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RESUMO

O controle de qualidade dos conjuntos para deteccdo do anti-HIV-1/2 tanto
os testes de triagem quanto os testes confirmatorios, € de essencial
importancia, j& que sdo utilizados em Servicos de Hemoterapia, com a
finalidade de qualificar ou excluir uma possivel doacdo de sangue. Desta
forma, devem possuir sensibilidade e especificidades adequadas, evitando a
ocorréncia de resultados falso-negativos, devido ao risco sanitario ou falso-
positivos por conta do prejuizo social e emocional causado ao doador. Este
trabalho buscou caracterizar unidades de plasma para compor um painel de
referéncia para HIV a ser utilizado na avaliacdo da qualidade dos conjuntos
para diagnéstico do anti-HIV-1/2 e, conseglentemente, aumentar a
capacidade analitica do Laboratério de Sangue e Hemoderivados do
Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Controle da Qualidade
em Saude — INCQS. A fim de atender o objetivo proposto analisamos no
periodo de abril de 1996 a setembro de 1997, 561 unidades de plasma
provenientes dos Servicos de Hemoterapia localizados nas regifes sudeste
e nordeste. Tal amostragem foi analisada para anti-HTLV-I/ll, anti-HCV,
HBsAg, anti-HBc, Doenca de Chagas, Sifilis e inicialmente 02 testes para
anti-HIV-1/2. As unidades de plasma que obtiveram resultados positivos
exclusivamente para anti-HIV-1/2 foram submetidos a qualificacdo soroldgica
adicional, a fim de conferir padronizacao e reprodutibilidade dos resultados
obtidos. Nesta fase, foram utilizados outros 06 testes para triagem sorologica
do anti-HIV-1/2 com metodologias e/ou composicdo antigénicas diferentes e
02 testes confirmatorios. Das 561 unidades de plasma recebidas, apenas 41
apresentaram resultados verdadeiramente positivos, padronizados, lineares
e reprodutiveis para anti-HIV-1/2, e desta forma ampliar o painel sorolégico

anti-HIV-1/2 e consequientemente a capacidade analitica do laboratorio.
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ABSTRACT

The quality control of the anti-HIV-1/2 detection kits for the selection tests
and confirming tests is of considerable importance because these tests are
used in Hemotherapy Services to see if the blood is contaminated or not with
HIV virus. Therefore, they must have appropriate sensibility and specificity,
avoiding results false-negatives, due to sanitary risks, or false-positives to
bring about social and emotional damages to the donor. This work tried to
characterize the plasma unities to compose a reference panel for HIV to be
used in the quality evaluation to diagnostic tests of HIV and consequently
rase the analytic capacity of Blood and Plasma Derivatives Laboratory that
belongs Immunology Department of National Institute of Quality Control in
Health — INCQS. With intention to attend the goal, we analyzed, from April
1996 to September 1997, 561 plasma unities originated from Hemotherapy
Services in the Notheast and southeast regions. This sample was analyzed
anti-HTLV-I/ll, anti-HCV, HBsAg, anti-HBc, Doenca de Chagas, Sifilis and
initially two tests for anti-HIV-1/2. The plasma unities with positive results
exclusive to anti-HIV-I/ll were submitted to additional serological
qualifications to establish the standardization and reproducibility of the
results. In this phase were used other 6 selection tests of anti-HIV-1/2 with
different methodologies and/or antigenic composition and 2 confirming tests.
Of 561 plasma unities received, only 41 presented truly positive result,
slandered, linearity and reproducibility to anti-HIV-1/2 and thereby broaden
the serological panel anti-HIV-1/2 and consequently the lab analytical

capacity.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Histérico

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi descrita e reconhecida
oficialmente em 1981, nos Estados Unidos, a partir da identificacdo de um namero
elevado de pacientes adultos do sexo masculino, homossexuais que apresentaram
sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocystis carinii e comprometimento do
sistema imune, o que levou a conclusdo de que se tratava de uma nova doenca,
ainda nao classificada, de etiologia provavelmente infecciosa e transmissivel
(ABBAS, 2000; Ministério da Saude, 2004).

Somente em 1983, o virus da imunodeficiéncia humana foi isolado pela
primeira vez, na Franca, pelo grupo liderado por Luc Montaigner onde recebeu a
denominagcdo de LAV (Virus Associado a Linfadenopatia) por ter sido obtido de
paciente com quadro de linfadenopatia crénica. Neste mesmo periodo, a
identificacdo desse novo virus foi confirmada nos Estados Unidos pelo Dr. Robert
Gallo, que o denominou de Human T Lymphotropic Virus type Il (HTLV-IIl) em
func@o de sua morfologia e tropismo por linhagens celulares de células T CD4+. A
partir de 1987, conforme proposta do Comité Internacional de Taxonomia de Virus,
recebeu a denominacdo de Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV (Choi &
Goldani, 2006; Brasil, 1997).

Em 1985, séo liberados os primeiros testes diagndésticos, baseados na
deteccdo de anticorpos anti-HIV, estabelecendo o ensaio imunoenzimatico (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay - ELISA) para HIV-1 como a primeira ferramenta de
triagem diagnostica. A sua implantagcdo ocorreu, primeiramente, nos Servicos de
Hemoterapia e, posteriormente, como método diagnostico para os individuos de
risco para a infeccéo pelo HIV-1 (Aldovini & Walker, 1990).

Em 1986 foi isolado na Africa Ocidental um segundo virus com caracteristicas
semelhantes ao HIV-1, denominado HIV-2, mas com algumas glicoproteinas do
envelope diferentes o suficiente para ndo ser detectado pelos testes da época, 0s
quais logo foram substituidos por técnicas que permitiam revelar os dois tipos de
virus (Cassele & Duarte, 2006; Ministério da Saude, 2004).

