Testes rapidos

A ampliacao do acesso ao diagnostico é um desafio aos programas de saude publica.

Os testes laboratoriais convencionais sao operacionalmente complexos, requerem profissionais
especializados e infraestrutura laboratorial apropriada. Além disso, o prazo para entrega dos
resultados desses testes pode ser longo, levando o individuo a se desinteressar pelo resultado do
teste e a consequente perda deste pelo sistema de salde.

Ao final da década de 1980, uma nova estratégia diagnostica surgiu. Chegaram ao mercado,

0s testes rapidos. Com o avango das tecnologias de desenvolvimento e producao, esses testes
revelaram-se eficientes na investigacao de doencas infectocontagiosas. Desde 2009, a utilizagao
dos testes rapidos permite atender a crescente demanda pelo diagnostico de agravos relevantes a
salde publica, visto que sua utilizacdo aumenta a agilidade da resposta aos individuos e permite
seu rapido encaminhamento para assisténcia médica e inicio de tratamento.

Testes rapidos sao aqueles cuja execucao, leitura e interpretacao
dos resultados séo feitas em, no maximo, 30 minutos. Além
disso, sao de facil execucao e nao necessitam de estrutura
laboratorial.

Testes rapidos sao, primariamente, recomendados para testagens presenciais. Podem ser feitos
com amostra de sangue total obtida por puncao venosa ou da polpa digital, ou com amostras de
fluido oral. Dependendo do fabricante, podem também ser realizados com soro e (ou) plasma.

A execucao dos testes rapidos, habitualmente, & muito simples e a capacitacao de pessoal pode
ser realizada presencialmente, ou por meio de ensino a distancia (EAD).
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] Vantagens dos testes rapidos ]

A primeira vantagem significativa dos testes rapidos € que eles possibilitam a liberagao dos
resultados e a assisténcia ao paciente em uma unica consulta.

Os testes rapidos nao necessitam de estruturas laboratoriais ou de profissionais graduados para
sua execugao, assim como dispensam o transporte de amostras e a necessidade de coleta de
sangue venoso. Além disso, a aplicagao de testes rapidos auxilia na prevencao da transmissao
vertical, facilita o diagnostico em populagoes-chave e promove o acolhimento imediato, dentro da
estrutura assistencial do SUS.

Esses testes, que podem ser realizados durante atendimento ou consulta em qualquer local,
aumentam a resolutividade do SUS ao facilitar, ao individuo, o conhecimento de sua situagao
imunologica.

A seguir, estao listadas situagoes € locais em que se indica a utilizagao dos testes rapidos.
*Rede de servigos de saude sem infraestrutura laboratorial, ou localizados em regioes de

dificil acesso.

«Instituicoes da Atencao Primaria a Saude (ex. UBS) e InstituigGes pertencentes a
Programas do Ministério da Saude,tais como Rede Cegonha,Programa de Sautde da
Familia,Consultorio na Rua,Quero Fazer e outros.

» Centro de Atencéo Psicossocial (CPAS).
 Segmentos populacionais flutuantes.

» Laboratorios que realizam pequenas rotinas (rotinas com até cinco amostras diarias para
diagnostico da infecgéo pelo HIV).

* Servigos de atendimento de emergéncia,pronto socorro,hospitais e maternidades.
» Segmentos populacionais mais vulneraveis.
* Parcerias de pessoas vivendo com HIV/Aids.

* Gestantes que ndo tenham sido testadas durante o pré-natal, ou cuja idade gestacional ndo
assegure o recebimento do resultado do teste, antes do parto.

e Parturientes e puérperas que nao tenham sido testadas no pré-natal, ou quando nao é
conhecido o resultado do teste, no momento do parto.

* Abortamento espontaneo, independentemente da idade gestacional.
*Pessoas em situagao de violéncia sexual, para fins de profilaxia da infeccao pelo HIV.

* Pacientes com diagnostico de tuberculose.




