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RESUMO

A Sindrome da imunodeficiéncia Adquirida (aids) é um grave problema mundial
de Saude Publica. Com a necessidade de se diagnosticar a infeccdo causada
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi incentivado o desenvolvimento
de testes dotados de elevada sensibilidade e especificidade, de baixo custo,
para utilizacdo em rotina, visando a detec¢ao de anticorpos virais para o HIV no
sangue humano. Esses testes soroldgicos sao usados como instrumentos para
auxiliar no diagnéstico clinico, na prote¢cdo do suprimento de sangue e no
monitoramento da infeccdo pelo HIV/aids. Bio-Manguinhos, Unidade Técnica
da Fiocruz, voltada para o desenvolvimento e producdo de imunobiologicos,
biofarmacos e reativos para diagnoéstico tém estimulado o estabelecimento de
plataformas tecnolégicas que permitem o desenvolvimento e a incorporacao de
novos produtos e processos de interesse para a Saude Publica. No presente
Estudo, amostras de individuos soropositivos para a infeccao pelo HIV/aids e
de doadores de sangue foram usadas na Avaliacdo do desempenho da
metodologia de imunofluorescéncia IFI HIV-1 Bio - Manguinhos frente a outros
métodos de diagnodstico da infeccdo pelo HIV /aids. Dentre esses testes
incluem-se um ensaio imunoenzimatico comercial, um teste rapido de Bio-
Manguinhos, um teste rapido confirmatério de Bio-Manguinhos ainda néo
registrado e um ensaio comercial de Western Blot. A reacdo de IFI HIV-1 Bio -
Manguinhos apresentou desempenho comparavel aos dos ensaios de triagem
usados com sensibilidade igual a 100%, o que atende aos critérios
estabelecidos pela ANVISA / MS. A reagéo de IFI HIV-1 Bio — Manguinhos
revelou resultados mais concordantes com o ensaio de Western Blot do que
com o teste rapido confirmatério de Bio-Manguinhos. Esse fato parece estar
relacionado a necessidade de ajustes nos padrdes de interpretacdo do teste
rapido confirmatério. Quanto a especificidade da reacdo de IFI HIV-1 Bio —
Manguinhos, o valor encontrado foi de 97,6%. Assim, faz-se necessario avaliar
um maior numero de amostras, além de realizar uma comparacdo mais
abrangente com outros métodos confirmatorios de diagndstico para que
consideracdes mais precisas sobre o desempenho e eficiéncia desses métodos

possam ser feitas.
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ABSTRACT

AIDS is a serious global problem of Public Health. With the need to
diagnose HIV/aids infection it has been encouraged the development of tests
with high sensitivity and specificity, low cost, for use in routine, aimed at
detecting antibodies to HIV in human blood. These serological tests are used as
tools to help clinical diagnosis, to protect the blood supply and monitoring of HIV
/ aids. Bio-Manguinhos, Fiocruz Technical Unit, focused on the development
and production of immunobiological products, biopharmaceuticals and
diagnostic reagents has stimulated the establishment of technology platforms
that enable the development and incorporation of new products and processes
of interest to Public Health. In the present study samples of individuals
seropositive for HIV / aids and blood donors were used in the performance
assessment of Bio - Manguinhos HIV-1 IFA over other methods of diagnosis of
HIV / aids. Among these tests are included a commercial enzyme
iImmunoassay, a Bio-Manguinhos rapid test, a Bio-Manguinhos not registered
rapid confirmatory test and a commercial Western Blot. The reaction of HIV-1
IFA Bio - Manguinhos a performance comparable to that of screening tests
used with sensitivity equal to 100%, which meets the criteria established by
ANVISA / Ministry of Health. The Bio - Manguinhos HIV-1 IFA showed results
more consistent with the Western Blot assay than with the Bio-Manguinhos
confirmatory rapid test. This fact seems to be related to the need for
adjustments in the interpretation patterns of confirmatory rapid test. For the
specificity of Bio — Manguinhos HIV-1 IFA the value found was 97.6%. Thus, it
IS necessary to evaluate a larger number of samples, and conduct a more
comprehensive comparison with other confirmatory diagnosis methods in order
that detailed considerations on the performance and efficiency of these

methods can be made.
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1 - Introducao
O virus da imunodeficiéncia humana adquirida, denominado na lingua
inglesa Human Imunodeficiency Virus (HIV), tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2),
agente etiologico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) (BARRE-
SINOUSSI et al.; 1983; POPOVIC et al.; 1984; CLAVEL et al.,, 1986) é o

responsavel por mais de 40 milhdes de casos da doenca em todo 0 mundo.

Nos Estados Unidos, em 1980 foram relatados os primeiros casos de
aids, principalmente em adultos do sexo masculino (homossexuais) e usuérios
de drogas injetaveis. Esses individuos apresentavam sarcoma de Kaposi e
infeccdo por Pneumocystis carini associados a uma imunodepressao profunda,
infecgbes oportunistas e tumores malignos, com perda de peso e degeneracéo
do Sistema Nervoso Central (SNC), entre outros (GOTTLIEB et al.,1981).

O HIV foi isolado primeiramente em 1983, na Franca, pelo grupo liderado
por Luc Montagnier e recebeu a denominacdo de LAV (Virus Associado a
Linfadenopatia) por ter sido obtido de paciente com quadro de linfadenopatia
cronica (BARRE-SINOUSSI et al.; 1983). No mesmo periodo, a identificacio
desse novo virus foi confirmada nos Estados Unidos pelo Dr. Robert Gallo, que
o denominou de Human T Lymphotropic Virus type Ill (HTLV-III) em funcdo de
sua morfologia e tropismo por linhagens celulares TCD4+ auxiliares. Esse virus
€ capaz de infectar varios outros tipos celulares do sistema imunoldgico, como
os macréfagos e as células dendriticas (BARRE-SINOUSSI, 1996; CLAPHAM &
WEISS, 1997).

Os primeiros testes para diagndéstico da infeccdo pelo HIV baseados na
deteccdo de anticorpos para esse virus tornaram-se disponiveis para uso em
1985 e o0 ensaio imunoenzimatico foi a primeira ferramenta de triagem
diagnostica. A implantacdo dos testes ocorreu inicialmente como método
diagndstico para os individuos em risco para a infeccéo pelo HIV-1(MACHADO
AA & COSTA, 1999).

Em 1986, foi identificado um segundo agente etiolégico, também
retrovirus, com caracteristicas semelhantes ao HIV-1, denominado HIV-2. Nesse
mesmo ano, um comité internacional recomendou a designagdo HIV em

substituicdo ao termo LAV usado anteriormente (CLAVEL et al., 1986).



No Brasil, o primeiro caso de isolamento e identificacdo do HIV-1 ocorreu
em 1987 pela equipe do professor Galvao Castro e colaboradores, da Fundacgao
Oswaldo Cruz, a partir de um caso de aids adquirida por transfusdo sanguinea
sendo a amostra de retrovirus isolada, caracterizada por microscopia eletrénica
e pelo perfil antigénico (GALVAO CASTRO et al., 1987).

1.1 - Epidemiologia

Cerca de trés décadas apOs os primeiros casos relatados, o0 nimero de
doentes e infectados pelo HIV em todo mundo, segundo o Boletim da Unaids,
2009, é de aproximadamente 36,1 milhdes e a epidemia continua crescendo,
principalmente em regides mais pobres. Quase todos os paises relatam casos
da doenca e pode-se afirmar que as regibes ainda ndo atingidas, um dia a
enfrentardo. A seguir, Quadros 1, 2 e 3 com o0s principais informes
epidemiologicos da doenca no mundo.

Quadro 1 - Sumaério Global de HIV — Mundo — 2009

Total 33,4 milhdes
Adultos 31,3 milhdes
Mulheres 15,7 milhGes
Criancas < 15 anos 2,1 milhdes

Fonte: www.unaids.org - 06/12/2009

Quadro 2 — Novas Infec¢des em 2008

Adultos 2,3 milhdes
Criancas < 15 anos 430 mil
Total 2,7 milhdes

Fonte: www.unaids.org - 06/12/2009



Quadro 3 — Mortes por aids em 2008

Adultos 1,7 mil
Criancas < 15 anos 280 mil
Total 2,0 milhdes

Fonte: www.unaids.org - 06/12/2009

As tendéncias da epidemia e seus rumos no Brasil apontam para trés
direcBes importantes. Em primeiro lugar, aquela que € denominada por alguns
autores como pauperizacdo da epidemia brasileira.

Em segundo lugar, apesar da maior parte dos casos encontrarem-se
concentrados em areas urbanas e regides metropolitanas verificou-se também
um processo de interiorizacdo da infeccdo para municipios de médio e pequeno
porte.

Finalmente, a terceira e possivelmente, a mais grave das tendéncias da
epidemia € o crescimento do nimero de mulheres infectadas pelo HIV, que
ocorre pela sua maior vulnerabilidade quanto aos aspectos bioldgicos,
epidemioldgicos e sociais (PINTO, PINHEIRO, VIEIRA & ALVES, 2007). No

Quadro 4 informac0des sobre a epidemia da aids no Brasil



Quadro 4 — Sumaério Global de HIV/ Aids — Brasil — 2008

Pessoas vivendo Mulheres 172 mil
com HIV/AIDS Homens 325 mil
em 2008 .
Gestantes 42 mil
Criancas < 13 anos 13 mil
Total 509 mil
Categoria de Sexual 299 mil
exposicao (adultos) Sanguinea 68 mil
Vertical 12 mil
Ignorada 50 mil
Mortes por AIDS em | Total 206 mil

2008
Fonte: Boletim epidemiolégico AIDS / DST, Ministério da Saude, 2008

1.2 - O Agente Etiologico

O HIV é um retrovirus citopatico e ndo oncogénico com genoma RNA, da
Familia Lentiviridae. O virus necessita, para multiplicar-se, de uma enzima
denominada transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do RNA viral em

uma coépia de DNA, que pode entdo se integrar ao genoma do hospedeiro.

