PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

Rafaelle da Silva Motta

AMPLIACAO E CONFECCAO DO PAINEL SOROLOGICO POSITIVO DE HIV,
DESTINADO AO CONTROLE DE QUALIDADE DE KITS PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO HIV

Rio de Janeiro

2016



Rafaelle da Silva Motta

AMPLIACAO E CONFECCAO DO PAINEL SOROLOGICO DE HIV, DESTINADO
AO CONTROLE DE QUALIDADE DE KITS PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO HIV

Trabalho de conclusdo de curso apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em Vigilancia
Sanitaria do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz
como requisito para obtencdo do titulo de
Especialista em Vigilancia Sanitaria.

Tutor: Marisa Coelho Adati

Preceptor: Helena C. B. Guedes Borges

Rio de Janeiro
2016



Catalogacéo na fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
Biblioteca

Motta, Rafaelle da Silva

Ampliacgéo e confeccao do painel soroldgico de HIV, destinado ao controle de
gualidade de Kits para o diagnostico soroldgico do HIV. / Rafaelle da Silva Motta — Rio
de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2016.

62 f.: il., tab.

Trabalho de conclusao do curso (Especialista em Vigilancia Sanitaria) —
Programa de P6s-Graduacdo em Vigilancia Sanitéria, Instituto Nacional em Controle de
Qualidade em Saude. Fundacao Oswaldo Cruz. 2016.

Preceptor: Helena Cristina Balthazar Guedes Borges.

Tutor: Marisa Coelho Adati

1. HIV. 2. Kit de Reagentes para Diagnostico. 3. Controle de Qualidade. 4.
Vigilancia Sanitéria. I. Titulo




Rafaelle da Silva Motta

AMPLIACAO E CONFECGCAO DO PAINEL SOROLOGICO DE HIV, DESTINADO
AO CONTROLE DE QUALIDADE DE KITS PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO HIV

Trabalho de conclusdo de curso apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Vigilancia
Sanitaria do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
como requisito para obtencdo do titulo de
Especialista em Vigilancia Sanitéaria.

Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Helena Cristina Balthazar Guedes Borges (Mestre)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Helena Pereira da Silva Zamith (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Fausto Klabund Ferraris (Doutor)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Marisa Coelho Adati (Mestre)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude



Dedico este trabalho primeiramente a Deus por
ter me dado forcas, aos meus pais que me
deram a vida, amor, educacao, apoio e uma
base forte para chegar até aqui, a minha irma
por todo apoio moral e emocional e amor
incondicional, todos esses anos e todos
aqueles que me apoiaram de todas as formas

para minha formacao...



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me guiado, iluminado, protegido e abencoado todos os dias da minha
vida;

Aos meus pais Rosangela e Roberto, que sado e sempre serdo um exemplo na minha
vida, sdo os melhores pais do universo, me amaram além do que se pode imaginar,
se dedicaram, sacrificaram e esforcaram para me ensinar e deram formacdo e
instrucdes maravilhosas que me guiaram por todo percurso, sem vocés nada disso
seria possivel;

A minha irma& Rebeca, que é minha melhor amiga, me ama incondicionalmente, me
da carinho, atencdo, mesmo me sacaneando a todo tempo, me deu todo apoio para
essa minha fase, me atualizou sobre todas as novas tecnologias e musicas lancadas
e para ela que eu tento ser melhor a cada dia, para ser um bom exemplo e referencial,
Ao meu namorado Tarcilio, que me deu apoio, amor, carinho e me compreendeu em
todos os momentos, principalmente nagueles em gue eu precisei me ausentar para
escrever este trabalho, Te amo;

Aos meus tios Elinethe e André que nos ultimos meses me acolheram e aturaram em
sua casa, dedicaram todo amor e carinho, como se eu fosse sua propria filha, obrigada
por tudo;

A toda minha familia por tudo que representam em minha vida e por todo esforco e
dedicacdo a mim todos esses anos;