No Brasil, o primeiro caso de isolamento e identificacdo do HIV aconteceu
somente em 1987, na Fundacdo Oswaldo Cruz, pela equipe coordenada pelo
professor Galvdo Castro, a partir de um caso de AIDS adquirida por transfuséo



sangiinea (Galvao-Castro, 1987).

1.2 — Epidemiologia da Doenga

Dados recentes do Relatorio Mundial UNAIDS/OMS revelaram que apesar da
reducdo da taxa de infeccdo em alguns paises, 0 nUmero de pessoas vivendo com
HIV continua a crescer em todas as regidées do mundo, exceto no Caribe.

O numero de casos atingiu seu maior nivel em 2005 com cerca de 40,3
milhdes de pessoas infectadas. Mais de trés milhdes de pessoas morreram de
doenca relacionada a AIDS em 2005, dessas, 500.000 eram criancas (OMS, 2005).

No Brasil, no periodo de janeiro 1980 a junho de 2005 foram registrados
371.827 casos da doenca, com maior concentracdo na regido Sudeste (234.736
casos) seguida das regides Sul (67.006), Nordeste (38.837), Centro-Oeste (21.009)
e Norte com 10.149 de casos (Brasil, 2005).

1.3 - O virus

O HIV pertence a familia Retroviridae e possui uma enzima denominada
transcriptase reversa, que € capaz de sintetizar, a partir do acido ribonucléico (RNA)
viral, um acido desoxirribonucléico (DNA). Por ocasido da multiplicacao viral, o DNA
sintetizado pode se incorporar ao material genético celular e ser transmitido as

células filhas (Constantine, 1991) (Figura 1).

gp120
gp41

envelope
viral

p17
p24

protease

Transcriptase
reversa

RNA

Figura 1. Morfologia do virus HIV

O HIV-1 pode ser dividido em 3 grupos (variantes gendmicas) determinados
através da técnica de seqiienciamento e genotipagem do virus HIV: M (major), O



3
(outlier) e N (new). O grupo M € o0 mais encontrado no mundo e evoluiu
geneticamente para formar os subtipos que vao de A ao J. No Brasil ha
predominéancia do subtipo B (80% das infec¢bes), seguidos dos subtipos F e C (Choi
& Goldani, 2006; Cassele & Duarte, 2006).

O subtipo B do HIV-1 é responsavel pela quase totalidade das infeccbes nos
Estados Unidos da América e na Europa. No que diz respeito ao HIV-2, sdo pouco
freqlientes os registros de infecgdo no pais, sendo restrito a Africa Subsaariana,
onde foram identificados cinco subtipos de A ao E (Ministério da Saude, 2004).

O HIV-1 no Brasil tem se mostrado mais virulento e com periodo médio de
incubacdo menos prolongado do que o HIV-2. Entretanto, ambos apresentam
semelhanca genética de aproximadamente 40 a 45%, o que justifica a possivel

reacao cruzada nos testes soroldgicos (Cassele & Duarte, 2006).

1.4 - Formas de Transmissao

As principais formas de transmissédo do HIV 1/2 s&o: sexual, sangiinea (em
receptores de sangue ou hemocomponentes nao testados e em usuarios de drogas
injetaveis) e pré-natal (transmissdo da mée para o filho durante a gestacao, parto ou
por aleitamento materno). Além destas formas mais frequentes, pode ocorrer em
menor escala a transmissao ocupacional (ocasionada por acidente de trabalho), em
profissionais da area da saude que sofrem ferimentos com instrumentos pérfuro-

cortantes contaminados com sangue de pacientes infectados pelo HIV.

1.5 - Infeccéo pelo HIV

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em quatro fases clinicas: infeccao
aguda, fase assintomatica, também conhecida como laténcia clinica, fase
sintomatica inicial ou precoce e AIDS. A infeccdo aguda ocorre em cerca de 50% a
90% dos casos. O tempo entre a exposicao e a manifestacdo dos sintomas varia de
5 a 30 dias e duram, em média, 14 dias. ApoOs a resolucédo da fase aguda, ocorre a
viremia que se estabiliza em niveis variaveis, definido pela velocidade da replicagédo
e depuracéo viral. Na fase assintomatica, sdo poucas ou inexistentes as alteracoes
no estado geral. Na fase sintomatica inicial, podem surgir sinais e sintomas
inespecificos, de intensidade variavel e processos oportunistas de pouca gravidade,

principalmente em pele e mucosas.
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Logo apds haver a interacdo virus-hospedeiro, na fase mais precoce da
infeccdo, o sistema imunolégico apresenta capacidade de resposta imune
satisfatdria tanto por meio de resposta humoral (anticorpos anti-HIV) como celular

(respostas das células T citotoxicas).

Anticorpos contra o HIV aparecem principalmente no soro ou plasma de
individuos infectados, em meédia, 3 a 12 semanas ap0s a infec¢cdo. O periodo
compreendido entre o inicio da doenca e o aparecimento dos anticorpos €
denominado de janela imunoldgica. Durante este periodo os niveis de anticorpos
anti-HIV sdo muito baixos e ndo detectaveis pelos testes disponiveis (Figura 2).
Apds a soroconversao 0s anticorpos atingem niveis detectaveis e persistem durante

toda a vida (Cassele & Duarte, 2006; Choi & Goldani, 2006).

Soroconversao Morte
Fase -
| Aguda ) Fase Cronica ) ) AIDS ..l.-.

Anticorpo anti-HIV
= S * + + + +

-
[=]
(=
o

800 [—
7 Células T CD4

600 [—

400 —

\Carga Viral do HIV

200

Carga viral no sangue (RNA HIV - cépias/ml de plasma)

Células T CD4 no sangue (células/mm3)

0 | 200 I I I N N B 10

| | | ]
0 6 1221 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Semanas Anos

Figura 2. Curso da infec¢cdo pelo HIV na auséncia de terapia anti—retroviral.

1.6— Diagnostico Sorologico do HIV

A deteccdo de anticorpos tem sido a principal ferramenta utilizada no
diagnostico da infeccdo pelo virus HIV e na triagem sorologica de doadores em
Servigos de Hemoterapia.