A familia dos retrovirus possui estrutura genbmica semelhante com
homologia em torno de 50%. Aparentemente o HIV-1 e o HIV-2 passaram a
infectar o homem ha varias décadas. O HIV-1 tem se mostrado mais virulento do
que o HIV-2. Os virus da imunodeficiéncia simia (SIV), que infectam com
freqiéncia os macacos verdes africanos, sdo muito proximos ao HIV-2,
sugerindo uma evolucdo comum (HIRSCH et al., 1989; GAO et al., 1992).

Embora ndo se saiba ao certo qual a origem do HIV-1 existe uma grande
familia de retrovirus relacionados a ele entre primatas ndo humanos na Africa
Sub-saariana. Por estes fatos supde-se que o HIV tenha origem africana.
Ademais, diversos estudos sorolégicos realizados na Africa, utilizando amostras
de soro armazenadas desde as décadas de 50 e 60, reforcam estas hipdteses
(ZHU et al., 1998).

As andlises filogenéticas de um grande numero de amostras de pacientes

infectados pelo HIV procedentes de diferentes regides do mundo propiciaram a
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sua classificacdo em tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos e formas
recombinantes circulantes (CRFs). Assim, os isolados de HIV-1 sé&o
classificados em trés grupos principais: o grupo M (major), o grupo O (outlier) e 0
grupo N (new — ndo M / ndo O) (GURTLER et al., 1994; SIMON et al., 1994,
HOFFMANN & KAMPS, 2003). Especula-se a possibilidade de variantes virais
possuirem diferentes indices de transmissibilidade e patogenicidade. No grupo
M identificam-se nove subtipos (A, B, C, D, E, F, G, H e I) e no grupo O apenas

um. Em relacdo ao HIV-2 descrevem-se cinco subtipos: A, B, C, D e E.

No Brasil, o subtipo B € o mais prevalente, mas os subtipos C e F, bem
como, as formas recombinantes circulantes BC e BF tém sido observadas
(Figura 1) com diferentes frequéncias em varias regides geogréaficas do Pais
(MORGADO et al. 1994; 2002; CORNELISSEN et al., 1996; GUIMARAES et al.,
2002; MORGADO et al., 2002; SOARES et al., 2003; BRINDEIRO et al., 2003,
COUTO-FERNANDEZ et al., 2005).

B, F, BF

LB, F.RIC, RF, A
CREX_BC

Figura 1 - Distribuicdo dos Subtipos do HIV no Brasil

Fonte: Adaptado de Mem.Inst. Oswaldo Cruz — Mariza Morgado /IOC /FIOCRUZ,
2007.

O genoma do HIV, similar aos demais retrovirus, contém trés principais
genes: gag, pol, e env que codificam os principais componentes estruturais e
funcionais do HIV, incluindo as proteinas do envelope e a enzima transcriptase
reversa (CONSTANTINE & ZINK, 2005).

Os principais componentes codificados por env séo as glicoproteinas do
envelope: gp 160, gp 120 e gp 41, enquanto os codificados pelo gene gag

incluem as proteinas do nucleocapsideo core p55, p40, p24 - antigeno do core,
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pl7 (matriz), e p7 (nucleocapsideo). As proteinas importantes codificadas pelo
gene pol sdo as enzimas p66 e p51 (transcriptase reversa), pll(protease) e p32
(integrase). Na Figura 2 € apresentada a estrutura do HIV (CONSTANTINE &
ZINK, 2005).

L

Transcriptase Reversa
Protease

Proteina Matriz Rl LT S ML L

(g pl?) RNA L

Mucleocapsideo

wmgpld

Figura 2 — Estrutura esquematica do HIV
Fonte: http://www.brasilescola.com/upload/e/3(23).jpg — 15/12/2009

Para compreender adequadamente as técnicas diagnosticas é importante
a descricdo dos antigenos virais estruturais que fazem parte da particula viral
madura, pois é contra eles que sédo produzidos os anticorpos detectados nas
técnicas de diagnostico da infeccéo pelo HIV (CONSTANTINE & ZINK, 2005).

A infeccdo pelo HIV inicia-se com a entrada do virus na célula, por meio
da ligacdo da proteina de superficie (gp 120) com o receptor especifico da
superficie celular, principalmente CD4. A ligagdo da gpl20 ao co-receptor
proporciona uma alteracdo na conformacdo da estrutura tridimensional da
glicoproteina do envelope, com a exposi¢cdo de dominios da gp41, que se funde

ao receptor de quimiocina presente na membrana celular.

O envelope viral e a membrana celular entram em contato, aderem-se um
ao outro, permitindo a penetragdo do virus e a entrada do capsideo viral no
interior da célula, com a liberacdo do complexo nucleo-protéico no citoplasma da
célula hospedeira. O material genético (RNA) liberado na célula é convertido em

duas fitas de DNA complementar (cDNA), ap0s a acdo da enzima transcriptase



reversa em um fendmeno conhecido como transcricAo reversa ou
retrotranscricdo (CHAN et al.,1997).

O DNA viral integrado (provirus) que tem o papel de molde, as proteinas
virais e 0 material genético que formard os novos virions serdo sintetizados em
um processo de multiplicacdo com participacdo de proteinas virais e da célula
hospedeira. As proteinas virais produzidas regulam novos genomas virais e
formam a estrutura externa de outros virus que séo liberados por brotamento
pela célula hospedeira (CHAN et al.,1997) (Figura 3).

novas particulas ”
virais :

= J
— ,
__{N RHA gendmico
_ Tradu;ﬁu_?

e
WLl
DHA integrado
- ao genoma do

hospedeiro

proteinas

Figura 3 - Ciclo Infeccioso do HIV— 15/12/2009
Fonte: Adaptado de: http//www. fltdhiv_aids.htm
1.3 - Formas de Transmissao

As principais formas de transmissao da infecgdo pelo HIV 1 e 2 sao:
sexual, sanguinea (por sangue ou hemocomponentes ndo testados, por uso de
drogas injetaveis), materno — fetal (da mae para o filho durante a gestacao, no
momento do parto ou por aleitamento materno, além da parenteral).

Em menor escala, pode ocorrer a transmissao ocupacional ocasionada
por acidentes de trabalho, entre profissionais de saude com instrumentos
perfuro-cortantes contaminados com sangue de pacientes infectados pelo HIV
(BERTOZZI, S. et al., 2006).



1.4 - Diagnasticos Sorolégicos

A implantacdo dos testes laboratoriais ocorreu, primeiramente, como
método diagnostico para os individuos em risco para a infeccdo pelo HIV-1.
Desde entdo os testes caminham lado a lado com o rapido conhecimento da
fisiopatogenia da aids e do complexo ciclo de replicacdo do HIV-1 (MACHADO
AA & COSTA, 1999).

Baseado no fato de que os individuos infectados desenvolvem anticorpos
para o HIV, os métodos laboratoriais voltados para a deteccdo de anticorpos
foram os escolhidos. Alguns parametros de importancia precisam ser atendidos
para que um teste sorologico possa ser utilizado em rotina: elevado grau de
especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez, custo reduzido, facil

operacionalizacao e interpretacdao (BRASIL/Portaria n°59, 2009).

Reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjuntos de insumos usados
na deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando o diagndstico laboratorial de
uma determinada doenca. Paralelamente, podem-se combinar as caracteristicas
de desempenho de cada teste, visando a padronizacdo de procedimentos
sequenciados e o estabelecimento de fluxogramas de teste, para alcancar

maximas sensibilidade e especificidade possiveis.

Os testes de diagnéstico sdo usados na complementacdo de politicas de
controle da qualidade dos reagentes, para triagem e confirmacdo de infeccoes,
em acles de registros de Kkits, licencas para comercializacdo e medidas para

uniformizar procedimentos no territdrio nacional.

O diagndstico da infeccdo pelo HIV no Brasil em individuos com idade
acima de dois anos € baseado na deteccdo de anticorpos, de acordo com a
Portaria N° 59 /GM/MS, 28 de janeiro de 2003, subs tituida recentemente pela
Portaria N°151 SVS/MS, de 14 de outubro de 2009.

Alternativamente, para identificagcdo pelo HIV em criangas nascidas de
maes soropositivas, utilizam-se testes para quantificacdo de carga viral do HIV-1
em funcéo da possibilidade da transferéncia passiva de anticorpos da mée para
0 bebé o que pode ocasionar resultados falso-positivos nos testes de deteccgéo
de anticorpos.
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A combinacédo dos testes € uma escolha que deve ser feita de acordo
com a demanda de cada laboratério e levar em consideracdo o custo/beneficio
resultante da utilizacdo de cada método. Por exemplo: laboratorios com grande
rotina tém a opc¢ao de utilizar os ensaios imunoenzimaticos (EIE), automatizados
ou ndo, enquanto que, pequenas rotinas, os testes rapidos e os testes simples
podem ser mais indicados. Independente da técnica, método e custo, todos
devem ser realizados de acordo com a norma definida pelo Ministério da Saude

usando produtos registrados na ANVISA / MS e por ela controlados.

