I . .
@ﬁ( Teste Rapido Combinado para Dengue em Cassete

Kamerﬁwﬁ‘/» (Sangue Total/Soro/Plasma)

Instrucdes de Uso

[ REF IDEC-425 [ Portugués |
Teste rapido para teste qualitativo para a deteccédo do antigeno NS1, anticorpos 1gG e IgM do
virus da dengue em sangue total humano, soro ou plasma. Apenas para uso profissional de
diagnéstico in vitro.
[USO PRETENDIDO]
O Teste Rapido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma) é um
imunoensaio cromatogréfico rapido para a deteccéo qualitativa do antigeno NS1 e anticorpos
1gG e IgM do virus da dengue em sangue total humano, soro ou plasma como um auxilio no
diagnéstico de infecgdes por dengue.
[SUMARIO]
A dengue é um flavivirus, transmitido pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus. E
amplamente distribuido nas &reas tropicais e subtropicais do mundo,'e causa até 100 milhdes
de infecgBes anualmente.? A infecgdo por dengue classica é caracterizada por um inicio stbito
de febre, cefaleia intensa, mialgia, artralgia e erupgdo cutanea.
A infec¢do priméaria por dengue faz com que os anticorpos IgM aumentem para um nivel
detectavel 3 a 5 dias ap6s o inicio da febre. Os anticorpos IgM geralmente persistem por 30 a
90 dias.’A maioria dos pacientes com dengue em regides endémicas tem infecdes
secundérias,*resultando em altos niveis de anticorpos IgG especificos antes ou
simultaneamente com a resposta IgM.® Portanto, a detecgdo de anticorpos especificos anti-
dengue IgM e IgG também pode ajudar a distinguir entre infec¢des primérias e secundarias.
A NS1 é uma das 7 proteinas ndo estruturais do virus da dengue que se acredita estarem
envolvidas na replicacéo viral. A NS1 existe como um monémero na sua forma imatura, mas é
rapidamente processada no reticulo endoplasmatico para formar um dimero estavel. Uma
pequena quantidade de NS1 permanece associada a organelos intracelulares, onde se
acredita que esteja envolvida na replicagéo viral. O resto da NS1 é encontrado associado a
membrana plasmatica ou secretado como um hexadimero solGvel. A NS1 é essencial para a
viabilidade viral, mas sua fungéo biol6gica precisa é desconhecida. Anticorpos produzidos em
resposta @ NS1 na infecgdo viral podem apresentar reacdo cruzada com antigenos de
superficie celular em células epiteliais e plaquetas e isso tem sido implicado no
desenvolvimento da febre hemorragica da dengue.
O Teste Rapido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma) é um teste
rapido que utiliza uma combinag&o de antigeno NS1, anticorpos IgG e IgM do virus da dengue
em sangue total humano, soro ou plasma.
[PRINCIPIO]
O Teste Répido para Dengue IgG/IgM (Sangue Total/Soro/Plasma) é um imunoensaio
qualitativo baseado em membrana para a detecgao de anticorpos da dengue em sangue total,
soro ou plasma. Este teste consiste em dois componentes, um componente IgG e um
componente IgM. No componente IgG, o IgG anti-humano é revestido na regido da linha de
teste de IgG. Durante o teste, a amostra reage com particulas revestidas com antigeno da
dengue na cassete de teste. A mistura migra entdo cromatograficamente para cima na
membrana por acéo capilar e reage com o IgG anti-humano na regido da linha de teste de
IgG. Se a amostra contiver anticorpos IgG para dengue, uma linha colorida aparecera na
regido da linha de teste de IgG. No componente IgM, o IgM anti-humano é revestido na regido
da linha de teste de IgM. Durante o teste, a amostra reage com IgM anti-humano. Os
anticorpos IgM da dengue, se presentes na amostra, reagem com o IgM anti-humano e as
particulas revestidas com antigeno da dengue no cassete de teste, e este complexo é
capturado pelo IgM anti-humano, formando uma linha colorida na regido da linha de teste IgM.
Se a amostra contiver anticorpos IgG de dengue, uma linha colorida aparecera na regiéo da
linha de teste IgG. Se a amostra contiver anticorpos IgM de dengue, uma linha colorida
aparecera na regido da linha de teste IgM. Se a amostra néo contiver anticorpos de dengue,
nenhuma linha colorida aparecera em nenhuma das regides da linha de teste, indicando um
resultado negativo. Para servir como controle do procedimento, uma linha colorida sempre
aparecera na regido da linha de controle, indicando que o volume adequado de amostra foi
adicionado e a absor¢do da membrana ocorreu.
O Teste Répido para Dengue NS1 (Sangue Total/Soro/Plasma) é um imunoensaio
qualitativo baseado em membrana para a detec¢do de anticorpos de dengue NS1 em sangue
total, soro ou plasma. Durante o teste, a amostra reage com o conjugado de anticorpo da
dengue no cassete de teste. O conjugado de anticorpo com ouro ligar-se-a ao antigeno da
dengue na amostra que, por sua vez, se ligara ao NS1 anti-dengue revestido na membrana. A
medida que o reagente se move pela membrana, o anticorpo NS1 da dengue na membrana
liga-se ao complexo antigeno -anticorpo, fazendo com que uma linha rosa clara ou escura se
forme na regido da linha de teste da membrana de teste. A intensidade das linhas ira variar,
dependendo da quantidade de antigeno presente na amostra. O aparecimento de linha rosa
na regido de teste deve ser considerado um resultado positivo.
[REAGENTES]
O Teste Rapido Dengue IgG/IgM contém particulas de ouro coloidal conjugado com antigeno
da Dengue, IgM anti-humano, IgG anti-humano revestido na membrana.
O Teste Rapido para Dengue NS1 contém particulas coloidais conjugadas com anti-Dengue
Ag, revestidas com anti-Dengue Ag na membrana.
[PRECAUCOES]