O Ministério da Saude, de acordo com a Portaria n® 59/03 preconiza a
realizacdo de um teste imunoenzimatico — ELISA - para diagnostico soroldgico do
HIV em laboratorios clinicos.

No que diz respeito aos Servicos de Hemoterapia, a Resolu¢do da Diretoria

Colegiada — RDC n° 153/04 torna obrigatoria a realizacdo de dois (02) testes para
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liberacdo de bolsas de sangue e hemocomponentes, ou seja, “ um dos testes deve
ser imunoenzimatico e o segundo podera ser por guimioluminescéncia ou por outra
técnica com principio metodolégico ou antigénico distinto do primeiro”.

Unidades de plasma reativas nos ensaios de triagem devem ter seu resultado

confirmado através da realizacéo de testes confirmatorios (Brasil, 2003).

1.6.1— Testes de Triagem

O ELISA é o ensaio mais frequentemente empregado na deteccdo de
antigenos e/ou anticorpos anti-HIV, sendo o teste de escolha na triagem de
doadores por sua facilidade de automacéo, custo relativamente baixo e elevada
sensibilidade e especificidade. Emprega antigenos ou anticorpos ligados a fase
sélida, que podem ser detectados por um antigeno ou anticorpo complementar
marcado com 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 € medida por espectrofotbmetro com
comprimento de onda indicado pelo fabricante do conjunto de diagnostico
empregado (geralmente de 450 ou 492 nm, com um segundo comprimento que pode
ser de 620 a 655 nm). A intensidade da coloracdo é diretamente proporcional a
presenca de antigenos/anticorpos na amostra (Constantine, 1991).

Inclui-se ainda aos testes de triagem, o ensaio de quimioluminescéncia, com
0 mesmo principio metodoldgico do ELISA, entretanto a reacdo é evidenciada pela
acdo de um reagente capaz de emitir fluorescéncia, medida por equipamento
especifico.

Além dos testes sorolégicos de triagem convencionais empregados no
diagnostico da infeccdo pelo HIV, foram desenvolvidos os chamados “testes
rapidos”, cuja reacdo € evidenciada em cerca de trinta (30) minutos. S&o
denominados imunocromatograficos, e empregam geralmente antigenos virais
fixados a um suporte sélido, como membranas de celulose ou nylon, latex,
microparticulas ou cartelas plasticas. S8o de simples execugdo e possuem
sensibilidade comparavel aos testes ELISA.

Dentro do contexto de metodologias aplicaveis a triagem soroldgica, inclui-se
ainda o ensaio de aglutinacdo (teste simples). Este se caracteriza pela formacéo de
agregados visiveis como resultado da interacdo de anticorpos especificos e

particulas insoluveis que contém determinantes antigénicos em sua superficie. A
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aglutinacdo pode ocorrer tanto com particulas que apresentam determinantes
antigénicos naturais em sua superficie (hemacias, bactérias, protozoarios, etc) como
particulas inertes (latex, poliestireno, etc.), ou mesmo com células antigenicamente
nao relacionadas (hemacias, bactérias) as quais adsorvem ou se fixam antigenos
soluveis.

Testes rapidos e simples possuem sistema de leitura visual, o que dispensa o
uso de equipamento laboratorial, facilitando sua aplicabilidade em estudos
epidemioldgicos e em laboratorios de pequeno porte. Entretanto, por se tratar de

leitura visual, devera ser executado por técnico habilitado (Aldovini & Walker, 1990).

1.6.2 — Testes Confirmatoérios

No que diz respeito aos testes confirmatérios, o Western-Blot (WB) é
considerado “padréo ouro” para confirmacéo do resultado reativo obtido na etapa de
triagem. Tem alta especificidade e sensibilidade, mas seu custo é elevado. O
antigeno viral é fracionado através da técnica de eletroforese em um gel de
poliacrilamida com sulfato de duodecil sédio (SDS PAGE) de acordo com 0 peso
molecular. Em seguida, os antigenos assim separados sao transferidos para uma
membrana, geralmente de nitrocelulose. A partir desta fase, o teste segue 0 mesmo
principio do ELISA, entretanto a deteccdo da sua reacdo € realizada por
cromatografia, nas proprias tiras de nitrocelulose. Na técnica de WB, existe a
possibilidade de se revelar a presenca de anticorpos contra nove (9) proteinas do
HIV: gpl160, gpl20, gp4l, p66, p51, p31, p55, p24, pl7. As trés primeiras proteinas
sao codificadas pelo gene env, as trés seguintes, pelo gene pol e as restantes, pelo
gene gag.

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI), empregada também como teste
confirmatorio, utiliza antigenos padronizados fixados a laminas de vidro. A amostra
de soro ou plasma é diluida, colocada sobre o antigeno e incubada para permitir a
formacdo do complexo antigeno-anticorpo. Apés lavagens, a preparacédo € incubada
com o conjugado fluorescente e, se houver anticorpo no soro/plasma, o conjugado
(fluoresceina ligada a anti-imunoglobulina) reage com o anticorpo especifico para o
antigeno. A reacao € evidenciada através de microscopio de fluorescéncia (Aldovini
& Walker, 1990; Constantine, 1991).



1.7 — Outros Testes

1.7.1 - Pesquisa de Antigenos

Os testes que pesquisam antigenos o antigeno p24 possuem indicacdo no
diagnostico laboratorial precoce de infec¢des pelo HIV, na fase anterior a conversao
sorolégica e no diagnéstico da infeccdo pelo HIV no recém-nascido de méae
soropositiva (Aldovini & Walker, 1990).