Com o objetivo de maximizar o grau de confiabilidade na emissdo dos
laudos, bem como minimizar a ocorréncia de resultados falso-negativos ou falso-
positivos, o Ministério da Saude estabeleceu a obrigatoriedade de um conjunto
de procedimentos sequenciados para os testes que visam detectar anticorpos

anti-HIV em individuos com idade acima de 2 (dois) anos.

A amostra deve ser submetida a um teste que nao poderda ser de
avaliacdo rapida e ser capaz de detectar anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2. As
amostras ndo reagentes terdo seu resultado definido como amostra negativa

para HIV.

As amostras reagentes ou inconclusivas na etapa de triagem deverao ser
submetidas ao segundo ensaio de principio metodolégico ou com antigenos
diferentes do primeiro, em paralelo ao teste de imunofluorescéncia indireta para
HIV-1 ou ao imunoblot para HIV. Alternativamente, as amostras reagentes

poderao ser submetidas diretamente ao teste de Western Blot (WB)

As amostras nao reagentes no segundo ensaio e negativas nos testes de
imunofluorescéncia indireta ou no imunoblot terdo seu resultado definido como

amostra negativa para HIV ou para HIV-1, dependendo do ensaio realizado.

As amostras reagentes no segundo ensaio e positivas no teste de
imunofluorescéncia e de imunoblot terdo seu resultado definido como amostra

positiva para HIV-1 ou para HIV, em funcéo do ensaio usado.

As amostras inconclusivas em um ou mais desses dois testes deverao ser

submetidas ao WB.

Na Figura 4 é apresentado o Fluxograma para deteccdo de anticorpos
anti-HIV no Brasil segundo a Portaria N°. 59 /GM/MS , de janeiro de 2003.
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Figura 4: Fluxograma para deteccéo de anticorpos anti - HIV no Brasil

Fonte: www.aids.gov.br

De acordo com esse fluxograma os produtos de diagnostico podem ser
usados nas etapas de triagem ou de confirmacdo sorolégica da infeccéao,

segundo suas caracteristicas e desempenho.
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1.4.1- Testes de Triagem

O diagnéstico soroldgico da infeccdo pelo HIV deve ser executado em
duas etapas: a primeira, de triagem, para permitir a identificacdo das amostras
negativas; a segunda, confirmatéria, que possibilita o diagndstico conclusivo das

amostras, reativas ou indeterminadas (www.aids.gov.br).

Os testes soroldgicos de triagem, de alta sensibilidade, baseiam-se na
presenca de anticorpos dirigidos para antigenos do HIV. A auséncia de
reatividade nao significa necessariamente que uma amostra é negativa uma vez
que, existe um periodo denominado de janela imunolégica durante o qual, 0s
anticorpos podem ser produzidos em quantidade ndo suficiente para ser
detectada pelos testes soroldgicos usuais. Os Kits utilizados nessa etapa podem

ser baseados em diferentes metodologias, como as descritas a seguir:

O ensaio imunoenzimatico (EIE) é o ensaio mais freqientemente usado
na detecgdo de antigenos e/ou anticorpos anti-HIV, sendo este o teste de
escolha na triagem de doadores por sua facilidade de automacdo, custo
relativamente baixo e elevada sensibilidade e especificidade. Na fase sélida séo
usados antigenos, que podem ser detectados por um antigeno ou anticorpo
complementar conjugado a uma enzima, capaz de reagir com um substrato
cromogénico. A presenca de antigenos ou anticorpos pode ser detectada pelo
desenvolvimento de um produto final colorido, cuja intensidade é medida por
espectrofotometro com comprimento de onda, geralmente de 450 ou 492 nm,
indicado pelo fabricante do conjunto de diagndstico. A intensidade da coloragéo
é diretamente proporcional & concentracdo de antigenos/anticorpos presentes

na amostra (CONSTANTINE, 2005).

O ensaio de quimioluminescéncia possui 0 mesmo principio
metodoldgico do EIE, entretanto a reacdo conduz a emissao de luz a partir de
complexos fluorescentes, acridina, ruténio, etc., que podem ser indicadas
quimica ou eletricamente. A reacdo ocorre em etapas distintas, onde o soro ou
plasma é incubado frente a antigenos marcados com substancia luminescente
(conjugado). Na segunda etapa, 0 anticorpo ou o0 antigeno presente na amostra
se liga a microparticula marcada por estreptavidina e exposta a campo elétrico,
no caso da eletroquimioluminescéncia ou substrato luminescente, no caso da

quimioluminescéncia e a luz emitida € amplificada por um fotomultiplicador. A
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concentracdo de anticorpos ou antigenos € diretamente proporcional a

guantidade de luminescéncia emitida.

Esses ensaios possuem sensibilidade comparavel aos testes EIE,
entretanto necessitam de equipamento especifico para sua realizacdo
(MORIMURA et al, 2006).

O uso dos testes rapidos (TR) por meio da metodologia de cromatografia
de fluxo lateral vem ocorrendo cada vez mais no mundo, em especial, no
continente africano. Atribui-se essa ampla utilizacdo a simplicidade e rapidez de
execucdo do teste possibilitando ao usuéario o imediato conhecimento de sua

reatividade sorologica para o HIV.

Com metodologia simples e a facilidade de usar sangue coletado por
puncédo digital ou venosa, os TR podem ser usados em locais remotos, onde a
infra-estrutura para implantacdo de um laboratério ndo € possivel,
proporcionando o aumento do acesso a populacdes especificas que, de outra
forma, teriam dificuldade ou mesmo, impossibilidade de realizar testes para o
diagnéstico da infeccéo pelo HIV. O uso de puncéo digital permite a reducéo de
custos com a eliminacdo de suprimentos para a coleta, a dispensa de
flebotomistas, bem como, do descarte de unidades de sangue. Estes testes
usam, geralmente, antigenos virais ligados a um suporte sélido, como
membranas de celulose ou nylon, latex, microparticulas ou cartelas plasticas.
Sdo de simples execucdo e possuem sensibilidade comparavel aos EIE
(FERREIRA et al, 2005).

Os testes rapidos por adotarem um sistema de leitura visual que dispensa
0 uso de equipamento laboratorial tém grande aplicabilidade em estudos
epidemiologicos e em laboratorios de pequeno porte. A interpretacdo dos
resultados é subjetiva e sua execucao poder ser realizada por profissionais sem
formacdo pratica prévia e/ou treinamento laboratorial especifico. Além disso, o
uso dos TR ndo é recomendado para laboratorios de grande rotina, por ser
processado manualmente. Entretanto, permite o conhecimento imediato dos
resultados e a pronta assisténcia aos individuos soropositivos (KISSIN et al.,
2008; FERREIRA et al., 2005).
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1.4.2 - Testes confirmatorios

As amostras reagentes na etapa de triagem, entretanto, necessitam ter a
sua reatividade ao HIV caracterizada na etapa de confirmagédo do diagndstico
soroldgico, na qual testes com maior especificidade sdo usados. De acordo com
o fluxograma de testes do PNDST/AIDS/MS os testes confirmatorios incluem a
reagdo de imunofluorescéncia indireta, os imunoblots e o ensaio de WB
(BRASIL/PNDST/AIDS/MS, 2009).

O teste IFI HIV-1 utiliza antigenos padronizados fixados a laminas de
vidro. Apesar de subjetivo, esse método permite a visualizagdo em um mesmo
campo microscopico, dos padrées de positividade e negatividade uma vez que,
as células KE-37 usadas na confec¢cdo das laminas sdo semi-permissiveis para
o HIV, conduzindo a presenca de células infectadas e né&o infectadas, em
propor¢cdes de 25-35% do total de células, por campo microscépico. A
ocorréncia de resultados indeterminados implica na repeticdo do ensaio e na
necessidade de realizacdo de um teste de WB para confirmacédo do diagnéstico.
O ensaio requer reagentes de alta qualidade, deve ser realizado e interpretado
por pessoal qualificado e necessita de um severo controle de qualidade.
Resultados indeterminados podem ser observados e atribuidos a inimeras
condicbes, tais como, soroconversao aguda, aids em estagio avancado, doenca
auto-imune, hemodidlise, insuficiéncia renal, presenca de fator reumatoide,
multiplas gestacdes, fibrose cistica, doenga hepatica, lupus eritematoso e
vacinacdo pelo HIV (ACHER & WILBER, 1990; GALLO, D. et al., 1990;

SANDSTROM, 1986).

A amostra é diluida, colocada sobre o antigeno fixado na lamina contendo
células e incubada para permitir a formacdo do complexo antigeno-anticorpo.
Apés lavagens, a preparacdo é incubada com conjugado fluorescente e, se
houver anticorpos na amostra, 0 conjugado reage com 0S anticorpos
especificos. A substancia mais usada € o isotiocianato de fluoresceina (FITC),
um fluorocromo ligado a antimunoglobulina humana. O teste requer um
microscépio de fluorescéncia para leitura da reacdo. As ceélulas coradas séo
examinadas em um microscopio que expde a luz ultravioleta capaz de excitar o

corante fluorescente, o qual emite luz em um comprimento de onda
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caracteristico, visualizada por meio de filtros adequados. A interpretacao ocorre
em funcdo do percentual de células que apresentem fluorescéncia baseada na
presenca de padrdo caracteristico de reatividade.

A metodologia de Western-Blot considerada o padrdao ouro para
confirmacdo do resultado reativo observado na etapa de triagem possui alta
especificidade e sensibilidade, porém seu custo é elevado. O antigeno viral é
fracionado através da técnica de eletroforese em um gel de policrilamida com
duodecil sulfato de sddio (SDS PAGE) de acordo com o peso molecular. Em
seguida, os antigenos assim separados sao transferidos para uma membrana,
geralmente de nitrocelulose. A partir desta fase o teste segue o0 mesmo principio

do EIE, entretanto a detecgcdo da reacdo é realizada por cromatografia, nas
proprias tiras de nitrocelulose.