As minhas “bffs” Karine, Stephanie, Emily, Roberta, Daiana, Carolina, Dayane, Jéssica
e Priscila que acompanharam toda a minha trajetoria, me incentivaram, ajudaram e
compreenderam todas as auséncias em saidas de final semana e reencontros nas
guais estava me dedicando a conclusao da Residéncia;

Aos meus amigos Paola, Marlon, Karla, Nathalia, Sabrina, Cristiane e Joice, por toda
a bagunca organizada por vocés durante os almocgos e saidas, todo o ensinamento,
alegrias e momentos vividos com vocés, sempre se é feliz quando se tem bons
amigos. Eu ndo seria tao feliz se eu nao tivesse voceé;

Aos meus colegas Alvaro, Helena, Danielle Vigo, Danielle Deslandes, Roberto,
Vanderlei, Margaret, Marli, Jorge e Renato, que me deram nao sO instrucdes
profissionais, como também pessoais, me ensinaram tudo o que sabiam e mais um
pouco e fizeram com que eu me sentisse parte de uma equipe extremamente eficiente,

com eles aprendi os significados de equipe e companheirismo;



As meninas da Pos, Gisele e Jéssica por todo suporte e ajuda concedida durante o
percurso;

A minha orientadora Helena por todo suporte em minha formagcéo profissional, pessoal
e principalmente tecnoldgica, incentivos e todos os momentos engracados vividos
nestes dois anos;

A minha Tutora Marisa por toda experiéncia transmitida, paciéncia, apoio, confianca,
suporte em minha formacg&o e principalmente pela oportunidade profissional, obrigada;
Aos professores, coordenadores e equipe da Pds-Graduacdo pelos ensinamentos

transmitidos e suporte em tudo que precisei neste periodo.



‘A educacdo é a arma mais poderosa que

temos para mudar o mundo.”

Nelson Mandela



RESUMO

O controle de qualidade dos conjuntos para deteccdo do Virus da imunodeficiéncia
humana - HIV (antigeno e anticorpos) € de extrema importancia, ja que sao utilizados
em Servicos de Hemoterapia e na clinica, com a finalidade de qualificar ou excluir uma
possivel doacdo de sangue e obter informacdes para o diagnéstico de uma doencga
ou para acompanhamento de um estado clinico, respectivamente. Desta forma,
auxiliam na afericdo da sensibilidade e especificidade analitica, a fim de assegurar a
confiabilidade dos testes para diagndstico soroldgico do HIV, tendo em vista a grande
variedade de kits, disponiveis no mercado, 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 positivo para HIV a ser utilizado na avaliacao da
qualidade dos conjuntos para diagnéstico do HIV-1/2 e, consequentemente, aumentar
a capacidade analitica do Laboratério de Sangue e Hemoderivados do Instituto
Nacional de Controle da Qualidade em Saude — INCQS.

A fim de atender o objetivo proposto analisamos no periodo de 2001 a 2013, 3828
unidades de plasma provenientes dos Servicos de Hemoterapia localizados nas
diferentes regides do Brasil, destas 130 foram selecionadas, pois foram enviadas
exclusivamente como positivas para HIV. Tal amostragem foi analisada para Virus
Linfotropico para células humanas - HTLV-I/II, Virus da Hepatite C - HCV, Virus da
Hepatite B - HBV, Doenca de Chagas, Sifilis e inicialmente 02 testes para HIV-1/2. As
unidades de plasma que obtiveram resultados positivos exclusivamente para anti-HIV-
1/2 foram submetidas a qualificacdo sorolégica complementar, empregando ELISAs
(Ensaios Imunoenzimaticos) com composicées antigénicas diferentes do anterior,
testes rapidos, quimioluminescéncia e confirmacao por Western Blot a fim de conferir
padronizacdo e reprodutibilidade dos resultados obtidos. Das 130 unidades de
plasma recebidas, apenas 50 apresentaram resultados verdadeiramente positivos,
padronizados, lineares e reprodutiveis para presenca de antigeno de HIV-1/2 e/ou
anticorpos anti-HIV 1/2. Tais amostras irdo ampliar o painel sorologico para HIV e
consequentemente a capacidade analitica do laboratério. Além disto, foi proposta a
insercdo da identificacdo por coédigo de barras que permitird a captacdo de dados
rapida, precisdo nas informacdes e permitir maior controle e reducao de erros, logo
reduzindo o tempo de analise.