1.7.2 - Deteccao do Virus HIV

Testes de deteccao do virus, ou de suas particulas, sdo mais complexos e de
custo elevado e por isso restritos a ensaios clinicos e pesquisas. Algumas
metodologias sdo empregadas na rotina de tratamento e acompanhamento do
doente e ndo para o diagnostico. Dentre estas, estdo os testes de amplificacdo do
genoma do virus (carga viral): andlise quantitativa da carga viral por técnicas
baseadas na amplificacdo de acidos nucléicos. Tém alta sensibilidade, permitindo o
acompanhamento da resposta a terapéutica anti-retroviral, contagem de TCD4+ em
sangue periférico: a contagem de células TCD4+ em sangue periférico mede a
imunocompeténcia celular; é util no acompanhamento de soropositivos (Aldovini &
Walker, 1990).

1.8— Evolucao dos Testes para HIV

Desde sua introducdo em 1985, os testes de triagem e confirmatdrios
empregados no diagnostico sorolégico do HIV estdo em constante evolucao
tecnologica. A busca por testes mais sensiveis e especificos levou ao
desenvolvimento de ensaios de diferentes geracfes, classificados de acordo com
antigeno empregado. S&do denominados de testes de 1% geracdo aqueles obtidos
por lise viral a partir de cultivo do virus em linfécitos humanos. Testes de 2° geracdo
empregam proteinas recombinantes, obtidas a partir da insercdo de um fragmento
do genoma viral em um veiculo biolégico (bactérias, leveduras ou linhagens
celulares) resultando em um produto génico (antigeno -Ag) pelo veiculo modificado.
Ensaios de 3% geracdo empregam peptideos sintéticos, obtidos ap6s a determinagdo

da sequéncia de aminoacidos de um antigeno, a mesma pode ser construida a
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partir de um pool de aminoacidos livres, usando um sintetizador de peptideos. Os
testes de 4 geracdo (combinados), compreendem combinacdes de antigenos e de
anticorpos das diferentes geracdes (Choi & Goldani, 2006).

1.9- Controle da Qualidade

Para ilustrar o controle de qualidade dos testes para diagndstico do HIV é

fundamental definir alguns conceitos.

1.9.1 - Conceitos

Andlise prévia - a efetuada em determinados produtos sob o regime de vigilancia

sanitaria, a fim de ser verificado se o0s mesmos podem ser objeto de registro.

Analise fiscal - a efetuada sobre os produtos submetidos ao sistema instituido pela
legislacdo, em carater de rotina, para a apuracdo de infracdo ou verificacdo de

ocorréncia fortuita ou eventual.

Andlise controle - é a andlise efetuada em produtos sob o regime de vigilancia
sanitaria, apds sua entrega ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do

produto com a férmula que deu origem ao registro.

Anticorpos - produzido pelo sistema imune em resposta a um agente externo que

pode ser virus ou bactéria.

Antigenos - é a parte do virus ou bactéria que o sistema imune reconhece como ser

estranho.

Assintomatico - individuo infectado pelo HIV, contudo, ndo apresenta sinais ou

sintomas referentes a doenca.

Especificidade Clinica ou Diagnostica - Incidéncia de resultados verdadeiramente
negativos, obtidos quando o leste é aplicado em individuo sabidamente néo
portadores da doenca em estudo.

Falso Negativo (FN) - ensaio com resultado negativo obtido de amostra de individuo



infectado.

Falso Positivo (FP) - ensaio com resultado positivo obtido de amostra de individuo

nao infectado.

Janela imunolégica - o tempo entre a infec¢ao pelo HIV e a producdo de anticorpos
suficientes para positivar um teste sorolégico de detec¢éo de anticorpos do HIV.

Ponto de corte (“cut off’- CO) - corresponde a média das leituras dos resultados

negativos mais dois ou trés desvios padrao.

Sensibilidade Clinica ou Diagnéstica - Incidéncia de resultados verdadeiramente
positivos, obtidos quando um teste € aplicado em individuos sabidamente portadores

da doenca em estudo.

Servico de Hemoterapia - entidade com a finalidade de prestar assisténcia e apoio
hemoterapico e/ou hematoldgico a rede de servigcos de saude.

Verdadeiro Positivo (VP) - ensaios sucessivos com resultados positivos obtido de

uma amostra de individuo infectado.

Verdadeiro Negativo (VN) - ensaios sucessivos com resultados negativos obtido de

uma amostra de individuo nédo infectado.

Testes Confirmatérios - quando um teste suplementar é utilizado para confirmar

um diagnéstico inicial positivo para a infeccao do HIV.
Western Blot - teste suplementar usado na confirmacéo do diagnéstico do HIV.
1.9.2. Testes Sorolbgicos

Testes que detectam antigenos ou anticorpos anti-HIV1/2 devem possuir alta
sensibilidade (100%) e especificidade (> ou = a 99,5%) a fim de impedir a ocorréncia

resultados falso-negativos e falso-positivos, respectivamente. Resultados falso-

negativos acarretam risco sanitario, constituindo agravo a saude. Resultados falso-
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positivos expressam prejuizo social ao doador.

A sensibilidade analitica ¢é avaliada pela incidéncia de resultados
verdadeiramente positivos obtidos quando o teste é aplicado em individuos
sabidamente portadores da doenca em questdo. A especificidade analitica € a
incidéncia de resultados verdadeiramente negativos obtidos quando o teste é
aplicado em individuos sabidamente ndo reagentes para a doenga em questdo.
(Constantine, 1991).

Em resumo, a seguranca e confiabilidade dos testes para diagnostico
sorologico do HIV dependem, entre outros parametros, da sua sensibilidade e
especificidade.

A diversidade dos conjuntos para diagndstico empregados na triagem e
confirmacédo sorologica do HIV, e sua variabilidade quanto a sensibilidade e
especificidade, justificam a importancia do controle da qualidade desses produtos.

O monitoramento efetivo dos conjuntos para diagndéstico de uso “in vitro” para
a deteccao de anti-HIV, encontra-se regulamentado por for¢a de legislacao sanitaria
tornando obrigatéria a avaliagdo da sua qualidade antes do mesmo ser
disponibilizado no mercado através da Portaria n® 8/96/SVS/MS (Brasil, 1996).