A técnica de WB permite evidenciar anticorpos contra nove (9) proteinas
do HIV: gp 160, gp 120, gp4l, p66, p31, p55, p24, pl7 além da gp 36, que
caracteriza o HIV - 2 e o critério de interpretacdo é estabelecido pelo fabricante
do kit (TSANG & PERALTA, 1983; A. R. Simons, 1983; CDC, 1989). Este ensaio
apresenta alta especificidade e sensibilidade, mas também é subjetivo em sua
interpretacdo. Entretanto, como permite discriminar a reatividade das amostras
frente as proteinas do HIV-1, a ocorréncia de um resultado positivo €
reconhecida como sindnimo de infeccéo pelo HIV/aids.

Com o0s avancos tecnolégicos recentes e 0 advento dos ensaios
imunoenziméticos de quarta geracdo, combinando deteccdo de antigeno e de
anticorpo, resultados discordantes dos obtidos com o ensaio de WB podem ser
encontrados, particularmente para amostras de individuos em estagios de
infeccdo mais precoces. Entretanto, por sua capacidade discriminativa em
relagdo as proteinas virais, o WB continua sendo o ensaio de referéncia padrao

na sorologia da infeccao pelo HIV/aids.

O conjunto de Imunoblot rapido (IR) para HIV-1, de Bio-Manguinhos,
representa  uma inovadora plataforma tecnolégica de imunoensaio
cromatografico, de duplo percurso (DPP), para uso na etapa de confirmacédo do
diagnostico da infeccdo pelo HIV/aids. Além de poder ser aplicado a uma grande
variedade de doencas, esse método amplia, em muito, o potencial de utilizacao
atualmente existente para os TR convencionais de imunocromatografia de fluxo
lateral, pois fornece resultados mais rapidos e precisos, além de permitir a
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realizacdo de ensaios multiplex com até cinco linhas de teste por cassete de
reacdo. Vale destacar ainda, a ampliagdo dos niveis de sensibilidade (10 a 50
vezes maior que o ensaio de fluxo lateral), a adaptacéo a diferentes tipos de
fluidos corporais (sangue, soro, plasma, saliva, urina, fezes, escarro, etc.) e o
uso de volumes minimos de amostra que essa metodologia permite
(BRASIL/Manual de instru¢cdo Imunoblot R4pido DPP® HIV 1/ 2, 2009).

No IR, proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos, representativos
de regides antigénicas do HIV-1 sdo imobilizados sobre uma membrana de
nitrocelulose. Além das fracOes virais, as tiras apresentam regides de bandas
controle (ndo virais) usadas para estabelecer, por comparacdo, um limiar de
reatividade para cada banda viral presente.

A possibilidade de contarmos com um ensaio confirmatoério rapido assume
uma importancia especial, com a disponibilidade de estratégias terapéuticas
bem sucedidas, que precisam ser iniciadas no periodo de 2 horas apos
exposicdo ao virus como ocorre nos casos de exposicdo ocupacional ou,

iImediatamente antes do parto, para interrupgéo da transmissao vertical.

Apesar do amplo conhecimento sobre os mais diferentes aspectos da
infecgao pelo HIV-1, a mesma ainda encontra-se relacionada mais intensamente
ao subtipo B, o mais prevalente nos Estados Unidos e Europa e, a partir do qual,
foram elaborados os reagentes usados em diagndstico, ensaios moleculares,
desenvolvimento de vacinas e de anti-retrovirais. Implicagcées na diversidade dos
subtipos virais em relacdo a sensibilidade de kits comerciais tanto para a
deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 quanto para monitoracdo da infeccdo e em

outros estudos relacionados foram observadas.

Véarios aspectos relacionados a essa diversidade do HIV foram
enfatizados com a observagao de que nem todos os conjuntos comercialmente
disponiveis eram capazes de detectar infeccbes causadas por variantes mais
divergentes do HIV-1 como as pertencentes ao grupo O (LOUSSER-AJAKA et
al., 1994; SIMON et al., 1994). Por conta desse achado, antigenos desses virus
foram incluidos nos testes de diagnéstico para garantir uma maior sensibilidade
e especificidade desses testes (GURTLER, 1996). A sensibilidade dos testes de
triagem precisa ser continuamente avaliada com um amplo painel de amostras

com diferentes subtipos e de diferentes estagios da infeccao.
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Resultados falso-negativos e falso-positivos foram observados em Kkits
comerciais de diagndstico rapido da infec¢cdo pelo HIV, particularmente, em
estudos com amostras de diferentes subtipos, ndo-B ou de diferentes grupos
(CONSTANTINE et al., 1997; PHILLIPS et al., 2000). Um estudo realizado com
seis testes rapidos, um ensaio imunoenzimatico e um teste confirmatério e a
comparagcdo com um ensaio imunoenzimatico de terceira geracdo usado como
padrdo-ouro, além de um teste de Western Blot revelou uma sensibilidade que
variou de 94,6% a 100%, em funcéo do teste usado, com amostras dos subtipos
A — H, do grupo O, do HIV-2 e de HIV-1 +2. Os testes rapidos por ocasido da
soroconversao tornaram-se positivos dois a oito dias apdés 0s ensaios
enziméticos de terceira geracdo realcando uma limitacdo dos mesmos. De
acordo com os autores, o0s testes rapidos menos sensiveis para triagem de
sangue devem ser substituidos por outros, com maior sensibilidade ou por EIE

com maior sensibilidade e menor custo (MAKUWA et al., 2002).

1.5 - Justificativa

A IFI HIV-1 de Bio-Manguinhos € utilizada como o primeiro teste para a
confirmacgéo da reatividade ao HIV-1 no fluxograma de testes do PNDST /AIDS/
MS desde 1987. Desde entdo foram distribuidas mais de dois milhdes de
reacoes e atualmente sdo fornecidos cerca de 250.000 testes por ano para
atendimento gratuito a 141 laboratérios da Rede Publica, com uma estimativa de
100 milhdes de ddélares economizados somente com este produto. Devido a
producdo nacional e a facilidade de execugcdo esse método representa um

importante instrumento de diagndstico de custo reduzido.

Todavia, com o0 advento de novas metodologias dotadas de maior
sensibilidade e especificidade, bem como, maior facilidade de execucéo tornou-
se necessario realizar Estudo comparativo da Imunofluorescéncia Indireta frente
a outros testes de diagnostico que usam plataformas recém estabelecidas para
avaliar o seu desempenho e a sua aplicabilidade no diagnéstico da infecgéo pelo
HIV / aids.

Com este trabalho procuraremos melhorar o atendimento e o fornecimento

de kits com elevado padrdao de qualidade e que permitam aos laboratorios da
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Rede Publica a realizacdo de um diagndéstico sorologico confiavel, além de
atender as normas da ANVISA / MS.

2 — Objetivos
2.1- Objetivo Geral

Avaliar o desempenho da metodologia de imunofluorescéncia indireta para
HIV-1 (IFI/HIV-1) frente aos métodos de diagndstico da infec¢do pelo HIV/aids.
Os testes confirmatdrios a serem usados na presente avaliacdo compreendem
além da reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFlI) para HIV-1, Bio-
Manguinhos, o Imunoblot Rapido, teste ainda em processo de registro junto a
ANVISA | MS.

2.2 — Objetivos Especificos

1- Realizar uma avaliacdo comparativa de diferentes testes de
diagnéstico, tais como, o Ensaio imunoenzimatico Vironostika HIV Uni-Form I
plus O, Biomérieux, o Teste rapido HIV-1/2 - Bio-Manguinhos e o Imunoblot
Rapido DPP® HIV-1/2 — Bio-Manguinhos, frente ao Teste de Imunofluorescéncia
Indireta para HIV-1 - Bio-Manguinhos, de acordo com o fluxograma disposto na
Portaria n°59/GM/MS, de 28 de janeiro de 2003, rec entemente substituida pela
Portaria N°151 SVS/MS, de 14 de Outubro de 2009.

2 — Testar amostras por meio de EIE (Vironostika) e pelo Teste rapido
HIV-1/2 de Bio-Manguinhos, como parte da etapa de triagem para o diagndstico
sorolégico da infeccdo pelo HIV/AIDS.

3 — Realizar uma etapa de confirmacdo sorolégica com as mesmas

amostras que tenham sido testadas pelos testes IFI e IR de Bio-Manguinhos,
gue serdo submetidas a um ensaio de WB
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3 . Materiais e Métodos
3.1 - Amos tras de sangue e locais de realizacdo dos testes

As amostras de sangue (aliquotas de 1 ml de plasma) usadas no presente
Estudo foram coletadas de 74 (setenta e quatro) individuos infectados pelo HIV
que realizam exames de monitoramento da carga viral e contagem de linfocitos
T CD4+/CD8+ no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto de Pesquisas
Clinicas Evandro Chagas, IPEC, Fiocruz e de 82 (oitenta e dois) doadores de
sangue do Banco de sangue do Hospital Clementino Fraga Filho, da UFRJ. Os
voluntérios foram relacionados para participar do Estudo mediante Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE, no ambito do Projeto de Avaliacéao
dos Conjuntos de Diagndstico Desenvolvidos por Bio — Manguinhos submetido
ao CEP do IPEC / Fiocruz, em 28 de Abril de 2008 e aprovado em 08 de Junho
de 2008, conforme o parecer consubstanciado 032 /2008 desse Comité.