® Apenas para uso profissional de diagnéstico in vitro. N&o utilizar o produto apés a data de
validade.

® N&o comer, beber ou fumar na area onde as amostras ou kits sdo manuseados.
® Manusear qualquer amostra como potencialmente infecciosa. Observar as precaugdes

estabelecidas contra riscos microbiolégicos ao longo do procedimento. Siga os
procedimentos padréo para a eliminagéo correta das amostras.

® Utilizar roupas de protecao, tais como batas de laboratério, luvas descartaveis e protegao ocular,
quando as amostras forem analisadas.

® A umidade e temperatura podem afetar adversamente os resultados.
[ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE]
O kit pode ser armazenado a temperatura ambiente ou refrigerado (2-30 ° C). O cassete de teste é
estavel até a data de validade impressa na embalagem selada. O cassete de teste deve
permanecer na embalagem selada até a sua utilizagdo. NAO CONGELAR. N&o utilizar depois da
data de validade. A solucéo tampé&o é estavel por até 06 meses apés aberta.
[COLETA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS]
® O Teste Rapido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma) pode ser
realizado usando sangue total, soro ou plasma.
® Para coletar amostras de sangue total por pungao digital:
* Lave a méo do paciente com sab&do e dgua morna ou limpe com algoddo embebido em
alcool. Deixe secar.
* Massageie a mao sem tocar no local da pungéo, esfregando a méo em direcéo a ponta do
dedo do meio ou do anelar.
« Perfure a pele com uma lanceta esterilizada. Limpe o primeiro sinal de sangue.
« Esfregue suavemente a mdo do pulso a palma e ao dedo para formar uma gota
arredondada de sangue sobre o local da pungéo.
® Adicione a amostra de sangue total por puncéao digital ao cassete de teste usando um conta-
gotas ou micropipeta de 5ul medindo 10ul e um conta-gotas ou micropipeta de 25ul medindo
75ul. Os conta-gotas de 5 pl ou 25 pl fornecidos com o teste dispensam aproximadamente 10
ul ou 25 pl numa gota, mesmo se mais sangue for aspirado no conta-gotas.
® Separe o0 soro ou plasma do sangue o mais rapido possivel para evitar hemdlise. Utilize
apenas amostras claras e ndo hemolisadas.
® O teste deve ser realizado imediatamente apds a coleta da amostra. N&o deixe as amostras a
temperatura ambiente por periodos prolongados. As amostras de soro e plasma podem ser
armazenadas entre 2 e 8°C até um maximo de 3 dias. Para um armazenamento prolongado,
as amostras devem ser mantidas abaixo dos -20°C. O sangue total recolhido por puncédo
venosa deve ser armazenado entre 2 e 8°C, se o teste for realizado no intervalo de 2 dias
apobs a coleta. Ndo congele amostras de sangue total. O sangue total coletado por picada no