Palavras-Chaves: Painel sorologico. HIV. Vigilancia Sanitéaria.



ABSTRACT

The quality control of the sets for the detection of Human immunodeficiency virus - HIV
(antigen and antibodies) is of extreme importance, since they are used in Services of
hemotherapy and clinic, with the purpose of qualifying or exclude a possible blood
donation and obtain information for the diagnosis of a disease or for monitoring a
clinical state, respectively. In this way, assist in benchmarking of analytical sensitivity
and specificity, in order to ensure the reliability of the tests for serological diagnosis of
HIV, in view of the great variety of kits available in the market, preventing the
occurrence of false-negative results due to the health risk or false-positive, on account
of the injury caused to the social and emotional donor. This work aimed to characterize
the plasma units to compose a reference panel for HIV to be used in the evaluation of
the quality of the sets for the diagnosis of HIV-1/2 and consequently increase the
analytical capacity of the Laboratory of blood and blood products of the National
Institute for Quality Control in Health - INCQS.

In order to meet the proposed objective we analyzed in the period 2001 to 2013, code
3828 units of plasma units of plasma from departments of hemotherapy located in
different regions of Brazil, of these 130 were selected because they were sent
exclusively as positive for HIV. Such sampling was analyzed for lymphotropic virus for
human cells - HTLV-I/ll, Hepatitis C virus - HCV, Hepatitis B virus - HBV, Chagas
disease, Syphilis and initially 02 tests for HIV-1/2. The units of plasma which achieved
positive results exclusively for anti-HIV-1/2 were submitted to complementary serologic
qualification, employing ELISAs (immunoassays will) with antigenic compositions of
the different anterior, rapid tests, chemoluminescence and confirmation by Western
Blot in order to confer standardization and reproducibility of the results obtained. Of
the 130 units of plasma received, only 50 presented really positive results,
standardized, linear and reproducible for presence of antigen of HIV-1/2 and/or anti-
HIV antibody 1/2, such samples will enlarge the pane serological tests for HIV and
consequently the analytical capacity of the laboratory. In addition, has been proposed
on the samples the insertion of identification by bar code that will allow the capture of
data fast, precision in information and allowed greater control and reduction of errors,
soon will reduce analysis time.

Key-Words: Serological Panel. HIV. Health surveillance.
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1 INTRODUCAO

Na década de 1980 ocorreu a primeira descri¢cao do virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), tendo a descoberta ocorrida apos ja ser conhecida a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e apdés relatos de cinco casos de pneumonia
causada por Pneumocistis carinni (atualmente P. jiroveci) em hospitais de Los
Angeles, acometendo pacientes homossexuais e do sexo masculino. Nos meses
seguintes o Centro para Controle e Prevencéo de Doencas (CDC, Centers for Disease
Control and Prevention) relatou novos casos de pneumonia pelo mesmo agente em
outras cidades dos Estados Unidos da América (EUA). Devido a isto observou-se um
aumento de ocorréncia de sarcoma de Kaposi, doenca até entdo rara no pais. Na
mesma época foram registrados casos semelhantes entre imigrantes africanos e
individuos homossexuais do sexo masculino. Devido a estes casos, profissionais da
época supunham que a transmissao se dava provavelmente por relacdo sexual entre
homens (SANTOS et al, 2015).

