengue causa um espectro de manifestagdes clinicas variando da assintomatologia @ hemorragia fatal. A dengue classica é caracterizada pelo aparecimento repentino de febre, dor de
cabega intensa, mialgia, atralgia e vermelhiddo. E comum um curso difasico febril, assim como ins6nia e anorexia com boca amarga e perda de paladar. A dengue hemorragica e a sindrome
do choque sé@o complicagbes severas muitas vezes atribuidas a resposta da infecgéo.

Em regides endémicas, pacientes diagnosticados com febre da dengue geralmente tem a infecgdo secundaria. Conseqiientemente, a deteccéo de anticorpos da dengue é um procedimento
valioso, particularmente nessas infeccdes secundarias e subseqiientes aonde a ocorréncia de complicagdes € alta. Tradicionalmente, titulos de hemaglutinagdo HAI vem sendo usados para
a classificagao de infecgdo primaria ou secundaria. A definicdo corrente depende de um ensaio com amostras de soros pareados distanciados em no minimo 7 dias, apesar de que qualquer
amostra com HAl titulo >=1:2560 é definida como proveniente de um paciente com infecgéo secundaria por flavovirus.

No DENGUE IgW/IgG TESTE RAPIDO, IgG e IgM s&do determinadas simultaneamente, usando-se a simples adicdo de soro ou sangue total. Portanto a diferenciacdo entre a infeccéo
primaria e secundaria pode ser feita com uma simples aplicagdo de soro ou sangue total e ndo uma série de diluicdes como para um ensaio de HAIl. Em infec¢gdes primarias, anticorpos IgM
do soro podem ser detectados em pacientes com dengue de 3-5 dias ap6s o inicio da febre e geralmente persistem por 30-90 dias, apesar de os niveis detectaveis poderem continuar
presentes apdés 8 meses de infecgdo.

A infecgdo secundaria é caracterizada por altos niveis de IgG que podem estar acompanhados de elevados niveis de IgM. A sensibilidade deste teste foi estabelecida de maneira que, em
pacientes com dengue primaria, IgM é positiva enquanto IgG é negativa. Em contraste, pacientes com infecgdes secundarias obterdo um resultado de IgG positivo com ou sem um resultado
positivo de IgM; pacientes com outras infecgdes por flavovirus ( encefalite japonesa, febre amarela, virus West Nile, encefalite de St Louis) demonstraram algum nivel de reagdo cruzada
com a sorologia da dengue.

PRINCIPIO

Quando presente nas amostras imunoglobulinas especificas da dengue IgG ou IgM ligam-se aos anticorpos anti-lgM ou anti-lgG humanos imobilizados em duas linhas na membrana do
cassete. Complexos de ouro coloidal contendo antigenos da dengue 1-4 sdo capturados por IgM ou IgG do paciente fornecendo uma linha rosa visivel. Um controle de procedimento é
incluido para indicar que o ensaio foi realizado corretamente.

PRECAUGOES

1-  Todos os produtos de sangue humano devem ser manuseados como material potencialmente infeccioso. Os Centros de Controle de Doengas e Prevengdo recomendam que
sejam manuseados como nivel de biosseguranga.

2-  Nunca pipetar com a boca ou permitir que os reagentes ou amostras do paciente entrem em contato com a pele.

3-  Otimos resultados podem ser obtidos seguindo-se exatamente o protocolo. Os reagentes devem ser adicionados cuidadosamente para manter a precisdo e a acuracidade do
teste.

4- A realizagao do teste fora do tempo e temperatura indicados pode fornecer resultados invalidos e devem ser repetidos.

5-  Os componentes do kit devem ser testados pelo controle de qualidade com uma unidade de lote. Ndo misturar reagentes de diferentes lotes. Ndo misturar com reagentes de
outros fabricantes.

6-  Cuidado em proteger os componentes deste kit de contaminagdo. Nao usar se houver evidéncia de contaminagdo microbioldgica ou precipitagdo. Contaminagao biolégica no
manuseio de equipamentos, recipientes ou reagentes pode levar a falsos resultados.

7- Néao aquecer soros inativos.

8-  Manter as caixas de armazenamento secas.

9-  Nao reutilizar cassetes de teste. Ndo usar se a embalagem de aluminio estiver danificada.