Os testes para deteccdo de anticorpos anti-HIV foram realizados no
Laboratério de Virologia Molecular Animal, Lavimoan, do Instituto de Biologia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ e no Laboratério de Tecnologia
Diagnéstica, LATED, Bio — Manguinhos, Fiocruz. Em caso de discordancia entre
os resultados dos conjuntos comerciais e 0s testes de Bio-Manguinhos podera

ocorrer contato com o voluntario para a coleta de uma nova amostra.

3.2 - Ensaio Imunoenzimatico - Procedimento resumid 0

O produto Vironostika HIV Uni-Form Il Plus O BioMérieux usado no Estudo
€ baseado no principio sanduiche de passo Unico, para determinacao qualitativa
de anticorpos contra o HIV-1 e HIV-2 e de antigenos HIV-1 no soro ou plasma

humano.

Nesse ensaio, a reacdo € realizada em placas de microelisa contendo 12
tiras com 8 cavidades cada, revestidas com antigenos do HIV-1 (gp160, p24 e
peptideo ANT70 correspondente ao subtipo O) e do HIV-2 (env) e cada uma,
com uma esfera de conjugado marcada com peroxidase, da mesma mistura de

antigenos.

Na primeira etapa, adiciona-se as cavidades um diluente de amostra para
dissolver a esfera de conjugado. Apds a adi¢cdo de cada amostra de plasma ou
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do controle apropriado contendo anticorpo, a placa é incubada a 37 °C por 60

minutos.

Caso anticorpos para o HIV-1 ou HIV-2 ou HIV -1 do grupo O estejam
presentes na amostra formam-se complexos antigeno/anticorpo/enzima.
Procede-se entdo a lavagem e incubacdo com o substrato tetrametilbenzidina
(TMB), que determina o aparecimento de cor amarela quando a reacdo é
interrompida pela adicdo de acido sulfdrico. Se a amostra ndo possui anticorpos
contra o HIV, ndo h& o desenvolvimento de cor apos a adicdo do TMB.

3.3 - Teste Rapido - HIV-1/2 — Bio-Manguinhos - Pro cedimento resumido

Esse produto usa um coquetel de antigenos para detectar anticorpos
contra o HIV-1 e HIV - 2 no soro, plasma e sangue total humanos. Em sua
composicdo, esse kit usa uma proteina conjugada com particulas de ouro
coloidal e antigenos de HIV-1 e HIV - 2 ligados a uma membrana de
nitrocelulose. Apos a identificacdo do suporte do teste com o numero da amostra
e 0 numero do lote do kit do qual o teste foi retirado, verifica-se a integridade de

todos os componentes e a inexisténcia de linhas na janela do suporte de teste.

Para a realizacdo do método, cada amostra de sangue € aplicada ao poco
de reacdo, seguindo-se a adicdo de um tampéao de corrida que permite o fluxo
lateral dos componentes liberados, propiciando a ligacdo dos anticorpos aos
antigenos. Quando presentes, 0s anticorpos se unem as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal e o complexo migra através da membrana, sendo
capturado pelos antigenos fixados na area do teste, produzindo uma linha
roxo/rosa. A amostra continua migrando através da membrana produzindo uma
segunda linha roxo/rosa na area de controle. Esta linha, que aparece tanto nas
amostras negativas quanto nas positivas serve de controle interno, confirmando
o desempenho adequado do teste. A reacdo desenvolve-se por 10 minutos a
temperatura ambiente e os resultados lidos ap6s 10 minutos da adicdo do

tampao. Caso ndo ocorra migracdo apos 3 minutos, descarta - se o suporte.
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3.3.1 - Leitura e Interpretacéo do teste — Apresentados nas Figuras 5,6 e 7.

Um resultado nédo reagente é indicado por uma linha roxa/rosa na area
Controle (C) e nenhuma linha na &rea Teste (T). Um resultado néo -
reagente em 10 minutos indica a auséncia de anticorpos para HIV-1/2 na
amostra.

Figura 5 - Resultados ndo reagentes — TR

A deteccdo de duas linhas roxa/rosa, uma na area Controle (C) e outra

area Teste (T) indica um resultado reagente. A intensidade da linha na

area Teste (T) varia de claro a muito escura conforme a concentracao de

[" anticorpos especificos. A linha na area Teste (T) pode ter aparéncia
diferente da linha na area Controle (C). Isto ndo invalida o teste.

) Nota: mesmo uma linha muito clara na area de Teste (T) deve ser
e considerada um resultado reagente. Um resultado reagente deve ser
# confirmado conforme as recomendacdes do MS (Ministério da Saude).

Figura 6 - Resultados reagentes - TR

N Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na area de
Controle (C), ndo importando se a LINHA TESTE (T)

aparece ou ndo na area devida. Caso uma linha roxa/rosa
[ ‘ nao seja visivel na area de Controle (C), o teste deve ser

considerado inconclusivo ou invalido. Um resultado invalido

l@j ﬁ!‘) ou inconclusivo de teste n&o pode ser interpretado.
,' Descartar o material e repetir o procedimento com um
suporte de teste e nova amostra.

Figura 7 - Resultados Inconclusivos ou Invalidos - TR

3.4 - Testes de Imunofluorescéncia indireta (IFI) p ara HIV-1 de Bio-

Manguinhos

Este teste consiste na reacdo de soro ou plasma humano com células
k37-3, infectadas pelo HIV-1, fixadas em laminas de microscopia para
fluorescéncia. Apenas 25 a 35% das células apresentam antigenos virais que

podem ser detectados em sua superficie. A reacdo entre o antigeno fixado e o
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anticorpo presente nas amostras é revelada, ap0s a adicdo de conjugado anti-
IgG humana - isotiocianato de fluoresceina (FITC), com o auxilio de um

microscopio para fluorescéncia.

O protocolo de trabalho permite avaliar até 10 amostras de plasma por
lamina além dos controles positivo e negativo, presentes em todas as laminas,
para comparacdes no momento da leitura. As laminas necessarias para testar as
amostras sao retiradas da refrigeracdo e deixadas a temperatura ambiente ou
em estufa a 37 °C, por alguns minutos, até secar. Os controles positivo e
negativo e os demais reagentes também devem estar a temperatura ambiente

no momento do uso.

As amostras e 0s soros controles, positivo e negativo devem ser diluidos
a 1.8 em tampéao fosfato (PBS) 0,01M pH 7,2. Em seguida, sdo adicionados 10
uL das diluicbes das amostras e soros controle a cada poco das laminas,

seguindo o modelo apresentado na Figura 8.

1 2 3 4 5 6
A 01 A02Y 'A03Y A: 04
1:8 1:8 1:8 1:8
K37-3

HIV-1
AO5Y A06Y 'A07Y AO08Y A09Y A 10
1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8
7 8 9 10 12

11

Figura 8 — Disposicdo das amostras nas laminas de imunofluorescéncia

As laminas séo entdo incubadas em camara umida por 30 minutos em
estufa a 37 °C. Na etapa seguinte, as laminas séo lavadas 3 (trés) vezes com
PBS 0,01M pH 7,2 em cuba de lavagem apropriada, sendo cada lavagem feita
por 5 minutos e, em seguida, as laminas sao rapidamente lavadas uma vez em
agua destilada. Segue-se a colocacdo das laminas por aproximadamente 10

minutos em estufa a 37 °C para secar.

Deve-se entdo preparar, momentos antes do uso, uma solucdo PBS -
Azul de Evans (PBS-AE) a 0,004%. Em seguida, o conjugado anti-lg humana —
fluoresceina € diluido na concentracdo adequada estabelecida com a titulacdo
prévia em PBS-AE. Adiciona-se 15 pL da diluicdo do conjugado em todos os
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pocos das laminas e incubam-se as laminas em camara Uumida por 30 minutos

em estufa a 37 °C.

As laminas, sdo lavadas 3 (trés) vezes com PBS 0,01M pH 7,2 em cuba
de lavagem apropriada, 5 minutos para cada lavagem e, em seguida, uma vez
em agua destilada. Segue-se a colocagdo das laminas por aproximadamente 10
minutos em estufa a 37 °C para secar. Entdo 3 a 4 gotas de glicerina tamponada
sdo adicionadas sobre cada lamina, cobrindo-se com laminula, evitando a
formacéo de bolhas e mantendo-se ao abrigo da luz e a seco, até o momento da

leitura.

3.4.1 - Leitura e interpretacdo da reacao:

Usar microscopio de imunofluorescéncia e objetiva de 40X. Focalizar a
lamina na posicao do soro controle positivo e observar a fluorescéncia presente
em 25-35 % das células. Focalizar a lamina na posi¢céo do soro controle negativo
e observar a auséncia de fluorescéncia nas células, bem como a coloracdo de

fundo (background).

Proceder a leitura das amostras e considerar para a interpretacdo das amostras

os padrdes abaixo (Figuras 9,10 e 11):

Figura 9 — Padrao de leitura de amostra nao reagente - IFI

N&o reagente : Auséncia de fluorescéncia em todas as células.
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Figura 10 — Padrao de leitura de amostra reagente - IFI

Reagente: Ao redor de 25-35% das células apresentam fluorescéncia na
membrana e em parte da célula. Algumas amostras podem apresentar
reatividade pouco intensa, porém, sempre que observada a fluorescéncia no

percentual indicado, a amostra sera reagente.

Figura 11 - Padréo de leitura de amostra indeterminada - 1FI

Indeterminado : Qualquer padrdo diferente dos descritos anteriormente. Na
maioria das vezes, observa-se reagdo fluorescente em todas as células. Neste
caso, repita a reacdo e persistindo o resultado, submeta & amostra a outra

metodologia confirmatoria.