Alguns estudos demonstraram grande semelhanca com o Virus Linfotropico
de células T humanas (HTLV), sendo caracterizado como HTLV lll, no entanto em
1983, foi identificada a atividade da enzima transcripitase reversa em pacientes com
linfoadenopatia generalizada e outros sintomas que caracterizavam quadro de AIDS.
Com isto, em 1985, caracterizaram esse novo retrovirus e determinaram ser diferente
do HTLV. Somente em 1986, foi caracterizado como HIV (SANTOS et al, 2015).

Desde sua introducdo em 1985, os testes de triagem e confirmatérios
empregados no diagndstico soroldgico do HIV estdo em constante evolucéo
tecnolégica. A busca por testes mais sensiveis e especificos levou ao
desenvolvimento de ensaios de diferentes geracdes, classificados de acordo com o
antigeno empregado (ALDOVINI E WALKER, 1990).

As avaliacdes laboratoriais devem persistir seu foco nas caracteristicas
funcionais, que inclui a facilidade de utilizacdo e as caracteristicas de desempenho
(sensibilidade e especificidade diagnostica e os aspectos analiticos, compreendendo
as variacOes de lote para lote). O ensaio deve utilizar painel sorolégico contendo
amostras de diferentes regides geograficas, bem caracterizadas, além de painéis de
soro conversao, painéis de titulos variados (mistos e/ou baixos), originarias de fontes
comerciais (WHO, 2015).
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Para identificar, diagnosticar e monitorar a infeccdo durante o tratamento,
varios meétodos para diagnostico foram e ainda estdo sendo desenvolvidos.
Sensibilidade clinica ou diagndstica é reconhecida pela avaliacdo da incidéncia de
resultados verdadeiramente positivos obtidos quando o teste € aplicado em individuos
conhecidamente portadores de uma determinada doenca e a especificidade clinica ou
diagnostica é a incidéncia de resultados verdadeiramente negativos obtidos quando o
teste € aplicado em individuos nao reagentes para a doenca em questao (BRASIL,
2006).

Os produtos que utilizam amostras humanas para obter informagdes para o
diagnostico de uma doenca ou para acompanhamento de um estado clinico séo
denominados “produtos para diagndéstico de uso in vitro”, no Brasil. Estes produtos
englobam: reagentes, padrdes, -calibradores, controles, materiais, artigos e
instrumentos, em edicdo as instrugdes para uso que contribuem para realizar uma
determinacdo de qualquer natureza de uma amostra humana e que nao estejam
destinados a cumprir alguma funcdo anatémica, fisica ou terapéutica, qgue ndo sejam
ingeridos, injetados ou inoculados em seres humanos e que sao utilizados unicamente
para prover informagcdo sobre amostras obtidas do organismo humano (BRASIL,
2015).

Em 1976, foi regulamentada a Lei n° 6.360 de 23/09/1976, atualmente
sancionada pelo Decreto n® 8.077/13 que dispde sobre a vigilancia sanitaria a que
ficam sujeitos 0s saneantes, cosméticos, medicamentos, as drogas, 0S insumos
farmacéuticos e correlatos e outros produtos (BRASIL, 1976). De acordo com seu
artigo 12, “Nenhum dos produtos de que trata esta Lei, inclusive os importados, podera
ser industrializado, exposto a venda ou entregue ao consumo antes de registrado no
Ministério da Saude”. Desta forma, o registro de um produto é o ato privativo do
Ministério da Saude destinado a comprovar o direito de fabricacdo ou importacao de
produtos submetidos a Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1976).

O nucleo central das acdes institucionais de saude € composto pela Vigilancia
Sanitaria em conjunto com a assisténcia a salde e a vigilancia epidemiolégica.
Enquanto as duas tratam do acompanhamento do estado de saude da populacéo e
do atendimento as suas necessidades, a Vigilancia Sanitaria procura normatizar,
regulamentar, controlar e fiscalizar processos, produtos e insumos que,

potencialmente, ocasionam danos a saude humana. (MELLO, 1993). Além disso, cabe
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ressaltar o monitoramento de produtos pos-mercado, utilizado como método que a
Vigilancia Sanitaria disp6e para acompanhamento, avaliacdo e controle de produtos
sob sua jurisdicdo (SAID, 2004 apud ROUQUAYROL, 2003, p.2).