* Acidentes biologicos ocupacionais. Notas:

- Comunicantes' de pacientes com diagnostico de hepatite viral B. © 4 comunicantes:

. . . ;e . . :  contatos intradomiciliares,
» Comunicantes’ Pacientes com diagnostico de hepatite viral C. | sexuais ou qualquer um

. - . . : que compartilhe objetos
« Qutras situag0es especiais definidas pelo Departamento de DST, :  de uso pessoal do
Aids e Hepatites virais da Secretaria de Vigilancia em Salde do : pprtad(ordas hgpadtitets
C e g , ~ C A ~ : virais (escova de dente,
Ministério da Saide (DDAHV) para acoes de vigilancia, prevencao : jamina e barbear e outros

e controle das doengas sexualmente transmissiveis. ©  objetos de uso pessoal).
: No caso de usuarios de

drogas, estdo incluidos
aqueles que compartilham
quaisquer materiais para

" y 0 USo (seringag, agulhas,
I Tlpos de tEStes rapldos _ canudos, cachimbos etc.).

Existem varios formatos de TR. Os mais frequentemente utilizados
sao: imunocromatografia de fluxo lateral; imunocromatografia de
dupla migragao (ou de duplo percurso — DPP); dispositivos de
imunoconcentracao; fase solida (Figura 1).
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Figura 1 — Exemplos de testes rapidos (TR): (1a) imunocromatografia de fluxo lateral; (1b)
imunocromatografia de dupla migragéo — DPP; (1c¢) imunoconcentragao; (1d) fase solida.

Os testes rapidos podem ser realizados com amostras de sangue, Soro,
plasma ou fluido crevicular gengival.

Diagnostico do HIV - Aula 6




Sangue, soro, plasma e fluido crevicular gengival

0 sangue circula pelo corpo humano através do coracéo, de artérias, capilares e veias. Sua
principal fungao € o transporte de oxigénio, gas carbonico, hormonios e nutrientes, bem como de
residuos do metabolismo até os 6rgaos de excrecao.

Além disso, o sangue tem papel regulador na distribuicao de calor, do equilibrio acido-basico e do
equilibrio osmotico, sendo formado por uma fase salida e por outra liquida.

A fase solida contém os globulos brancos (neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e
monacitos), os globulos vermelhos (hemacias) e as plaquetas. A fase liquida do sangue é o
plasma, no qual a fase sdlida esta suspensa.

Denomina-se sangue total a amostra coletada por pungao venosa em tubo contendo
anticoagulante ou mesmo o0 sangue coletado por puncéo digital. Quando se utiliza uma amostra
de sangue total, significa que nao houve a separacao da parte solida e da parte liquida do sangue.

0 plasma € um liquido de cor amarelada, que comp0e cerca de 55% do volume total do sangue.
Contém agua, sodio, gases, nutrientes, hormonios, enzimas e proteinas, como fibrinogénio,
globulinas e albumina. O plasma é obtido por meio da coleta de sangue, em um tubo contendo
substancia anticoagulante.

Por sua vez, 0 soro é a parte liquida obtida apds a coagulagao do sangue, coletado em tubo sem
anticoagulante. Na formagao do coagulo, o fibrinogénio é consumido.

O fluido crevicular gengival é o liquido encontrado no sulco gengival, contendo proteinas
plasmaticas e anticorpos. Obtém-se esse fluido pressionando a gengiva acima dos dentes. Alguns
testes rapidos podem ser feitos com essa amostra biologica.

0 Quadro 1 sintetiza informac0es sobre as amostras bioldgicas utilizadas em testes rapidos.

Sangue total

Soro

Plasma

Fluido crevicular gengival

Obtido na coleta

de sangue em tubo
contendo algum tipo
de anticoagulante, ou
por coleta com pungéo
digital.

Obtido na coleta de
sangue em tubo sem
anticoagulante. Nao
contém fibrogénio.

Quadro 1 — Sangue total, soro, plasma e fluido crevicular gengival
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Obtido na coleta

de sangue em tubo
contendo algum tipo de
anticoagulante. Contém
fibrogénio.

Liquido encontrado

no sulco gengival.
Obtido por meio de um
dispositivo especifico
(Swab), pressionando
a gengiva acima dos
dentes. Conhecido
popularmente como
fluido oral. Contém
proteinas plasmaticas e
anticorpos.