3.4.2 — Titulagdo do conjugado

A titulagdo do conjugado deve ser feita a cada novo lote de laminas e
quando o controle positivo apresentar reducdo da reatividade. Além disso,
podem ocorrer variagcbes na capacidade de resolucdo dos microscopios de

fluorescéncia.

Na titulacdo do conjugado usa-se soro-controle positivo com titulo
conhecido e soro-controle negativo ambos fornecidos com o kit. Realiza-se uma
diluicdo seriada do soro-controle positivo a partir de 1/8 até o titulo indicado pelo
fabricante. O soro controle negativo € utilizado a 1/8. Para a realizacdo destas

diluicbes usa-se PBS 0,01M pH 7,2. Em seguida procede-se a reacao de
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Imunofluorescéncia indireta como descrito no item 3.4 desta monografia até o

momento da adi¢do do conjugado.

Deve-se entdo preparar, momentos antes do uso, uma solucéo PBS -
Azul de Evans a 0,004% . Em seguida, o conjugado anti-lg humana -
fluoresceina deve ser diluido na concentracdo adequada estabelecida com a
titulacao prévia em PBS-AE a partir da diluicdo de 1/50, em série de fator 2 até o
titulo indicado pelo fabricante. Cada diluigio deverd ser adicionada
pontualmente aos pog¢os nas laminas com as respectivas diluicdes dos soros -

controle positivo e negativo.

Os passos seguintes sdo 0s mesmos descritos no item 3.4 e a leitura
e interpretacdo da reacdo devera obedecer aos padrdes relacionados no item
3.4.1. Apés a definicdo do titulo do conjugado procede-se ao diagnéstico das
amostras sob avaliagéo.

3.5 - Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinho s — Procedimento

resumido

O Imunoblot R&pido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos utiliza uma
combinacdo de antigenos de HIV-1 e HIV-2 ligados a uma membrana (fase
sélida), anticorpos especificos e conjugado de proteina A com particulas de ouro

coloidal.

Remover o numero necessario de dispositivos de testes das embalagens
e colocar sobre uma superficie plana. Caso as amostras a serem testadas
estejam refrigeradas, remové-las do refrigerador e permitir que atinjam a
temperatura ambiente. Em seguida, rotular os dispositivos do teste com o

namero de identificacdo da amostra.

A amostra (5 pL de soro/plasma/sangue total) € entdo aplicada ao pocgo #
1 (Amostra + Tampao), seguida pela adicdo do tampao de corrida (50 pL — 02
gotas). O tampao propicia o fluxo lateral promovendo a ligagdo dos anticorpos

aos antigenos.

Esperar 5 minutos, tempo em que todas as linhas devem ter desaparecido
e adicionar 4 gotas (135 pL) de tampéo de corrida ao pogo #2. Apds a migracao
da amostra e do tampé&o ao longo do suporte de teste, deve-se adicionar tampao

de corrida ao pogo # 2 (Tampao). O conjugado se liga aos anticorpos
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especificos para HIV-1 ou HIV-2 produzindo uma ou mais linhas (roxa/rosa) na
area do Teste (T). Na auséncia de anticorpos para HIV-1 ou HIV-2 as linhas
(roxa/rosa) ndo aparecem na area do Teste (T). Em todos os casos, a amostra
continua a migrar ao longo da membrana produzindo uma linha (roxa/rosa) na
area de Controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos

reagentes.
3.5.1 - Leitura e Interpretacao do teste

As leituras devem ser realizadas, 15 a 20 minutos apés adi¢cdo do tampé&o ao
poco #2. O teste ndo deve ser lido com menos de 15 minutos. Para o teste ser
valido é obrigatério a presenca da linha controle de reacdo e os resultados
devem obedecer aos padrdes abaixo:

Negativo : presenca de apenas uma linha referente ao controle da reacéo;

Positivo para HIV-1: presenca da linha controle da reacdo e de duas ou
mais linhas dentre gpl160, gpl120, gp4l e p24, correspondentes as proteinas

virais impregnadas na membrana de reacao;

Positivo para HIV-2: presenca da linha referente ao controle da reacao e
da linha gp36 correspondente as proteinas virais impregnadas na membrana de
reacao e em alguns casos pode ser observada a presenca da linha p24 e gp36.

Indeterminado: ocorréncia de qualquer outro padrédo de reacao.

Observacgao : Na Figura 12, observar padrdao de uma amostra positiva

com presenca de todas as linhas.

| i DPP’HmW
Timgdo 12345C

is
Amostra ‘ G%—ww

) e S

Figura 12 - Padréo de leitura de amostra positiva
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3.6 - Reacdo de Western Blot - Procedimento resumid o

O conjunto Cambridge Biotech HIV-1 Western Blot kit € um teste qualitativo
para detecgcdo e identificacdo de anticorpos para o HIV-1 em soro ou plasma
humano. Esse conjunto é fabricado a partir de HIV-1 cultivado em linfocitos T. O
virus parcialmente purificado sofre ruptura por detergente. Proteinas especificas
do HIV-1 séo fracionadas de acordo com seu peso molecular, por eletroforese
em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS). As
proteinas de HIV-1 separadas séo eletrotransferidas do gel para uma membrana
de nitrocelulose blogueada para diminuir a ligacdo de imunoglobulinas

inespecificas.

As tiras de nitrocelulose sdo incubadas individualmente com amostras ou
controles. Durante a incubacdo, se os anticorpos para HIV-1 estiverem
presentes na amostra, se ligardo aos antigenos virais ligados as tiras. As tiras
sdo novamente lavadas para remover materiais que ndo se ligaram. A
visualizacdo das imunoglobulinas humanas especificamente ligadas as proteinas
de HIV-1 pode ser observada apos uma série de reacbes com anti-IgG humana
de cabra conjugada com biotina, avidina conjugada com peroxidase equina
(HRP) e substrato 4-cloro-1-naftol.

Se na amostra houver anticorpos contra qualquer um dos principais
antigenos de HIV-1, em concentracdo suficiente, serdo vistas na tira de
nitrocelulose bandas correspondentes a posicdo de uma ou mais das seguintes
proteinas (p) ou glicoproteinas (gp): pl17, p24, p31, gp41l, p51, p55, p66, gpl20,
gpl60 ( os numeros referem-se ao peso molecular aproximado em kilodaltons).
Os reagentes devem atingir a temperatura ambiente antes do uso

(aproximadamente 30 minutos).

Adicionar 2.0 mL de tampéo de lavagem diluido em cada cavidade a ser
usada. Usando uma ping¢a, remover a tira de nitrocelulose do frasco e coloca-la
com o lado numerado para cima em cada cavidade contendo tampdo de
lavagem diluido. Colocar a bandeja no agitador ou em plataforma rotatéria por 5
a 10 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, remover o tampao por

aspiracdo. Adicionar 2 mL do tampéo de trabalho do blotting em cada cavidade.
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Adicionar 20 pyL de amostra ndo diluida ou controle em cada cavidade
contendo sua tira especifica em tampao de trabalho do blotting usando uma
ponteira diferente para cada amostra. Tampar a bandeja e incubar no agitador
ou em plataforma rotatoria durante a noite (14-20 horas) a temperatura ambiente
(20-28 °C).

Cuidadosamente destampar a bandeja para evitar respingos ou mistura das
amostras. Remover a condensag¢do ou goticulas na tampa da bandeja de
incubacéo lavando com o tampéo de lavagem diluido ou enxugando com toalhas
absorventes. Aspirar a mistura das cavidades em um recipiente contendo
desinfetante. Lavar a ponta do aspirador com tampao de lavagem diluido ou

agua deionizada entre as amostras para evitar contaminacao.

Em cada tira, adicionar 2.0 mL de tamp&o de lavagem diluido e agitar varias
vezes. Remover o tampédo por aspiracdo. Adicionar 2.0 mL de tampé&o de
lavagem diluido em cada tira por no minimo 5 minutos. Repetir a operagao
aspirando o tampéao de lavagem antes e entre cada uma das lavagens de 5
minutos. Realizar todos os passos de lavagem a temperatura ambiente no

agitador ou em plataforma rotatéria.

Adicionar 2.0 ml de solucéo 1 de trabalho de conjugado em cada cavidade.
Incubar por 60 minutos a temperatura ambiente no agitador ou plataforma
rotatéria. Aspirar o conjugado das cavidades. Lavar cada tira trés vezes por 5
minutos. Adicionar 2.0 mL de solucdo de trabalho 2 do conjugado em cada
cavidade. Incubar por 60 minutos em temperatura ambiente no agitador ou em
plataforma rotatéria. Aspirar os conjugados das cavidades. Lavar as tiras trés

vezes por 5 minutos.

Adicionar 2.0 mL de solucdo de trabalho do substrato em cada cavidade.
Incubar a temperatura ambiente em agitador ou plataforma rotatoria, por 10 a 15
minutos (ou até que o controle positivo fraco mostre as bandas p24 e gpl60).
Aspirar 0 substrato e parar a reacdo enxaguando as tiras duas ou trés vezes

com no minimo 2 mL de 4gua grau reagente.
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3.6.1 - Leitura e Interpretacdo da Reacao de WB:

Negativo: Nenhuma banda presente

Indeterminado: Qualquer banda presente, porém, sem padréo para critérios
positivos

Positivo: Presenca de quaisquer 2 ou mais das seguintes bandas: p24,
gp41 e gp 120/160.

Cada banda tem uma reatividade + ou maior. Comumente, a banda gp41
ou gpl60 é difusa. Outras bandas virais podem ou néo estar presentes.