Segundo a Resolucdo RDC n° 36/15 e ratificando o inciso 1V, art. 16 da Lei
n°® 6.360/76, produtos para diagnosticos de uso in vitro classificados como alto risco,
ou seja, Classe lll e IV devem ser enviados para analise a uma unidade da Rede
Nacional de Laboratérios de Saude Publica. Ainda segundo esta Resolucéo,
atualmente, os produtos indicados para tal andlise sdo produtos que pertencem as
Classes Il e IV destinados a testes de triagem em servigos de hemoterapia, tais como:
reagentes para imunohematologia (sistema ABO, sistema Rh e anticorpos
irregulares), HTLV, Hepatites B e C, HIV, Sifilis, Chagas e, mais recentemente,
Dengue.

Neste contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) vem analisando sistematicamente 0s conjuntos de diagndéstico de uso in vitro
da Classe IV (reagentes, controles e calibradores que apresentam alto risco ao
usuario, ao paciente e/ou a saude publica) em cumprimento a legislacdo vigente
(BRASIL, 2015), através de andlise prévia, fiscal e de controle, em atendimento a
demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/MS (ANVISA) (BRASIL, 1976).

A ampliacdo do painel constituido no presente trabalho terd por finalidade
avaliar a sensibilidade e especificidade clinica dos conjuntos de diagndstico de uso in
vitro empregados na triagem e confirmacao soroldgica do HIV.

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA

Segundo o Ministério da Saude (2015), desde o surgimento do primeiro caso
de AIDS até junho de 2015, no Brasil foram registrados aproximadamente 798.366
casos da doenca. Sendo as regides Sul e Centro-Oeste as com mais casos notificados
no SINAN (Sistema Nacional de Informacéao de Agravos de Notificacdo). No entanto,
a distribuicdo proporcional dos casos revela que a maioria em torno de, 53,8% e 20%,
do total de casos identificados de 1980 a 2015, estdo concentrados nas regides

Sudeste e Sul, respectivamente.
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Nos ultimos cinco anos, o pais registrou cerca de 40 mil novos casos da
doenca e com uma estabilizacdo de 20,5 novos casos para cada 100 mil habitantes.
Todas as regides apresentaram um crescimento significativo, com excec¢ao da regido
Sudeste que € a Unica que apresenta queda nos ultimos anos, chegando a 18,6 novos
casos a cada 100 mil habitantes, o que corresponde a 26,5% de queda (BRASIL,
2015).

Até o ano de 2008, em relacdo ao sexo, relatou-se ocorréncia de 15 casos em
homens para cada 10 casos em mulheres. Entretanto, desde 2009 € possivel notar
uma reducao de casos em mulheres e aumento de casos em homens, passando a ser
de 19 casos de AIDS em homens para cada 10 casos em mulheres no ano de 2014.
Vale ressaltar que esta razdo varia entre as diferentes regides e faixa etaria (BRASIL,
2015).

Desde o inicio da epidemia da AIDS até dezembro de 2014 foram identificados
um total de 290.929 O4bitos representado pelo CID10:B20 a B24 (SIDA), sendo a
maioria da regido sudeste, seguida da Sul, Nordeste, Centro-Oeste e Norte (BRASIL,
2015).

Ao analisar o indice de mortalidade € possivel observar uma queda de 5% nos
ultimos dez anos, no contexto nacional. Esta queda, no entanto, é notada nas regiées
Sudeste e Sul, sendo de mais de 10% em ambas as regides. Nas demais regides ha
tendéncia de crescimento no mesmo periodo, com excecdo da regido Centro-Oeste

gue manteve o coeficiente (BRASIL, 2015).