A necessidade de efetivar sistemas que garantam a qualidade de produtos e
servicos ligados a saude vem sendo uma preocupagdo constante do setor
terapéutico. Garantir a qualidade de insumos utilizados na qualificacdo do sangue e
seus componentes implica na confiabilidade do diagndstico e conseqientemente na
seguranca do sangue utilizado no pais.

Neste contexto, o Laboratério de Sangue e Hemoderivados do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (LSH/INCQS), em atendimento a
demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/MS, vem analisando
sistematicamente conjuntos de diagndstico através de analise prévia, fiscal e de
controle, quanto aos parametros de sensibilidade e especificidade diagndstica,

empregando painéis sorolégicos especificos.
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2- OBJETIVOS

Diante do conjunto de dados que ilustram a importancia do controle da

qualidade de reagentes para o diagnostico sorologico do HIV, os objetivos do nosso

trabalho foram:

Caracterizar unidades de plasma para compor painel de referéncia a ser
empregado na avaliacdo de conjuntos diagndsticos utilizados na triagem e no
diagndstico laboratorial do HIV.

Implementar a capacidade analitica do Laboratério de Sangue e
Hemoderivados (LSH/INCQS), no controle da qualidade dos conjuntos de

diagnéstico para a deteccdo do anti-HIV, em suas diferentes metodologias.

Atender a demanda gerada pela Unidade de Produtos para Diagndéstico de
Uso "in vitro" da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/MS), da
Coordenacédo Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS
(CNDST e AIDS) e Laboratorios Centrais de Saude Publica (LACENS) entre
outros, no contexto das analises prévias, fiscais e de controle conforme

preconizado na Lei n° 6360/77.
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3 - METODOLOGIA

3.1 — As Unidades de Plasma

A confeccgédo do painel anti-HIV deu-se a partir da obtengcédo de unidades de
plasma provenientes de Servicos de Hemoterapia das regides do pais.

Através de solicitacdo formal, no periodo de abril de 1996 a setembro de
1997, Servicos de Hemoterapia foram contatados para envio de unidades de plasma
que apods realizagdo dos testes de triagem soroldgica, preconizados pela RDC n°
153/04, apresentaram resultado reagente para uma ou mais das patologias testadas
(HIV1/2, HTLVI/II, Hepatite B — (anticorpos contra o antigeno core do virus B da
Hepatite -anti-HBc - e antigeno de superficie do virus B da Hepatite - HBSAQ),
Hepatite C- (anticorpos contra o virus C da Hepatite - anti- HCV), Doenga de Chagas
e Sifilis) e portanto sdo consideradas impréprias para o uso terapéutico, segundo
critérios estabelecidos na legislacao vigente. As unidades de plasma foram obtidas a
partir do fracionamento do sangue total de doadores, colhido com anticoagulante
CPDA - 1 (Citrato, Fosfato, Dextrose e Adenina) (Figura 3).

Imunohematologia
- .
[ = .ABO Rh
l . Pesquisa de
Anticorpos Irregulares

Sorologia

f

Sangue Total

l «anti-HIV1/2 (2 testes)
\\_1 ri -anti-HTLV /1l
Centrifugacéo | Ll | Hepatite B (HBsAg, anti-HBc)
l l * Hepatite C (anti-HCV)
l *Chagas
- Sifilis
Plasma-»> Sangue Total I
Plaquetas Centrifugado
Leucdcitos Positiva Negativa
Heméacia l
Uso terapéutico
Envio ao INCQS
Concentrado
Globular

Figura 3. Obtencéo das unidades de plasma
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3.2 - Recebimento, Cadastro e Identificacdo das Unidades de Plasma.

As unidades de plasma foram encaminhadas ao LSH congeladas,
acondicionadas em caixas de isopor e acompanhadas de documentacao pertinente,
constando volume aproximado de plasma e resultados de sorologia, quando
aplicavel. No ato do recebimento, foram cadastradas em caderno ata de acordo com
0 preconizado no POP numero 65.3420.013, contendo as seguintes informacdes:
iniciais do nome do doador, codigo alfa numérico, fabricante da bolsa, Servico de
Hemoterapia que encaminhou a unidade, data de coleta e o resultado soroldgico.
Finalizado o cadastro, as unidades receberam identificacdo alfanumérica propria do
LSH (Figura 4).

XYZ001

I TSequéncia Numeérica
Procedéncia

Ano de obtencdo da amostra
Figura 4. Modelo de Cadastro das unidades de plasma no LSH

3.3 - Processamento das Unidades de Plasma

Somente as unidades de plasma com volume aproximado ou superior a 200
mL foram selecionadas para processamento. As unidades foram descongeladas a
temperatura ambiente e seu conteudo filtrado, individualmente, em gaze hidroéfila (09
fioslcm?, 05 dobras — 08 camadas) para eliminacdo da fibrina. As unidades de
plasma fracionadas ndo receberam nenhum tipo de solucdo conservante. Apdés
filtracdo, as unidades foram distribuidas e estocadas da seguinte forma: (Figura 5).
e aproximadamente 100 mL em garrafas Nalgene™ com capacidade para
250 mL estocados a temperatura igual ou inferior a —20°C;
e 40 mL em dois tubos Falcon™ com capacidade para 50 mL cada
estocados a temperatura igual ou inferior—20°C g;
e 20 mL distribuidos em 10 criotubos com volume aproximado de 2 mL
cada. Um total de 9 criotubos foram estocados a temperatura igual ou
inferior a —20°C e 1 criotubo estocado a 4°C (x 2°C), este ultimo,

utilizado para realizacdo dos testes soroldgicos.
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Figura 5. Processamento das unidades de plasma

3. 4 - Caracterizacdo das Unidades de Plasma

A caracterizacdo das unidades de plasma fracionadas foi realizada seguindo-
se rigorosamente a legislacéo vigente aplicavel a triagem soroldgica de doadores em
Servigos de Hemoterapia. As unidades de plasma foram testadas frente a diferentes
patologias: HIV1/2, HTLV-I/Il, Hepatite B, Hepatite C, Doenca de Chagas e Sifilis.
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Foram realizados, em cumprimento a RDC n° 153/04 os testes abaixo
discriminados:
* 02(dois) ensaios imunoenzimaticos (ELISA) com principios
metodoldgicos ou antigénicos distintos denominados de ELISA | e
ELISA Il para anti-HIV
e 01(um) teste imunoenzimatico - ELISA para deteccdo de anticorpos
anti-HTLVI/II, anti-HBc, anti-HCV, anti-T.cruzi (Chagas);
e 01(um) ELISA para deteccao do HBsAg e;
* 01 (um) teste ndo treponémico (VDRL - Veneral Disease Research

Laboratory) para Sifilis.