dedo deve ser testado imediatamente.
® Cologue as amostras a temperatura ambiente antes de testar. As amostras congeladas
devem ser completamente descongeladas e bem misturadas antes da andlise. As amostras
néo devem ser congeladas e descongeladas repetidamente.
® Se as amostras tiverem de ser transportadas, devem ser embaladas em conformidade com a
legislacdo em vigor que abrange o transporte de agentes etiolégicos.
® EDTA K2, heparina sédica, citrato de sodio e oxalato de potassio podem ser usados como
anticoagulante para a coleta da amostra.
[MATERIAIS]
Materiais fornecidos

*Cassetes de teste «Conta-gotas

*Tampao «linstrucéo de Uso
Materiais necessarios, mas néo fornecidos

*Recipientes para coleta de amostras «Centrifuga

*Micropipeta *Temporizador

sLancetas (apenas para puncao digital de sangue total)

[INSTRUGOES DE USO]

Deixe que o teste, a amostra, o tamp&o e / ou controles atinjam a temperatura ambiente (15-30°C)
antes do teste.

1. Deixe a embalagem ficar a temperatura ambiente antes de a abrir. Remova o cassete de teste

da embalagem selada e use-o dentro de 1 hora.

2. Coloque o cassete de teste numa superficie limpa e plana.

»  Paraamostrade_soro ou plasma:
Para lgG/IigM:

s Para usar um conta-gotas: segure o conta-gotas verticalmente, retire a amostra até a linha
de preenchimento (aproximadamente 5ul) e transfira a amostra para o pogo da amostra (S) do
cassete de teste, em seguida, adicione 3 gotas de tampé&o (aproximadamente 120ul) para o pogo
de tampé&o (B) e inicie o cronémetro. Evite a formacéo de bolhas no poco da amostra.

s Para usar uma micropipeta: Pipete e dispense 5 pl de soro ou plasma na cavidade da
amostra (S) do cassete de teste e, em seguida, adicione 3 gotas de tamp&o (aproximadamente
120 pl) na cavidade ou pogo do tampé&o (B) e inicie o crondmetro.
Para NS1:

® Segure o conta-gotas verticalmente e transfira 3 gotas de soro ou plasma (aproximadamente
75ul) para o pogo da amostra (S) e inicie o crondmetro. Veja a imagem abaixo.

»  Para amostra de sangue total (puncdo venosa/puncéo digital):

Para lgG/IgM:

® Para usar um conta-gotas: segure o conta-gotas verticalmente, extraia a amostra até cerca de 1
cm acima da linha de preenchimento e transfira 1 gota de sangue total_(aproximadamente 10
pl) para o poco de amostra (S) dos cassetes de teste e, em seguida, adicione 3 gotas de
tampdo (aproximadamente 120 pl) para o pogo do tampéo (B) e inicie o cronébmetro.Veja a
imagem abaixo.

® Para usar uma micropipeta: Pipete e dispense 10 pl de soro ou plasma na cavidade da
amostra (S) do cassete de teste e, em seguida, adicione 3 gotas de tampd&o (aproximadamente
120 pl) na cavidade ou poco do tampé&o (B) e inicie o crondmetro. Veja a imagem abaixo.