1.2 O VIRUS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana é pertencente ao género Lentivirinae e
da familia Retroviridae. Apresenta em seu nucleo duas copias de Acido Ribonucleico
(RNA) de cadeia simples, encapsuladas por uma camada proteica ou nucleo-
capsideo, capsideo e um envelope externo composto por uma bicamada fosfolipidica,
conforme demonstrado na FIGURA 1 (BRASIL, 2013).
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Figura 1 — Estrutura Viral do HIV.
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Fonte: http://brainly.com.br/tarefa/198753.

O genoma viral, possui trés genes estruturais (gag, env, pol) e seis regulatérios
(vif, vpr, tat, ver, vpu, nef) (DEWHURST, 1999). Segundo Connor, 1992, o gene gag
codifica uma poliproteina que ao sofrer clivagem origina as proteinas da matriz, do
capsideo e do nucleo capsideo viral. O gene pol codifica uma poliproteina gag-pol
gue origina as enzimas virais protease, transcriptase reversa e integrasse, sendo
essas essenciais para o ciclo reprodutivo deste virus. O gene env origina poliproteinas
que sintetizam glicoproteinas de transmembrana e superficie, gp4l e gpl20
respectivamente, conforme QUADRO 1. Os principais componentes virais com
utilidade diagndstica incluem as proteinas do envelope (env), as proteinas codificadas
pelos genes gag e pol (BRASIL, 2013).
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Quadro 1: Principais componentes virais do HIV.

.~ Genre . _Poduto |
p6
p55 (precursor) — P9
Gag 17
p24
p66
Pol Egi
p10
gp120
Env gp160 (precursor)
gp4l
vif
! Genes Regulatorios.
vpu
nef

Fonte: Elaborado pela autora.

A classificacdo do HIV atual € hierarquica e consiste em tipos, grupos,
subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes. O tipo HIV-1 é mais patogénico e
prevalente, enquanto que o HIV-2 é endémico na Africa (LAZZAROTTO, 2010). O
HIV-1 é subdividido em 4 grupos: grupo M (do inglés, majoritario), grupo N (do inglés,
new), grupo O (do inglés, outlier) o mais divergente dentre os grupos, € o grupo P. A
maioria das infeccfes ocorre com HIV-1 do grupo M, o qual é diferenciado em subtipos
(A, B, C,D, F, G, H,JeK), qgue podem ainda assim ser subdivididos. Isso ocorre, pois
quando um individuo é portador de uma infeccdo mista, por dois ou mais subtipos
diferentes, pode ocorrer a transferéncia de material genético e dar origem a novos
subtipos ou formas recombinantes (RF, do inglés recombinant forms). Quando a forma
recombinante € documentada em mais de trés individuos é denominada como CRF
(forma recombinante circulante, do inglés, circulating recombinant form). Caso nao
sejam relatadas em novos individuos séao definidas como URF (forma recombinante
Gnica ou, do inglés, unique recombinant form). Estas variacdes genéticas do HIV tém
implicag&o na sua transmisséo, na biologia viral, na reatividade e na reagéo cruzada

em testes diagnosticos para identificacdo de antigenos e anticorpos (BRASIL, 2013).
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1.3 FORMAS DE TRANSMISSAO

A capacidade de infeccdo do HIV depende de fatores que sao relacionados
com suas caracteristicas biolégicas e também comportamentais. Dentre eles
ressaltam-se: concentracdo no fluido biologico; integridade e vulnerabilidade da
mucosa; tempo de exposicao ao virus e pré-disposicdes genéticas, no caso de fatores
biologicos. Ja os fatores comportamentais englobam individuos com multiplos
parceiros, a ndo utilizacdo de preservativo e compartilhamento de pérfuro-cortantes
e/ou seringas contaminados (SANTOS et al, 2015).

Segundo LOPES (2006), a transmissao do virus HIV pode ocorrer por via
sexual, com maior frequéncia, por contaminacdo sanguinea (através de transfusdo ou
compartilhamento de pérfuro-cortantes), por “transmissao vertical” (da gestante para
0 bebé) e acidentes de trabalho (ocasionada por eventuais acidentes de trabalho de

profissionais da area da saude com perfuro cortante).