As unidades de plasma reativas nos testes ELISA | e Il foram avaliadas frente a
outras metodologias objetivando melhor caracterizacao do painel HIV. Para tal foram
realizados:

* 02 (dois) ELISAs (lll e IV - empregando antigenos diferentes dos utilizados na
triagem inicial das unidades;

e 01 (um) ensaio de quimioluminescéncia (V);

* 02 (dois) testes imunocromatograficos (testes rapidos) numero VI e Vil e;

* 01 (um) ensaio de aglutinacao de particulas (VIII), sumarizados no Quadro 1.

A presenca de anticorpos dirigidos a proteinas diversas do HIV-1/2 foi
confirmada através da utilizacdo da técnica de Western Blot (IX), considerada
padrdo ouro. Além do WB, também foi empregada a técnica de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI) na confirmacao da reatividade para anti-HIV-1, utilizando-se células KE-
37-03, comercialmente disponiveis (X).

Os testes realizados seguiram rigorosamente as instrugbes de uso do
fabricante. Todos os conjuntos de diagndstico utilizados possuem registro na
ANVISA/MS.
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Quadro 1. Conjuntos de diagnostico empregados nos testes de triagem e confirmacgéo sorolégica do

HIV1/2.
Teste Metodologia Principio Sensibilizacdo
metodoldgico (antigeno)
I Peptideo Sintético (gp4l, gpl20 e
ELISA Indireto gp36).
Il ELISA Indireto Antigenos recombinantes de HIV % e
Peptideo Sintético
Mistura de ag do HIV: p24, gpl60,
11 ELISA Indireto peptideo ANT70 de HIV-1 peptideo
env (aminoacidos 592-603) HIV-2.
£ Mistura de ag do HIV: gpl60,
= v ELISA Sanduiche  peptideo ANT70 de HIV-1 e peptideo
= env (aminoacidos 592-603) de HIV-2
2 e anti-p24.
A Antigenos recombinantes (env e core
@ \ Quimioluminescéncia Indireto de HIV-1 e env HIV-2)
|_
Antigenos recombinantes (p24 e gp41
Vi Teste Rapido Indireto de HIV-1 e p24 e gp36 de HIV-2).
Antigenos recombinantes de HIV % e
VI Teste Rapido Indireto Peptideo Sintético
g VIII Aglutinacao Indireta Lisado viral
% gpl60, gpl20, p66, p55, p51, gp4l,
_§ IX Western Blot Indireto p39,p31, p24,p17 peptideo sintético
S do env do HIV-2
O
é X Imunofluorescéncia Indireto Células K 37-3 infectadas pelo HIV-1
@ Indireta

ELISA: Ensaio Imunoenzimatico; env: envelope; gp: glicoproteina, ag:antigeno

O algoritmo preconizado para caracterizacdo das unidades de plasma nas suas
diferentes etapas de triagem e confirmacao sorologica esta representado na Figura
6.
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Figura 6. Algoritmo realizado para caracterizacdo das unidades de plasma enviadas ao LSH.

3.5— Testes Sorolégicos Empregados na Caracteriza¢ 8o do Painel

3.5.1 - Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Conforme o procedimento adotado no LSH a interpretacdo dos testes ELISA,
empregados na caracterizacdo das unidades de plasma para as diferentes
patologias, foi realizada respeitando-se e seguindo-se rigorosamente 0s critérios
estabelecidos pelos fabricantes, para validagdo do ensaio e célculo do ponto de
corte (cut-off).

Para homogeneizacdo de resultados obtidos nos diferentes ensaios

imunoenzimaticos, a positividade foi determinada pela razdo dos valores de
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densidade otica (D.O.) entre os plasmas avaliados e o “cut-off” (ponto de corte)

denominado de Racio.

D.O. do plasma teste = Racio

“Cut-off” (ponto de corte)

As unidades de plasma que apresentaram valores de racio superiores ou iguais a
1,0 foram consideradas positivas e valores inferiores a 1,0 negativas. (Constantine,
1991).

3.5.2 - Quimioluminescéncia
Os valores de Racio na técnica de quimioluminescéncia foram obtidos
segundo instru¢bes do fabricante do conjunto de diagndstico, pela razado entre a
Unidade Relativa de Luminescéncia (RLU) obtida em cada amostra de plasma,
sobre o cut-off do teste (ponto de corte).
3.5.3 - Teste Rapido e Aglutinacao
Os testes de aglutinacédo e testes rapidos utilizados na deteccéo de anticorpos
anti-HIV1/2 foram interpretados como reagentes ou nao reagentes segundo
instrucdes dos diferentes conjuntos de diagndstico empregados na analise.

3.5.4 - Western Blot (WB)

Para interpretacdo do WB, utilizamos os critérios estabelecidos pelo

fabricante do conjunto de diagndstico (Quadro 2).



Quadro 2. Critérios de interpretacao das bandas identificadas no Western Blot

gp160
. gp120

66
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Padrao ~
Interpretagéo
Nenhuma banda viral especifica presente Negativo
Deteccao de anticorpos contra pl7 (unicamente) e auséncia total de Negativo
outras bandas.
Deteccdo de 2 ENV (gp160/gp4l e gpl20) e GAG (pl7, p24, p55) HIV-1 Positivo

ou POL (p31, p51, p66).