10-Os materiais testados devem ser descartados de acordo com regulamentacdes estaduais ou federais.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES
1-  Armazenar o kit entre 2-30° C. Temperatura de armazenamento constante deve ser mantida para garantir a estabilidade dos reagentes até o final do prazo de validade. Verificar
o prazo de validade na etiqueta da embalagem.
2-  Nao congelar os reagentes.
3- O teste pode ser usado até o final da data da validade marcada na embalagem. N&o utilizar reagentes vencidos.

COLETA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

1- O sangue obtido por punctura venosa deve coagular a temperatura ambiente e depois ser centrifugado de acordo com o National Cometee para Clinical Laboratories Standards
NCCLS.

2- O soro deve ser separado o mais cedo possivel e refrigerado de 2-8° C ou armazenado congelado a -20° C se n&o for testado em 2 dias. Freezer auto-descongelante nao é
recomendado para o armazenamento. Nao usar soro lipémico, hemolizado ou com crescimento microbiolégico.

3-  Nao é recomendado o uso de freezers auto-descongelantes para o armazenamento pois, podem causar degradagao dos anticorpos levando a resultados duvidosos.

4- O sangue da ponta dos dedos deve ser testado imediatamente apds a coleta. O NCCLS recomenda que o soro total contendo EDTA ou heparina como anticoagulante pode ser
usado imediatamente sem centrifugagdo ou pode ser armazenado a 2-8° C por até 72 horas.

Componentes do kit

Cada kit contém os seguintes componentes em quantidade suficiente para realizar o nimero de testes indicado na etiqueta da caixa.
- 25 bolsas, contendo cada uma um cassete teste e uma pipeta MicroSafe” de 10 l.
- 1 Instrugdes de Uso
- 1 x 3 ml de tampéo (contém 0,1% de Proclin)

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Timer: 0 a 60 segundos

PROCEDIMENTO GERAL

Operacéo com a pipeta MicroSafe

Esta pipeta pode ser usada com sangue total ou soro.

Favor seguir estritamente as instrugdes a seguir quando pipetar:
1-  Segurar a pipeta horizontalmente
2-  Tocar a amostra teste com a ponta da pipeta.
3-  Para expelir a amostra, apertar gentilmente o bulbo.

Figura 1. Coleta da amostra com a pipeta

ATENGAO NAO APERTAR O BULBO COMO PARA ENCHIMENTO AUTOMATICO

Procedimento do ensaio

Nota: Assegurar que todos os reagentes estejam a temperatura ambiente (20-25°C) antes de iniciar o teste.
Remover o cassete e a pipeta MicroSafe"” da embalagem imediatamente antes do uso.

*  Adicionar 10 ul de sangue total ou soro & cavidade circular utilizando uma micropipeta ou a pipeta MicroSafe” fornecida
*  Permitir que a amostra seja inteiramente absorvida no pad de amostra presente na cavidade circular.

*  Colocar o frasco de tamp&o verticalmente e a 1 cm acima da cavidade quadrada.

*  Adicionar 2 gotas de tampao a cavidade quadrada presente na base do cassete.



Ler os resultados 15 minutos apés adicionar o tamp&o ao cassete. Qualquer trago de uma linha pink na area teste indica um resultado positivo.

Controle de Qualidade
1. O teste é invalido e deve ser repetido se a linha controle ndo aparecer. Se o teste for invalido, os resultados dos pacientes ndo podem ser reportados.
2. Amostras de sangue total podem causar um background (ruido de fundo) vermelho visivel na janela do cassete. Se isso ndo mascarar a linha teste, os resultados permanecem
validos.
3. O Controle de Qualidade (CQ) deve ser realizado em conformidade com as Normas local, estadual e/ou federal ou com os requerimentos de acreditagdo, e com os
procedimentos padrédo do proprio laboratério. Recomenda referir-se ao NCCLS C24-A e 42 CFR 493.1202(c) como guia de praticas apropriadas de CQ.

Valores esperados e limitages do teste
A dengue primaria é caracterizada pela presenga de anticorpos IgM detectaveis 3-5 dias ap6s o inicio da doenga. A dengue secundaria é caracterizada pela elevagédo de anticorpos IgG
especificos 1-2 dias apds o inicio da doenga e, na maioria dos casos, acompanhada pela elevagao de IgM.