Metodologias e funcionamento dos -
testes rapidos mais utilizados no Brasil
Os testes rapidos podem ser usados para pesquisar antigenos ou anticorpos contra os agentes
infecciosos para 0s quais foram projetados. Caso o teste seja para pesquisa de anticorpos,
havera antigenos (usualmente proteinas sintéticas) imobilizados, na membrana de nitrocelulose,

para a captura dos anticorpos presentes na amostra. Caso a pesquisa seja para antigenos, havera
anticorpos imobilizados para a captura dos antigenos presentes na amostra.

Para fins didaticos, os testes serdo apresentados considerando-se
a investigacao de anticorpos contra os agentes infecciosos.

Testes por imunocromatografia de fluxo lateral

Caracteristicas: utilizam uma membrana de nitrocelulose subdividida em quatro areas.

« Area de amostra (A), onde é aplicada a amostra e a solugao tampao.

» Area intermediaria (1), que contém o conjugado, geralmente composto de ouro coloidal
ligado a anticorpos (imunoglobulinas).

« Area de teste (T), que contém os antigenos fixados & membrana de nitrocelulose, onde se
|é 0 resultado da amostra testada.

» Area de controle (C), local de controle da reacdo e que permite a validagéo do teste.

Observe a Figura 2 a seguir.

A

Areal

Figura 2 — Representacao esquematica de um teste de imunocromatografia de
fluxo lateral.




Como funciona?

1. A amostra é colocada no local indicado, na membrana (area A).
2. A solugao tampao € colocada sobre a amostra.

3. Os anticorpos da amostra fluem lateralmente pela membrana, passando pela area |, onde
se inicia a ligacao com o conjugado e prosseguem em diregao a area de teste (T).

4. Na area T, o complexo anticorpo-conjugado liga-se aos antigenos do agente infeccioso
investigado, formando uma linha (ou banda) colorida.

5. 0 conjugado nao ligado ao anticorpo e o0 excesso do complexo imune continuam
a migracao, ao longo da membrana de nitrocelulose, em direcéo a area C, onde sao
capturados por anticorpos anti-imunoglobulina, formando outra linha (ou banda) colorida.

Observe a Figura 3 a seguir.

Tampao ———

Amostra 4' Area | I I
T C

Area A

Figura 3 - llustrag@o do funcionamento de um teste rapido de fluxo lateral.
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Resultado:

Reagente: A
Quando houver formagao de duas linhas coloridas: uma, :
na area de teste (T) e outra, na area de controle (C). ¢ Areal B [
T C
Nao reagente: "
Quando houver formacao de uma linha colorida, somente 7
na area de controle (C). ( Area ]
T C
Invalido: A
Quando ndo houver linha colorida, na area de controle (C). 7
¢ Areal I
T C
A
£ ~
( Area |
T C

Quadro 2 - Interpretacao dos resultados do teste de imunocromatografia de fluxo lateral.

Sempre leia e interprete o resultado do teste em conformidade com as instrugoes que
acompanham o conjunto diagnostico, fornecidas pelo fabricante do teste rapido.

Os resultados do teste por imunocromatografia de fluxo lateral podem ser visualizados na forma
de ponto, linha ou banda colorida, dependendo do fabricante.
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Testes por imunocromatografia de dupla migracao, ou de duplo percurso
— DPP (dual path plataform)

Caracteristicas: utilizam uma membrana de nitrocelulose, na qual estdo ligados antigenos e sao
subdivididos em trés areas.

« Area 1, onde se aplicam a amostra e o diluente.

« Area 2, onde se aplica o tampdo para permitir a migracao do conjugado.

« Area 3, que contém os antigenos fixados e onde se faz a leitura do teste e do controle.

Como funciona?

1. A amostra e o tampao sao aplicados na area 1 do teste e migram, em direcao a area 3.

2. Na area 3, ha antigenos fixados. Se houver anticorpos na amostra, eles irdo se ligar a
esses antigenos.

3. Em seguida, adiciona-se o tampéao na area 2, que permite a migragao do conjugado —
composto por proteina A e particulas de ouro coloidal — em dire¢ao a area 3. Essa migracao
ocorre perpendicularmente ao fluxo da amostra. Observe na Figura 5.