Deteccao de 2 ENV (gp160/gp41 e gp120) e GAG (pl7,p24, p55) ou
POL (p31, p51, p66) e a banda especifica de HI V-2 é visivel

Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrdo nao
satisfaz os critérios para POSITIVO

Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrdo nao
satisfaz os critérios para POSITIVO e a banda especifica de HIV- 2
é visivel.

HIV-1 Positivo com
indicios de HIV-2

Indeterminado

Indeterminado
com
Indicios de HIV-2

* perfil de distribuicdo das bandas no Western Blot

3.5.5 - Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A interpretacdo dos resultados da IFI foi realizada de acordo com os critérios

estabelecidos pelo fabricante. As unidades de plasma foram classificadas como

reagentes quando cerca de 25 a 30% das células apresentam fluorescéncia na

membrana e parte da célula. As unidades de plasma com auséncia de fluorescéncia

em todas as células foram classificadas como ndo reagentes e qualquer padréo

diferente dos descritos foi considerado indeterminado.
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4. RESULTADOS

4.1 — Das Unidades de Plasma Recebidas

Foram recebidas no Laboratorio de Sangue e Hemoderivados, 564 unidades
de plasma provenientes das regides Sudeste e Nordeste das quais 03 foram
descartadas por volume insuficiente, totalizando 561 unidades. Destas, 58 unidades
apresentavam identificacdo da sorologia para anti-HIV descrita na rotulagem, 23
para anti-HTLV-I/ll, 33 para anti-HCV, 28 para HBsAg, 15 para anti-HBc, 03 para
Doenca de Chagas, 230 para Sifilis, 33 positivas para mais de uma patologia e 140
unidades ndo constavam em sua rotulagem para qual sorologia eram reagentes
(Figura 7).

N° de Unidades

de Plasma
250+
200
150+
100
50+ I
‘ A Identificacéo
0 Sorolégica
HIV EHTLVII HCV
HBc EHBsAg Doenga de Chagas
| Sifilis Multiplas Patologias @ Sem indicagéo

Figura 7. Distribuicdo das Unidades de plasma recebidas de acordo com a sorologia indicada na
rotulagem.

4.2 — Dos Resultados Soroldgicos Obtidos

Das 561 unidades de plasma analisadas, 78 (13,7%) foram reativas para anti-

HIV1/2 nos testes de triagem realizados no LSH. Destas, 41 (53,2%) foram reativas
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somente para HIV1/2 e 36 (46,7%) apresentaram positividade para anti-HIV1/2
associado a outras patologias (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicao dos resultados da sorologia

Resultados dos Testes Soroldgicos N° de
Amostras
Reagentes para anti-HIV 1/2 41
Reagentes para anti-HIV 1/2 e outras patologias 36
N&o Reagentes para HIV 1/2 e Reagentes para outras patologias 295
N&o Reagentes 189
Total 561

Verificamos que 295 (53%) unidades de plasma apresentaram reatividade para
uma ou mais patologias, exceto para anti-HIV1/2.

Um total de 189 (34%) unidades de plasma apresentou resultados nao reagentes
para as patologias avaliadas.

Desta forma, para composicdo do painel, foram selecionadas apenas 41
unidades de plasma reativas exclusivamente para anti-HIV1/2, representando 7% do
total de amostras analisadas (Figura 8).

53% (n=295)

34% (n=189)

6% (n=36) 7% (n=41)

ORHV BNRHV +Routras ORoutras ONR

R: reagente, NR: N&o reagente, outras: outras patologias

Figura 8. Distribuicdo dos resultados dos testes soroldgicos

A média dos valores individuais de racio nos ensaios imunoenzimaticos variou de
3,6 a 16,7 e a média global foi de 13,7. Para fins de interpretacéo, vale ressaltar que
valores de racio entre 1,0 e 2,5 sé@o considerados de baixa reatividade, entre 2,6 e
4,5 sao considerados de média reatividade, e valores superiores a 4,5 séo
considerados de alta reatividade. Na Figura 9 estdo plotados os valores médios de

racio obtidos nos testes ELISA e de quimioliminescéncia realizados. Em resumo, as
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unidades de plasma sdo em sua maioria alta reatividade para HIV1/2.

Média 20,0
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Racios
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Figura 9 - Media dos valores individuais de racio nos ensaios imunoenzimaticos para HIV1/2.

As 41 unidades de plasma positivas nos testes de triagem para anti-HIV 1/2
foram submetidas aos ensaios confirmatdrios — Western Blot e IFI.

Um total de 97,6% (40/41) das unidades de plasma reativas nos testes
imunoenzimaticos (ELISA e Quimioluminescéncia) teve sua reatividade confirmada
com o WB.

A distribuicdo da frequéncia de aparecimento das bandas nas diferentes
unidades de plasma analisadas deu-se de forma homogénea. A banda mais
freqientemente reconhecida no Western Blot foi a gp160 (100%) seguida da gp120,
p66, p51, gp4l, p24 (97,6%), p31l (95,1%) e pl7 (75,6%). Apenas uma (01) das
unidades de plasma foi considerada indeterminada, por apresentar a banda gp 160
do HIV-1 (Figura 10).

Cem por cento (100%) das unidades de plasma foram reagentes na técnica de

imunofluorescéncia indireta.
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Figura 10. Distribuicdo da freqiiéncia de aparecimento das bandas na Técnica de Western Blot.
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5— DISCUSSAO

O diagnostico da infeccdo pelo HIV é realizado, geralmente, pela deteccao de
anticorpos anti-HIV no soro ou plasma humano. A possibilidade de um resultado
falso negativo, tanto em laboratérios clinicos quanto em Servicos de Hemoterapia,
representa um sério e grave risco sanitario. Levando em consideracdo o grande
namero de conjuntos de diagndstico disponiveis para a deteccdo do anti-HIV, torna-
se necessario confeccionar um painel para o controle da qualidade destes produtos
antes de sua liberagdo para o mercado nacional.