Para NS1:

® Para usar um conta-gotas: segure o conta-gotas verticalmente e transfira 3 gotas de
sangue total (aproximadamente 75 pL) para o(s) poco(s) da amostra, em seguida,
adicione 1 gota de tampao (aproximadamente 40 pL) e inicie o crondbmetro. Veja a
imagem abaixo.

® Para usar um tubo capilar: Encha o tubo capilar e transfira aproximadamente 75 pL da
amostra de sangue total por pungdo digital para o(s) poco(s) da amostra do cassete de
teste, em seguida, adicione 1 gota de tampdo (aproximadamente 40 pL) e inicie o
crondmetro. Veja a imagem abaixo.

3. Leiaos resultados em 10 minutos, ndo interprete os resultados ap6s 20 minutos.

Nota: Sugere-se nédo usar o tampao além de 6 meses apds a abertura do frasco.
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[INTERPRETAGAO DE RESULTADOS]
(Consulte a imagem acima)

IgM POSITIVO: * Aparecem duas linhas coloridas distintas. Uma linha deve estar na

regido de controle (C) e outra linha deve estar na regido de teste (T).

IgG e IgM POSITIVO: * Aparecem trés linhas coloridas distintas. Uma linha colorida deve

estar na regido da linha de controle (C) e duas linhas coloridas devem aparecer na regido da

linha de teste de IgG e na regido da linha de teste de IgM. As intensidades de cor das linhas
ndo precisam ser iguais. O resultado é positivo para anticorpos IgG e IgM, indicando estagio
final da infecgéo por dengue priméria e estagio inicial da infeccéo por dengue secundaria.

IgG POSITIVO: * Aparecem duas linhas coloridas distintas. Uma linha colorida deve estar

na regido da linha de controle (C), e uma linha colorida aparece na regido da linha de teste

de IgG. O resultado é positivo para IgG especifica para o virus da dengue e provavelmente é

indicativo de infeccéo secundéria da dengue.

IgM POSITIVO: * Aparecem duas linhas coloridas distintas. Uma linha colorida deve estar

na regido da linha de controle (C), e uma linha colorida aparece na regido da linha de teste

de IgM. O resultado é positivo para anticorpos IgM especificos para o virus da dengue e é

indicativo de infeccéo priméaria de dengue.

* NOTA: A intensidade da cor na regido da linha de teste (NS1 e / ou IgG e / ou IgM) ir&

variar, dependendo da concentragdo do antigeno NS1 da dengue e / ou IgG e / ou IgG

presente na amostra. Portanto, qualquer tom de rosa na regido de teste deve ser considerado
positivo.

NEGATIVO: Aparece uma linha colorida na zona de controle (C). N&o aparece nenhuma

nazonade teste (T).

INVALIDO: A linha de controle ndo aparece. Um volume de amostra insuficiente ou a

utilizacéo de técnicas incorretas durante o procedimento séo as razdes mais provaveis para

que a linha de controle ndo aparega. Rever o procedimento e repetir o teste com um novo
cassete de teste. Se o problema persistir, interrompa imediatamente a utilizagdo do kit de
teste e contacte o seu distribuidor local.

[CONTROLE DE QUALIDADE]

Os controles de procedimento interno estdo incluidos no teste. Uma linha colorida que

aparece na regido de controle (C) é um controle de procedimento interno positivo. Confirma o

volume de amostra suficiente e uma técnica de procedimento correta.

Os padrdes de controle ndo sdo fornecidos com este kit. No entanto, como boa pratica de

laboratério, recomenda-se que os controles positivos e negativos sejam testados para

confirmar o procedimento do teste e verificar o desempenho adequado do teste.
[LIMITAGOES]

1. O Teste R&pido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma)
indicar4 apenas a presenca do antigeno NS1 da dengue e anticorpos da dengue na
amostra e ndo deve ser usado como Unico critério para o diagnéstico de dengue.