3.7 — Determinacdes de sensibilidade e especificida  de dos testes

Para avaliar e comparar o desempenho da reacdao de imunofluorescéncia
indireta para HIV-1 serdo determinados os percentuais de sensibilidade e

especificidade dos testes. (Quadro 5)

A sensibilidade permite mensurar a capacidade de um teste em identificar,
com correcdo as amostras que efetivamente possuem certo atributo, no caso, a
infeccéo por HIV/aids, o que caracteriza um resultado verdadeiro positivo (VP). A
sensibilidade é calculada pela relacdo: Sensibilidade = VP / VP + FN x 100

A especificidade permite identificar, com correcdo, uma amostra que nao
possui esse atributo, o que caracteriza um resultado verdadeiro negativo (VN). A

especificidade é calculada pela relacdo: Especificidade = VN / VN + FP x 100

Variacbes no desempenho e interpretacdo do teste conduzem a resultados

falso positivos (FP) e falso negativos (FN).

Quadro 5 — Possibilidades de resultado de um Teste

Resultado Atributo: Doencga / Infec¢ao
do Teste Presente Ausente
Positivo Verdadeiro positivo Falso Positivo
NP =VP + FP (VP) (FP)
Negativo Falso Negativo Verdadeiro Negativo
NN = FN + VN (FN) (VN)

NP — Numero total de amostras positivas
NN — Numero total de amostras negativas
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4. - Resultados

4.1 - CaracterizagOes da reatividade das amostras

As 156 amostras analisadas no Estudo oriundas de doadores de sangue
(n=82) do Banco de sangue do Hospital Clementino Fraga Filho, da UFRJ e de
individuos infectados pelo HIV (n=74) do Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro
Chagas, IPEC, Fiocruz foram caracterizadas quanto a infecgéo pelo HIV/aids.

Na etapa de triagem foram usados dois conjuntos de diagndstico: Teste
Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos e EIE Vironostika HIV Uni-Form 1l Plus O, Bio-
Mérieux. A confirmacdo da reatividade observada na etapa de triagem foi
realizada com o Teste de Imunofluorescéncia Indireta IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos
e com o Imunoblot R4pido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos.

Nos casos em que houve discordancia entre os resultados das etapas de
triagem e de confirmacdo foi usado o conjunto Cambridge Biotech HIV-1
Western Blot, teste padrdo — ouro internacional para a confirmacdo da

reatividade.

Das 82 amostras de provenientes de doadores de Banco de sangue do
Hospital Clementino Fraga Filho, da UFRJ, a totalidade (100%) nao apresentou
reatividade para o HIV em ambos os testes (Teste Rapido HIV-1/2-Bio-
Manguinhos e EIE Vironostika HIV Uni-Form Il Plus O, Bio-Mérieux) usados na
etapa de triagem. Resultados concordantes com relacao a reatividade ao HIV-1
também foram observados em 74 das 74 amostras (100%) de pacientes do
IPEC, Fiocruz analisadas nesses dois ensaios usados no Estudo (Quadro 6).

Na etapa de confirmagdo dos resultados observados com os testes de
triagem foi possivel verificar que 74 entre as 74 amostras (100%) de pacientes
do IPEC analisadas apresentaram concordancia nos dois testes (IFI-HIV-1-Bio-
Manguinhos e Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos) usados na
avaliacéo.

Ainda com relacéo a essa etapa de confirmacéo foi observado que 72 das
82 amostras (87,8%) de doadores do Banco de sangue do Hospital Clementino
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Fraga Filho, da UFRJ, ndo apresentaram positividade no Imunoblot Rapido
DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos enquanto 80 dessas 82 amostras (97,6%) néo

revelaram positividade quando analisadas por

(Quadro 6).

Quadro 6 — Reatividade das amostras ao HIV

IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos

LAB | N EIE TR IR IFI Total

Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Concordantes | Discordantes
HU 82 82 0 82 0 72 10 80 2 70 12
IPEC | 74 0 74 0 74 0 74 0 74 74 0
Total | 156 82 74 82 74 72 84 80 76 144 12

N — Numero de Amostras

LAB — Laborat6rio de origem das amostras

HU — Banco de sangue do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da UFRJ;
IPEC - Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, IPEC, Fiocruz;

EIE — Ensaio imunoenzimatico Vironostika HIV Uni-Form 1l Plus O, Bio-Mérieux
TR — Teste Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos

IR — Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos

IFI — Teste de Imunofluorescéncia Indireta IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos

As amostras de doadores do Banco de sangue do Hospital Clementino
Fraga Filho, da UFRJ que apresentaram resultados discordantes (n=12) nos
testes de confirmagcdo da reatividade ao HIV foram avaliadas pelo Ensaio
Cambridge Biotech HIV-1 Western Blot e o0s resultados encontram-se

apresentados no Quadro 7.

A leitura visual das amostras testadas no Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 -
Bio-Manguinhos (Quadro 7) revelou para todas as amostras que apresentaram
resultado reativo, bandas de intensidade muito fracas que nao foram detectadas
quando se usou um equipamento automatizado com medicdo baseada em

refletancia (leitor DPP).
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Quadro 7 — Reatividade das amostras — Reacdo de Western Blot

HU
IDENT | EIE | TR IR IFI WB Resultado Final
412 - - - + Negativo Negativo
+
428 - - (gp41/gpl60) - Indeterminado (p66f) Indeterminado
+
434 - - (gp120/gp41/p24) - Indeterminado (p24) Indeterminado
+
435 - - (gp160/gp120/gp41) - Indeterminado (p24f) Indeterminado
+
439 - - (gp160/gp120) - Negativo Negativo
+
441 - - | (gp160/gp120/gp41/gp36) - Negativo Negativo
+
443 - - (gp120/gp41) - Negativo Negativo
+
449 - - (gp4l/p24) - Indeterminado (p24, p51) | Indeterminado
455 - - - + Negativo Negativo
Indeterminado
457 - - (p24) - Negativo Negativo
+
466 - - (gp41p24) - Negativo Negativo
+
467 - - (gp 160/gp 120/ gp4l) - Negativo Negativo

IDENT - Identificacdo da Amostra

EIE — Ensaio Imunoenzimatico Vironostika HIV Uni-Form Il Plus O, Bio-Mérieux
TR — Teste Rapido HIV-1/2 -Bio-Manguinhos
IR — Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos

IFI - Teste de Imunofluorescéncia Indireta IFIHIV-1-Bio-Manguinhos

" Bandas de intensidade muito fraca

4.2 — Determinacdes de Sensibilidade e Especificida

de dos testes

Apbs a realizacao dos ensaios de triagem e confirmacédo da reatividade das

156 amostras do Estudo foi possivel determinar os valores de sensibilidade e

especificidade dos diferentes ensaios usados e estes sdo mostrados no Quadro

8. Valores iguais a 100% de sensibilidade e especificidade foram encontrados

para o Teste Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos e o EIE Vironostika HIV Uni-Form
II Plus O, Bio-Mérieux. Quanto ao Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-
Manguinhos observou-se um valor de sensibilidade igual a 100% e de

especificidade igual a 87.8%.
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O Teste de

apresentou sensibilidade

Imunofluorescéncia

igual

Indireta

IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos
a 100% e especificidade de 97.6%. Os

percentuais de concordancia entre os diferentes ensaios usados foram de 85,4%

para o Banco de Sangue do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da

UFRJ e de 100% para o Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, IPEC,

Fiocruz.

Quadro 8 - Valores de Sensibilidade e Especificidade

LAB EIE TR IR IFI Total
Especificidade | Especificidade | Especificidade | Especificidade | Concordancia
HU 100% 100% 87.8% 97.6% 85.4%
Intervalo - - 80.7-95% 94.2-100% 77.7-93%
Sensibilidade | Sensibilidade | Sensibilidade | Sensibilidade | Concordancia
IPEC 100% 100% 100% 100% 100%
Intervalo - - - - -

LAB — Laboratério de origem das amostras

HU — Banco de sangue do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da UFRJ;

IPEC - Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, IPEC, Fiocruz;

EIE — Ensaio imunoenzimatico Vironostika HIV Uni-Form Il Plus O, Bio-Mérieux
TR — Teste R4pido HIV-1/2-Bio-Manguinhos

IR — Imunoblot R4pido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos

IFI — Teste de Imunofluorescéncia Indireta IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos
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5 - Discussao

Nas dUltimas décadas, os testes laboratoriais tém constituido um
instrumento precioso para o diagnéstico e monitoramento da infec¢cdo pelo
HIV/aids, com especial atencdo a identificacdo da infecgdo recente e ao manejo
dos individuos infectados. O uso de testes para a deteccdo de anticorpos anti -
HIV em procedimentos sequienciados com pelo menos um teste de triagem e um
ou mais testes confirmatérios tem sido de grande utilidade (CONSTANTINE &
ZINK, 2005).

A metodologia imunoenzimatica, atualmente na quarta geragdo de testes
que permitem a deteccdo de anticorpo e antigeno, simultaneamente, tem
importante aplicabilidade na deteccdo da infeccdo recente e mesmo, na
soroconversdo, com custo beneficio considerdvel. A maioria dos EIE possui
excelente sensibilidade e boa especificidade, especialmente por usar varios
formatos ou principios metodolégicos distintos, além de constituintes antigénicos
diversos e por seu refinamento tecnologico. Séo testes de facil execucdo e
automacao que podem ser usados em grandes rotinas para triagem de sangue e

possuem custo / eficacia elevado (SAVILLE et al., 2001)

Os ensaios de triagem embora possuam alta efetividade, nem sempre
sdo bem sucedidos na identificacdo correta de todos os individuos infectados e
nao infectados. Este fato pode ser decorrente de sensibilidade epidemioldgica e
analitica inadequadas, baixa sensibilidade na deteccdo do HIV-2 ou de variantes
do HIV ou ainda, ser decorréncia de erros técnicos (CONSTANTINE & ZINK,
2005). Em nossa avaliagdo, os ensaios de triagem (EIE Vironostika HIV Uni-
Form Il Plus O, Bio-Mérieux e o Teste Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos) tiveram
um o6timo desempenho sem fornecer nenhum resultado falso positivo, com

especificidade igual a 100%.