Interpretagao dos resultados

C: Linha controle M: linha teste IgM G: linha teste IgG

Aparecimento de linhas de cor pink nas regidées IgM e controle.

Positivo — Infecgado primaria

O teste é positivo para anticorpos IgM e é indicativo de uma infecgdo primaria por dengue (Ver limitagdes).

Para confirmacdo da infecgéo pelo virus da dengue, recomenda-se o isolamento do virus, a analise de soros pareados, a detecgdo de antigenos por imunohistoquimica ou a detecgédo de
acido nucléico viral.

Aparecimento de linhas de cor pink nas regioes IgM, IgG e controle.

Positivo — Infecgdo secundaria

O teste é positivo para anticorpos IgM e IgG é indicativo de uma infecgdo secundaria por dengue (Ver limitagdes).

Para confirmacéo da infecgdo pelo virus da dengue, recomenda-se o isolamento do virus, a analise de soros pareados, a detecgao de antigenos por imunohistoquimica ou a detecgéo de
acido nucléico viral.

Aparecimento de linhas de cor pink nas regies IgG e controle.

Positivo — Infecgdo secundaria

O teste é positivo para anticorpos IgG e é indicativo de uma infeccdo secundaria por dengue (Ver limitagdes).

Para confirmagdo da infecgéo pelo virus da dengue, recomenda-se o isolamento do virus, a andlise de soros pareados, a detecgdo de antigenos por imunohistoquimica ou a detecgédo de
acido nucléico viral.

Aparecimento de linhas de cor pink somente na regido controle.

Negativo

Nenhum anticorpo IgG ou IgM para dengue detectavel. O resultado ndo exclui uma infecgéo por dengue.
Se houver suspeita de infecgdo por dengue retestar apds 3-4 dias.

Nenhum aparecimento de linhas de cor pink na regidao controle.
Invalido
O teste é invalido e deve ser repetido.

GUIA DE RESOLUCAO DE PROBLEMAS

PROBLEMA POSSIVEL CAUSA SOLUGCAO
Amostra nao flui na janela visor Tampao insuficiente Certificar-se que o frasco estd na posicdo vertical quando
adicionar as gotas e ndo em contato com a cavidade
quadrada.
Quando dispensar, segurar o frasco 1 cm acima.
Sangue obscurecendo a janela teste Sangue nd@o absorvido pela almofada de amostra na | Certificar-se que a amostra foi totalmente absorvida pelo
cavidade circular material antes da adigdo do tamp&o. Isso pode demorar até
30 seg para amostras de sangue.
Nenhuma linha controle Tampao insuficiente Repetir o teste
Pipeta nao funciona Apertar o bulbo quando encher. Nao apertar o bulbo quando enché-lo. Somente apertar o
Angulo da pipeta quando encher. bulbo para expelir amostra.

Segurar a pipeta horizontalmente quando encher.

LIMITAGOES

1- A andlise de somente uma amostra teste ndo deve ser usada como um Unico critério de diagnostico.

2-  Em infecgdes recentes e algumas infecgdes secundarias, niveis detectaveis de IgM podem ser baixos. Alguns pacientes podem néo produzir niveis detectaveis de anticorpos
dentro dos primeiros sete a dez dias apds a infecgdo. Quando os sintomas persistirem pacientes devem ser retestados 3-4 dias apos a primeira amostra.

3-  Reagdo cruzada entre os grupos de flavivirus € comum (dengue 1,2,3,4 encefalite de St Louis, West Nile, encefalite Japonesa e febre amarela)

4- O diagnéstico final deve ser baseado em resultados de teste em conjunto com outros parametros laboratoriais e clinicos.

5- Triagem da populagdo em geral ndo deve ser realizada. O valor preditivo positivo depende da probabilidade do virus estar presente. O teste deve ser realizado somente em
pacientes com sintomas clinicos ou quando expostos a suspeitos.

6- A presenga ou auséncia continua de anticorpos ndo pode ser usada para determinar o sucesso ou falha da terapia.

7- Resultados de pacientes imunossuprimidos devem se interpretados com cuidado.
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