2. O Procedimento de Ensaio e a Interpretagdo do Resultado do Ensaio devem ser seguidos
de perto ao testar a presenca de anticorpos contra dengue no soro ou plasma de
individuos. O ndo cumprimento do procedimento pode gerar resultados imprecisos.

3. Um resultado de teste negativo para Dengue NS1 néo exclui a possibilidade de exposicéo
ou infecg&o por virus da dengue.

4. Pode ocorrer um resultado negativo para Dengue NS1 se a quantidade de anticorpos de
dengue presentes na amostra estiver abaixo dos limites de deteccéo do ensaio, ou se 0s
anticorpos contra dengue detectados ndo estiverem presentes durante o estagio da
doenga em que a amostra é coletada.

5. Algumas amostras que contenham titulos excepcionalmente altos de anticorpos
heterdfilos ou fator reumatoide podem afetar os resultados esperados.

6. Se o sintoma persistir, enquanto o resultado do Teste R&pido para Dengue NS1 for
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negativo ou néo reativo, é recomendavel fazer uma nova coleta ao paciente alguns dias
depois ou testar com um dispositivo de teste alternativo, como PCR ou ELISA.

7. Os resultados obtidos com este teste s6 devem ser interpretados em conjunto com outros
procedimentos de diagnéstico e resultados clinicos.

8. No inicio precoce da febre, as concentragdes de IgM anti-dengue podem estar abaixo dos
niveis detectaveis. Para infecgdo primaria, um ensaio imunoenzimatico de absor¢do de
anticorpos IgM (MACELISA) mostrou que 80% dos pacientes com dengue testados
exibiam niveis detectaveis de anticorpos IgM no quinto dia apés a infecgéo, e 99% dos
pacientes testados com IgM positiva ao 10° dia. Recomenda-se que os pacientes sejam
testados neste periodo. Para a infeccdo secundaria, uma fragdo molar baixa de IgM anti-
dengue e uma fracdo molar alta de IgG que é amplamente reativa a flavivirus
caracterizam os anticorpos.’0 sinal de IgM pode ser fraco e pode aparecer reag&o
cruzada na regido da linha de IgG.

9. E comum a reatividade sorolégica cruzada no grupo dos flavivirus (Dengue 1, 2, 3 e 4,
encefalite de St. Louis, virus do Nilo Ocidental, encefalite japonesa e virus da febre
amarela).®"®Resultados positivos devem ser confirmados por outros meios.

10.A presenga ou auséncia continua de anticorpos ndo pode ser usada para determinar
sucesso ou falha terapéutica.

11.0s resultados de pacientes imunossuprimidos devem ser interpretados com cautela.

12.Como acontece com todos os testes de diagnéstico, todos os resultados devem ser
interpretados em conjunto com outras informagdes clinicas ao dispor do médico.

13.Se o resultado do teste for negativo e os sintomas clinicos persistirem, séo recomendados
testes adicionais utilizando outros métodos clinicos. Um resultado negativo em nenhum
momento exclui a possibilidade de infecgdo por dengue.

[VALORES ESPERADOS]

O Teste Réapido Dengue NS1 foi comparado com um teste ELISA comercial para Dengue Ag.

A correlagéo entre esses dois sistemas é de 92,5%.

A infeccéo priméria por dengue é caracterizada pela presenca de anticorpos IgM detectaveis

3-5 dias ap6s o inicio da infecgdo. A infeccdo secundaria da dengue é caracterizada pela

elevacéo da IgG especifica da dengue. Na maioria dos casos, isso é acompanhado por niveis

elevados de IgM.

O Teste Réapido para Dengue IgG/IgM foi comparado com um teste ELISA comercial para

dengue, demonstrando sensibilidade de 83,3% para IgM na infeccdo priméaria e 98,4% para

19G na infeccéo secundaria.

[ CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO]

Sensibilidade e Especificidade

O Teste Réapido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma)

comparada com um dos principais testes ELISA comerciais de Dengue utilizando amostras

clinicas de Dengue e foi avaliada com amostras obtidas de uma populagdo de individuos
sintomaticos e assintomaticos. Os resultados foram confirmados por um dos principais testes

ELISA comerciais de Dengue.

Os resultados mostram que a sensibilidade relativa da Teste Rapido para Dengue NS1

(Sangue Total/Soro/Plasma) é 95,8%, e a especificidade relativa € 90,9%.E a sensibilidade

relativa do Dengue IgG é 98,4%, a sensibilidade relativa do Dengue IgM é 75,0%, e a

especificidade relativa do Dengue IgG é 98,5%, a especificidade relativa do Dengue IgM é

99,8%.

Dengue IgG
Resultados da Dengue IgG
Método Teste ELISA Resultado
Teste Rapido Combinado para | Resultados Positivo Negativo Total
Dengue Positivo 63 8 71
(Sangue Total/Soro/Plasma) Negativo 1 525 526
Resultado Total 64 533 597

Sensibilidade relativa: 98,4 (IC 95% *: 91,6%->99,9%)
Especificidade relativa: 98,5% (IC 95% *: 97,1%-99,4%)
Precis&o: 98,5% (IC 95% *: 97,2%-99,3%)

*Intervalos de confianga

Dengue IgM
Resultados da Dengue IgM
Método Teste ELISA Resultado
Teste Rapido Combinado para | Resultados Positivo Negativo Total
Dengue Positivo 66 1 67
(Sangue Total/Soro/Plasma) Negativo 22 532 554
Resultado Total 88 533 621

Sensibilidade relativa: 75,0% (IC 95%*: 64,6%-83,6%)
Especificidade relativa: 99,8% (IC 95%*: 99,0%->99,9%)
Precisdo: 96,3% (IC 95%*: 94,5%-98,0%)

*Intervalos de confianga

Dengue NS1

Método Teste ELIS,AAgde Dengue Resultado
Teste Rapido Combinado para| Resultados Positivo Negativo Total
Dengue Positivo 137 28 165
(Sangue Total/Soro/Plasma) Negativo 6 280 286
Resultado Total 143 308 451

Sensibilidade relativa: 95,8% (IC 95%*91,1%-98,4%)
Especificidade relativa: 90,9% (IC 95%87,1%-93,9%)
Precisdo: 92,5% (IC 95% 89,6%-94,7%)

Precisao

Intra-ensaio
A precisao intra-ensaio foi determinada usando 15 réplicas de amostras de dengue. As amostras
foram identificados corretamente > 99% das vezes.

Inter-ensaio
A precisdo entre ensaios foi determinada por 15 ensaios independentes nas mesmas amostras de
dengue. Foram testados trés lotes diferentes do cassete de Teste Rapido Combinado para
Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma) com essas amostras. As amostras foram
identificados corretamente > 99% das vezes.

Reatividade cruzada
O Teste Rapido Combinado para Dengue em Cassete (Sangue Total/Soro/Plasma) foi testado por
amostras positivas de HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcADb, anti-sifilis, anti-HIV,
HCV, anti-H. Pylori, anti-MONO, anti-CMV, anti-Rubéola e anti-TOXO. Os resultados nao
mostraram reatividade cruzada.
Em caso de duvidas, testes adicionais devem ser feitos para confirmar dengue ou outras doencas
causadas por virus da familia Flaviviridae.
Substancias interferentes

Foram adicionadas as seguintes substancias potencialmente interferentes a amostras negativas e
positivas de dengue.

Paracetamol: 20 mg/dL Acido acetilsalicilico: 20 mg/dL Acido Ascérbico: 2g/dL
Bilirrubina: 1g/dL Creatina: 200 mg/dL Cafeina: 20 mg/dL
Acido Gentisico: 20 mg/dL Hemoglobina 1000mg/dL Albumina: 2 g/dL

Acido oxalico: 60mg/dL

Nenhuma das substancias nas concentracdes testadas interferiu no ensaio.
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