4. A proteina A, componente do conjugado, liga-se as imunoglobulinas — anticorpos que

ja estavam ligados aos antigenos fixados na area 3. Com a concentragao do ouro coloidal
nessa area, € possivel visualizar a presenca de uma linha, de cor rosa ou purpura, que indica
a presenga de anticorpos na amostra.

5. 0 conjugado continua o fluxo até ligar-se ao reagente da area de controle, resultando no
aparecimento de uma linha rosa ou purpura, indicando que o resultado € valido.

Veja na figura 4 como funciona um teste DPP:

Antigenos + Reagente de
Anticorpos + controle +
Conjugado Conjugado
Area 2 Area 3
Conjugado
Tampao
Amostra + tampao ‘
Area 1

Figura 4 — Imunocromatografia de dupla migragao DPP
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Resultados:

Reagente: . =
Quando houver formagéo de duas linhas coloridas: uma na area " 11
de teste (T) e outra na area de controle (C).
Area1
Nao reagente: e s
Quando houver formagao de uma linha colorida somente na area " ;1
de controle (C).
Area1
Invalido: Area 3 Area 2
Quando nao houver linha ou banda colorida na area de controle, " L
0 teste € invalido.
Area1
Area 3 Area 2
T ©

Quadro 3 - Interpretacao dos resultados do teste de imunocromatografia de dupla migragao — DPP

Para ser considerado valido, um teste rapido deve sempre
apresentar a linha controle visivel, ao final da reacao,
independentemente do resultado da amostra.

Diagnostico do HIV - Aula 6




Testes por imunoconcentracgao (flow through)

Caracteristicas: utilizam um dispositivo contendo 0s itens a seguir:

» Uma membrana de nitrocelulose ou de nailon, na qual estdo imobilizados antigenos do
agente infeccioso investigado.

* Uma membrana absorvente, que esta sob a membrana de nitrocelulose.

 Conjugado composto de proteina A conjugada com ouro coloidal.

Observe a figura 5 a seguir.

Membrana de nitrocelulose ou
nailon

Membrana absorvente

Figura 5 — Representacéo esquematica de um teste de imunoconcentragao

Como funciona?

1. A amostra é colocada sobre a membrana. Ao passarem pela area onde estao imobilizados
0s antigenos do agente infeccioso investigado, 0s anticorpos da amostra, quando estao
presentes, ligam-se, formando um complexo.

2. Em sequida, é adicionado o conjugado. A proteina A do conjugado vai se ligar aos
anticorpos do complexo e a concentragdo do ouro coloidal permitira a visualizagao de um
ponto colorido.

3. A reagao sera valida se houver o aparecimento de um circulo colorido, na area de controle

(C).
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Resultado:

Conforme € indicado pelo fabricante, na area de reagao existem dois locais para leitura do teste:

* area de controle (C);

* area de teste (T).
Observe adiante, no quadro 4, como vocé deve interpretar o teste.

Reagente:
Quando houver formagao de um circulo colorido na area de
controle (C) e um circulo colorido na area de teste (T).

T@® @c

Nao reagente:
Quando houver formagao de um circulo colorido somente na

area de controle (C).

T() @c

Invalido:

0 resultado de um teste rapido somente sera valido, quando
houver formagao de um circulo colorido, na area de controle
(C). Quando nao surgir cor na area de controle, o teste ¢ invalido.

10 (Olc

Quadro 4 - Interpretacéo dos resultados do teste de imunoconcentragao
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Testes rapidos por aglutinacao

Caracteristicas: utilizam particulas em suspensao, como gelatina, latex ou poliestireno, revestidas
com antigenos.

Como funciona?

1. Os anticorpos, presentes na amostra, ligam-se aos antigenos adsorvidos a particula,
aglutinando-os.

2. Essa aglutinagao € visualizada a olho nu.

Utilize controles positivos e negativos fornecidos pelo fabricante
e (ou) produzidos em seu laboratorio e interprete os resultados
segundo as orientagoes contidas nas instrugoes de uso do teste.