1.4 INFECCAO PELO VIRUS

A Infeccdo pelo HIV pode ser caracterizada por 3 fases: fase aguda ou
primaria, fase persistente ou cronica e AIDS (RIBEIRO; BORGES, 2006).

A fase aguda ocorre nas primeiras semanas de infec¢do, onde ha intensa
replicacdo viral (alta carga viral plasmatica), associada a uma queda significativa de
linfécito TCD4+ circulantes, tendo em vista que a resposta imunoldgica inata que
encaminha uma quantidade adicional de células T suscetiveis ao foco da infecgéo. A
partir dessa pequena populacdo de células infectadas, o virus é disseminado
inicialmente para os linfonodos locais e depois sistemicamente e em namero suficiente
para estabelecer e manter a produgcdo de virus nos tecidos linfoides (NEUBERT,
2010).

Nesta fase o individuo pode ou ndo apresentar sintomas clinicos. Em alguns
individuos é possivel observar um conjunto de sintomas definidos como sindrome
retroviral aguda, aproximadamente entre duas e quatro semanas. Esta fase pode

ocorrer uma fase denominada janela imunolégica ou regido sombreada, caracterizada
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pelo intervalo de tempo entre a infec¢do pelo virus e a producédo de anticorpos anti-
HIV.(RIBEIRO, 2006).

A partir deste mesmo periodo de 2 a 4 semanas de infeccdo ja € possivel
detectar anticorpos devido a elevada carga viral plasmatica e em fluidos corporais.
Esta etapa da infeccdo € mediada por células TCD8+ que inibem a infeccéo
diminuindo drasticamente a quantidade de virus circulante e uma restauracgao parcial
dos niveis de TCD4+ (CANTEJON et al, 2009).

A fase persistente crénica € caracterizada pela manutencédo dos niveis de
linfécitos TCD4+ e por uma concentracdo baixa, muitas vezes indetectavel, de HIV
plasmatico, nesta fase o individuo apresenta-se clinicamente *** (CANTEJON et al,
2009).

Com a progressdao da infeccdo e, consequentemente, da disfuncéo
imunoldgica o individuo entre na etapa reconhecida como AIDS. Caracterizada por
reducdo significativa de células TCD4+, altos niveis virais e aparecimento de
manifestacbes clinicas caracteristicas e infec¢cdes oportunistas. O tempo de
progressao para esta fase pode variar de 8 a 10 anos, podendo em alguns individuos
progredir em menos de trés anos (progressores rapidos) ou nao (ndo progressores)
(SANTOS et al, 2015).

1.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO E EVOLUCAO DOS TESTES SOROLOGICOS

Apbs a identificagcdo do HIV, em 1985, foi introduzido o primeiro teste para
diagndstico da AIDS baseado na deteccao de anticorpos especificos (SANTOS et al,
2015).

Segundo LAJOLO et al (2008), durante a infec¢éo pelo HIV, o diagndstico do
virus pode ocorrer por meio da detec¢éo direta de componentes do virus (antigeno
p24, RNA ou DNA pré-viral). A deteccdo do antigeno p24 do HIV-1 ou de RNA é
essencial quando a deteccdo de anticorpos ndo é possivel, conforme mostra a
FIGURA 2.
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Figura 2: Marcadores da infec¢céo por HIV de acordo com a evolugdo em semanas.
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Fonte: Manual Técnico para o Diagndstico da Infec¢éo pelo HIV, Brasil,2013.

A deteccdo de RNA viral pode ser realizada por diferentes técnicas, a maior
parte delas baseadas na amplificacdo de &cidos nucleicos, um exemplo é a
amplificagdo com iniciadores especificos apds transcricdo reversa (RT-PCR) acoplada
a deteccdo colorimétrica por meio de sonda especifica e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) quantitativa em tempo real. No entanto, nenhum deles é utilizado
para diagnéstico da infeccdo, sendo somente utilizado para acompanhamento da
carga viral e triagem soroldgica (Qualitativo). Estes testes podem detectar a presenca
da infeccdo viral nas primeiras duas semanas ap0s exposicdo e sao utilizados na
triagem de doadores (LAJOLO et al, 2008).