A incorporacéo de testes rapidos a essa cadeia de métodos diagnosticos,
particularmente em locais onde o sistema elétrico é deficiente ou instavel e os
recursos técnicos (equipamentos, infra-estrutura laboratorial, rede de frio,
transporte, pessoal treinado etc.) sdo precarios ou insuficientes, vem sendo
estimulada e gradativamente efetivada. O uso de testes rapidos possibilita a
obtencdo de amostra por puncao digital ou uso de fluido oral, além de puncéo
venosa. O procedimento de teste é simples, rapido e de baixo custo e 0 seu
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armazenamento pode ser feito em uma faixa de temperatura de 2 a 30 C
(CONSTANTINE & ZINK, 2005; KETEMA ET AL., 2001).

Os ensaios confirmatorios desenhados para apresentar maior
especificidade do que os testes de triagem podem gerar resultados falso
negativos com amostras de individuos em estagios iniciais da infec¢cdo uma vez
que, sua sensibilidade é geralmente inferior a dos testes de triagem
(CONSTANTINE & ZINK, 2005). Em nosso Estudo observamos uma
concordancia de resultados entre os ensaios de triagem (EIE Vironostika HIV
Uni-Form Il Plus O, Bio-Mérieux e o Teste Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos) e os
ensaios confirmatorios (IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos e o Imunoblot Rapido DPP®
HIV-1/2 - Bio-Manguinhos) com valores de sensibilidade igual a 100% para
todos os testes. Nenhum dos testes usados no Estudo forneceu resultados falso
negativos.

A reacao de Western Blot considerada padrao ouro para a validagdo dos
resultados do diagndstico para a infec¢ao pelo HIV/aids € o ensaio confirmatorio
mais amplamente aceito. Apesar de subjetivo, de alto custo, tempo de execucéo
elevado, de exigir pessoal treinado, equipamentos e infraestrutura laboratorial,
ele é capaz de discriminar os principais antigenos / proteinas do HIV. Entretanto,
€ preciso estar atento para a possibilidade de proteinas da célula hospedeira na
qual o HIV foi cultivado, estarem presentes na membrana de nitrocelulose e,
caso a amostra em teste apresente anticorpos contra essas proteinas, a
interpretacdo dos resultados pode ser equivocada (CONSTANTINE & ZINK,
2005).

O teste de imunofluorescéncia indireta pode em alguns casos fornecer
resultados definitivos em amostra que apresentaram resultados indeterminados
qguando testadas por Western Blot. A reacdo de IFI — HIV é demorada, com
vérias etapas de incubacao, interpretacdo subjetiva, requer microscopio de
fluorescéncia de custo e manutencao elevados, pessoal treinado para realizar e
interpretar os testes e a possibilidade de fornecer resultados indeterminados em
decorréncia de reacOes cruzadas inespecificas. A sensibilidade e especificidade
desse método equivalem aquelas do Western Blot (CONSTANTINE & ZINK,
2005).
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O Imunoblot rapido (IR) para HIV-1, de Bio-Manguinhos, conjunto de
diagnéstico ainda ndo registrado junto a ANVISA /MS é uma plataforma
tecnolégica de ensaio cromatografico, de duplo percurso (DPP), desenhada para
ser usada na etapa de confirmacédo do diagndstico da infeccéo pelo HIV/aids, em
substituicdo ao teste de IFl. Esse ensaio € capaz de fornecer resultados mais
rapidos em torno de 15 minutos, dotados de alta precisdo, com sensibilidade 10
a 50 vezes maior que o ensaio de fluxo lateral sendo adaptavel a diferentes tipos
de fluidos corporais (sangue, soro, plasma, saliva / fluido oral, etc.) e permitindo

0 uso de volumes minimos de amostra.

Entretanto quando analisamos o desempenho da IFI-HIV-1-Bio-
Manguinhos e do Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos observou-
se valores de especificidade de 97.6 % e 87,8%, respectivamente, com 02 e 10
resultados falso positivos. A ocorréncia de resultados falso positivos no ensaio
de IFI pode estar associada a uma reacdo com glicoproteinas do HIV (SAYRE
ET AL., 1996).

As amostras de doadores do banco de sangue do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, da UFRJ que apresentaram resultados discordantes
nos ensaios confirmatoérios foram avaliadas pelo Ensaio Cambridge Biotech HIV-
1 Western Blot. A né&o reatividade ao HIV foi confirmada em 08 / 12 amostras
(66,6%) enquanto 04 / 12 amostras (33,3%) apresentaram padrao indeterminado
com a presenca de apenas uma banda especifica do HIV (p66, p51 ou p24).
Essas Ultimas amostras foram negativas na reacdo de IFI-HIV-1-Bio-

Manguinhos.

Com relacdo ao Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-
Manguinhos, 10 / 12 amostras (83,3%) apresentaram bandas de intensidade
muito fracas por ocasido da leitura visual. Esse achado n&o foi observado
guando o equipamento automatizado (leitor DPP) foi usado. Acreditamos ser
importante reavaliar os critérios de interpretacdo visual e a intensidade /
caracteristica das bandas observadas no Imunoblot rapido no sentido de
adequar e uniformizar os padrdes de reatividade e definir melhor o ponto de
corte do teste. Tais amostras quando analisadas pelo WB Cambridge
confirmaram o resultado indeterminado com ocorréncia de apenas uma banda

engquanto as demais se revelaram negativas.
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A analise dos resultados sugere que ndo ha associacéo entre o Imunoblot
Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos e o Ensaio Cambridge Biotech HIV-1
Western Blot, no que se refere as bandas observadas e entre o Imunoblot
Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos e a IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos quando
um desses testes é positivo. Por outro lado, verificamos que quando dois testes
confirmatdrios sdo usados a concordancia de resultados € superior a 66% e
pode ser maior se o0s resultados indeterminados né&o forem levados em

consideracao.

A presente avaliacdo ficou comprometida pela impossibilidade de
realizarmos todos o0s ensaios inicialmente previstos por ser a mesma, parte de

um Estudo Clinico ainda em andamento.

Nesse sentido ndo foi possivel atender integralmente as etapas previstas
no Fluxograma para deteccdo de anticorpos anti-HIV no Brasil segundo a
Portaria N° 59 /GM/MS, de Janeiro de 2003. Ao realizarmos a avaliagcdo com
um EIE e um TR na etapa de triagem foi adotada uma das alternativas sugeridas
na Portaria N°151 SVS/MS, de 14 de outubro de 2009 que admite o uso de TR

nessa etapa.

Cabe ressaltar que na etapa de confirmacéo indica-se o0 uso de apenas
um meétodo confirmatério, que pode ser seguido pelo uso da reacdo de Western
Blot em situacdes ndo conclusivas, mas nao de duas metodologias em paralelo,

como realizado para fins de comparacao em nosso Estudo.

Observamos resultados similares entre a IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos e os
ensaios de triagem usados e com relagdo ao Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 -
Bio-Manguinhos um desempenho aparentemente superior, mas que precisa ser
mais bem analisado com os ajustes a serem feitos nesse ensaio, ainda nao
disponivel comercialmente, principalmente com relacdo aos critérios de

interpretacéo do teste.

A conclusédo do Estudo clinico envolvendo todos os testes relacionados
nesta monografia, além de outros kits sob avaliacdo, permitira realizar
considerac0es mais precisas sobre o desempenho e a eficiéncia dessas

metodologias, em especial, da IFI-HIV-1-Bio-Manguinhos.
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6. — Conclusao

Em decorréncia dos resultados observados apo6s a Avaliagdo do
desempenho da metodologia de imunofluorescéncia IFI HIV-1 Bio - Manguinhos
frente a outros métodos de diagnostico da infecgdo pelo HIV /aids concluimos

que:

* O desempenho da reacao de IFI HIV-1 Bio - Manguinhos foi comparavel
aos dos ensaios de triagem - Ensaio imunoenzimatico Vironostika HIV
Uni-Form Il plus O, Biomérieux e o Teste rapido HIV-1/2 - Bio-

Manguinhos - usados no Estudo;

* A reagdo de IFI HIV-1 Bio - Manguinhos apresentou valor de
sensibilidade igual a 100% o que atende aos critérios estabelecidos pela
ANVISA | MS;

* A reacao de IFI HIV-1 Bio — Manguinhos apresentou maior concordancia
com o Ensaio Cambridge Biotech HIV-1 Western Blot do que com o
Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos e esse fato pode estar
relacionado a necessidade de ajustes na interpretacdo desse método;

e O uso do Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 - Bio-Manguinhos contribuira
para o aperfeicoamento do processo de testes e a reducédo do tempo de
realizacdo desde a coleta da amostra até o diagndéstico final, do algoritmo
de testes para deteccéo de anticorpos anti-HIV;

» O valor encontrado para a especificidade na reacédo de IFI HIV-1 Bio —
Manguinhos foi de 97,6% e desta forma, torna-se necessario avaliar um
maior numero de amostras, além de realizar uma comparagdo mais
abrangente com outros métodos confirmatérios de diagnéstico para que
consideracdes mais precisas sobre o desempenho e eficiéncia possam

ser feitas.
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