Na tentativa de obtencdo de unidades de plasma provenientes de diferentes
regides, foram encaminhadas solicitacdes para diversos Servicos de Hemoterapia do
pais. Na ocasido, os Servicos de Hemoterapia das regides Sudeste e Nordeste
foram os primeiros a atender tal solicitagdo. Vale ressaltar que a regido Sudeste
detém o maior niumero de individuos infectados e o Nordeste sustenta o 3° lugar em
numero de casos da doenca (Boletim Epidemiolégico Aids e DST /2005).

Das 561 unidades de plasma analisadas, 140 n&o apresentaram identificacao
da sorologia em sua rotulagem. Tal fato, ndo constitui ndo conformidade do
Hemocentro frente a legislacdo vigente (Brasil, 2004), uma vez que em seus
registros internos consta o real motivo de descarte destas unidades. Segundo a
legislacéo vigente ndo € obrigatério identificar o0 motivo do descarte no rotulo fixado
nas unidades de plasma descartadas. Atualmente, grande parte dos Servicos de
Hemoterapia no Brasil dispde de sistema informatizado no qual disponibiliza etiqueta
identificando o motivo do descarte.

No que diz respeito ao tratamento das amostras, optamos por ndao adicionar
conservantes por dois motivos: o custo elevado e as possiveis interferéncias destas
substancias nos resultados dos testes.

N&o foram utilizadas unidades de plasma recalcificadas, pois observamos
gue as mesmas induzem a resultados falsos negativos na maioria dos conjuntos de
diagnosticos utilizados. Da mesma forma, ndo diluimos as unidades de plasma em
plasma negativo, 0 que acarreta queda de sua reatividade, diminuindo o prazo de
validade do painel. At¢ 0 momento a conservacéo é realizada a 20 + 2°C negativos,
e seus resultados tém se mostrado uniformes.

Das 372 unidades de plasma reagentes ap0s caracterizacdo soroldgica,

foram selecionadas 41(7%) amostras verdadeiramente positivas para anti HIV1/2, ou
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seja, com resultados padronizados, lineares e reprodutiveis. Amostras reativas para
anti-HIV1/2 associadas a outras patologias ndo foram incluidas no painel anti-HIV, a
fim de evitar a possibilidade de que a associacdo a outros marcadores acarrete
prejuizo na avaliacdo da qualidade dos conjuntos de diagnéstico.

As unidades de plasma que compdem o painel anti-HIV, sdo de média e na
sua grande maioria, de alta reatividade. Existe a necessidade de complementacéo
do painel com unidades de plasma de baixa reatividade (soroconverséao), entretanto
0 acesso a esta matéria prima é complexo e de custo elevado. Para obtencédo das
mesmas seria necessario o acompanhamento de individuo desde a infeccao inicial
pelo virus até o aparecimento de anticorpos anti-HIV.

As 189 unidades de plasma consideradas improprias para uso terapéutico por
apresentar sorologia reagente e, quando testadas no LSH/INCQS, apresentaram
resultados negativos, ndo apontam para erro durante a triagem sorolégica no
Servico de Hemoterapia de origem. Esse fato ocorre devido a uma maior precaucéo
adotada pelos Servicos de Hemoterapia buscando desta forma, melhorar a
qualidade e a aumentar seguranca transfusional.

Um total de 295 unidades de plasma apresentou resultados reagentes para
outros marcadores sorologicos diferentes do HIV1/2 (HTLV-I/ll, HBc, HBsAg, HCV,
Chagas, e Sifilis). Estas amostras irdo compor painéis que no futuro seréo
empregados na avaliacdo de conjuntos de diagnostico para as patologias
supracitadas.

As unidades de plasma que compdem o painel anti-HIV, apresentaram
resultados dentro dos padrdes internacionais para o Western Blot, ou seja, presenca
de no minimo 02 (duas) bandas referentes as proteinas do gene env (gp 160, gp 120
e gp4l) 01 (uma) banda referente as proteinas do gene gag (pl7, p24, p55) e 01
(uma) banda referente as proteinas do gene pol (p31, p51e p66).

A amostra que apresentou reatividade somente para a banda gpl60
considerada indeterminada foi mantida na constituicdo do painel, pois indica a
possibilidade de uma amostra de soroconversao.

Por se tratar de material esgotavel, a insercdo de unidades de plasma no
painel é realizada de forma randémica, uma vez que nao é preconizado na literatura
um numero maximo de unidades de plasma para composicéo do painel. As unidades
de plasma sado caracterizadas e adicionadas ao painel na medida em que véao

atendendo as especificacdes para composicao do mesmo.
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6- CONCLUSAO

Foram caracterizadas 41 unidades de plasma verdadeiramente positivas
para HIV, possibilitando ampliacdo da capacidade analitica do Laboratorio de
Sangue e Hemoderivados no controle da qualidade de conjuntos para

diagnostico sorolégico do HIV.

Em resumo, as unidades de plasma caracterizadas neste trabalho
constituem uma ferramenta de uso potencial na ampliacdo da capacidade analitica
do LSH, no controle de qualidade dos conjuntos para diagndéstico do HIV. Estes
conjuntos de diagnéstico sdo utilizados em dois momentos distintos: em
laboratorios clinicos como apoio ao diagndstico da infeccdo pelo HIV e em

Servigcos de Hemoterapia na triagem sorologica dos doadores de sangue.
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7- PERSPECTIVAS

Empregar o painel anti-HIV confeccionado para avaliar a qualidade dos
conjuntos empregados no diagndstico soroldgico do HIV existentes no mercado
nacional, quanto a sua sensibilidade e especificidade analitica.

Futuramente, o desempenho analitico dos conjuntos para diagndstico

sorologico do HIV seréa objeto de meu trabalho de mestrado.
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