E importante saber que a interpretacao dos testes por aglutinagao apresenta maior grau de
dificuldade em comparacao com outras metodologias. O padrdo de reatividade apresentado por
amostras fracamente reagentes & muito similar ao apresentado por amostras nao reagentes.
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Testes rapidos por fase solida 4 ELISA (do inges

enzyme-linked

Caracteristicas: baseiam-se no principio metodoldgico de um ELISA? 'J’%”;ggf:%‘l’ﬁ]'gl :;i%y)cgm
indireto. A fase solida se apresgnta na forma de um_pente com 12 . revelagdo enzimtica. £
dentes. Cada dente contém os itens listados a seguir. . dotipo indireto porque o

conjugado é composto por
) ) o ) :  uma anti-imunoglobulina
» Uma area com anticorpos anti-imunoglobulina humana (parao0  : humana ligada a uma

controle da reagao). . enzima
» Uma drea com antigenos.

* Alguns kits podem apresentar mais antigenos no pente.

O O O O O O O O O O O O e :
O O O O O O O O O O O O et :
O O O 0O 0O 0O 0O O O O O

() Reagente2 :

Figura 6 — Representagao esquematica do pente de reacao de um TR por fase solida

Como funciona?

1. 0 dente do pente € colocado em um recipiente que contém a
amostra.

2. As imunoglobulinas (anticorpos) da amostra vao se ligar as :
anti-imunoglobulinas da area de controle e formarao um complexo. :
Se estiverem presentes, 0s anticorpos vao se ligar a area com :
antigeno, formando um complexo.

3. Em seguida, o pente sera colocado em outro recipiente, que

contém o conjugado (anti-imunoglobulinas conjugadas com uma
enzima), e havera a ligacao das anti-imunoglobulinas do conjugado :
com 0s complexos formados na etapa anterior. 5

4. Em seguida, o pente sera colocado em um terceiro recipiente,
que contém o substrato (cromogeno + H202). A presenca dos
anticorpos sera revelada pela formacéo de circulos coloridos, na
area do controle e nas areas que contém anticorpos.
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Resultado:

Conforme € indicado pelo fabricante, na area de reagao existem trés locais para leitura do teste:
um na area de controle (C) e dois na area especifica com diferentes antigenos.

Confira a seguir como vocé deve interpretar os resultados.

Reagente para HIV-1:
Quando houver formacéo de um circulo colorido na area indicada para HIV-1 e
na area de controle (C).

"ol )
"ol )

Reagente para HIV-2:
Quando houver formagao de um circulo colorido na area indicada para HIV-2 e
na area de controle (C).

cee
See

Nao reagente:
Quando houver formagao de um circulo colorido somente na area de controle

(C).
o—-@
OO
OO
Invalido:

Quando nao houver circulo colorido na area de controle (C).

OO
OO
®-O

Quadro 5 — Interpretagao dos resultados do teste rapido por fase solida
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Testes rapidos por aglutinacao Situacoes e locais em que o Departamento
de DST, Aids e Hepatites Virais recomenda a utilizacao de testes rapidos

Com o intuito de ampliar as possibilidades de diagndstico, de acordo com a politica publica
de acesso ao diagnaostico para toda a populacdo, informamos que os testes rapidos podem ser
realizados em ambientes laboratoriais e nao laboratoriais, dessa forma ampliando 0 acesso ao
diagnastico. Abaixo estao exemplificadas algumas situacoes e locais em que o Departamento de
DST, Aids e Hepatites Virais recomenda a utilizagao de testes rapidos.

a) Servigos de saude sem infraestrutura laboratorial ou localizados em regioes de dificil
acesso;

b) Instituicoes da Atengao Primaria a Saude (ex: UBS) e Instituigoes pertencentes a Programas
do Ministério da Saude, tais como Rede Cegonha, Programa de Saude da Familia, Consultorio na
Rua, Quero Fazer, dentre outros programas;

c) Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) e Unidade de Testagem Maovel (UTM);

d) Centro de Atengao Psicossocial (CAPS);

e) Segmentos populacionais flutuantes;

f) Servigos de atendimento de emergéncia, pronto-socorro, hospitais e maternidades;

g) Populacoes vulneraveis;

h) Parcerias de pessoas vivendo com HIV/aids;

i) Acidentes biologicos ocupacionais;

j) Gestantes que nao tenham sido testadas durante o pré-natal ou cuja idade gestacional ndo
assegure o recebimento do resultado do teste antes do parto;

k) Parturientes e puérperas que nao tenham sido testadas no pré-natal ou quando nao se conhece
0 resultado do teste no momento do parto;

) Abortamento espontaneo, independentemente da idade gestacional;

m) Laboratdrios que realizam pequenas rotinas (rotinas com até cinco amostras diarias para
diagnastico da infecgao pelo HIV);

n) Pessoas em situacao de violéncia sexual, para fins de profilaxia da infecgao pelo HIV;

0) Pacientes com diagndstico de tuberculose;




p) Pacientes com diagnadstico de hepatites virais;

q) Outras situagoes especiais definidas pelo DDAHV para acoes de vigilancia, prevencao e
controle das infecgoes sexualmente transmissiveis (IST) e aids.

Os TR sao simples de executar e podem ser utilizados fora do ambiente de laboratorio,
por pessoal capacitado presencialmente ou a distancia. Diversos TR estao disponiveis
comercialmente; porém, nem todos possuem as caracteristicas de desempenho, sensibilidade e
especificidade estabelecidas pelo DDAHV e que podem ser observadas no Quadro 6. Para evitar
0 emprego de TR com desempenho sub-6timos, 0 DDAHV tem um programa para avaliagao
da qualidade dos TR (Quadros 6 e 7). Os resultados dessas avaliagoes sao publicados
periodicamente no site <www.aids.gov.br>.

0 Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais (DDAHV) fornece
capacitacao a distancia gratuitamente por meio do Telelab
(<www.telelab.aids.gov.br>), onde estao disponiveis videos com 0s
procedimentos para arealizacao dos testes rapidos.

Quadro 6 - Caracteristicas de desempenho, sensibilidade e especificidade dos testes rapidos para
HIV estabelecidas pelo DDAHV a partir de 2013

Parametro Critério
Especificidade Clinica® > 99,0%
Sensibilidade Clinica® > 99,5%

Desempenho Operacional do Ensaio (DOE) ~ Desempenho “satisfatorio” (no minimo 4
pontos de 5 possiveis, listados no Quadro 7)

Fonte: DDAHV/SVS/MS.
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Quadro 7 - Parametros de desempenho e critérios de pontuacao dos testes rapidos para HIV
estabelecidos pelo DDAHV.

Parametro do DOE Desempenho desejado Desempenho nao desejado

Pontuacao =1 Pontuacao =0

N° de reagentes necessarios Apenas um reagente Mais de um reagente

Temperatura de Temperatura ambiente 2°C a 8°C requeridos

armazenamento dos

reagentes

Total de etapas Maximo de quatro Mais do que quatro

Tempo total de realizagao Méximo de 30 minutos Mais de 30 minutos

Habilidades técnicas Experiéncia laboratorial nao Experiéncia laboratorial

requeridas requerida requerida

Fonte: DDAHV/SVS/MS.

Outros TR foram desenvolvidos utilizando o fluido oral (FO), coletado por meio de um
dispositivo especifico.0 FO contém menor quantidade de anticorpos do que amostras de sangue
total, soro ou plasma, mas ainda em quantidade suficiente para permitir o diagnostico seguro da
infeccdo pelo HIV, excetuando-se os casos de exposicao recente. E importante ressaltar que a
janela de soroconversao dos TR que utilizam FO pode chegar até a trés (3) meses. Verifique qual
0 periodo indicado para a realizagao do teste nas informacgoes técnicas contidas na instrugao de
uso do conjunto diagnastico em uso. Os anticorpos presentes sao transferidos passivamente
do sangue circulante para o FO. Por essa razao, os anticorpos da classe lgG presentes no
FO possuem toda gama de especificidade dos anticorpos presentes no soro. No entanto, as
vantagens do emprego do teste de FO superam sua limitacéo de sensibilidade. A coleta do FO
simplifica a testagem do HIV, pois ndo é invasiva, reduz o risco biologico e, sobretudo, amplia 0
acesso ao diagnostico da infeccao pelo HIV nas populagdes vulneraveis e populagoes-chave®,
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