Os testes de EIA ou ELISA — Ensaio Imunoenzimatico sao utilizados para
identificacdo de antigenos ou anticorpos. O sistema envolve anticorpos conjugados a
enzimas. O resultado do teste é determinado por observacao (avaliagdo qualitativa) e
medida por espectrofotometria a mudanca de cor, produzida pela reacdo entre enzima
e substrato (BRASIL, 2013)

Nos EIA de 12 e 22 geracOes as amostras sao incubadas em presenca de um
lisado viral e proteina viral recombinante, respectivamente. Nos testes de 32 geracao
as amostras sdo incubadas na presenca de uma proteina viral recombinante ou
peptideo sintético e a presenca de anticorpos anti-HIV pode ser detectada mais
precocemente do que os de geracdes anteriores. Além disto, a partir desta geracao
foi possivel detectar ndo s6 anticorpos do HIV-1 grupo M como também os de HIV-1
grupo O e do HIV-2. Nos testes de 42 geragao (“combinados”) detecta-se o antigeno
p24 e anticorpos especificos anti-HIV no mesmo teste, assim, além dos peptideos

elou proteinas recombinantes, ha também anticorpo anti-p24 na fase solida. Logo, a
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deteccao de anticorpos na amostra ocorre conforme os testes de 32geragao, o que 0s
difere € que o teste de 42 geracdo também identifica o antigeno p24, assim esses
testes permitem que o diagndstico por HIV seja realizado ainda mais precocemente,
pois permite a deteccdo do antigeno antes da producdo de anticorpos especificos
(BRASIL, 2013).

Resumidamente o teste de ELISA envolve um componente (antigeno ou
anticorpo) ligado a um suporte solido (Ex: micro cavidade de placa de poliestireno)
que interage com anticorpo ou antigeno presente na amostra formando um
imunocomplexo. Apdés incubacgéo ha lavagens para remoc¢ao do material ndo ligado, e
entdo é adicionado o conjugado (anticorpo-enzima ou anti-anticorpo-enzima). Apés
interacdo ha novamente um ciclo de lavagens para retirada do material excedente e
adicdo do substrato especifico da enzima associado ao cromégeno. A enzima ira
reduzir o substrato e o produto da degradacédo oxida o cromdgeno, resultando em uma
reacdo colorida. H4 a adicdo de uma solucéo de interrupcdo, que provoca alteracao
da coloracéo (FIGURA 3). Finalmente, o resultado € lido por medida de absorbancia,
utilizando espectrofotometro (SANTOS et al, 2015).
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Figura 3: Teste Imunoenzimético — ELISA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ha também testes imunocromatograficos ou testes rapidos, que também
detectam antigenos e/ou anticorpos. Este teste ndo requer o uso de instrumentos e
disponibiliza o resultado em um curto espac¢o de tempo, podendo variar entre 5 a 30
minutos. Assim, anticorpos ou antigenos conjugados a um detector (exemplo ouro
coloidal) sdo imobilizados em uma fita de nitrocelulose ou latex, assim a amostra de
soro ou plasma é inoculada e migra por capilaridade por toda a fita, ocorrendo a
ligacdo dos epitopos e reacdo com o conjugado formando um imunocomplexo (Figura
4). Em geral, a sensibilidade deste teste é baixa comparada a de outras metodologias.
No entanto, com o0 avanc¢o das metodologias, os testes rapidos de Ultima geracdo tem
apresentado sensibilidade melhor quando comparado aos de primeira geragéo
(BRASIL, 2015).
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Figura 4: Testes Imunocromatograficos — Testes Rapidos
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ha também a quimioluminescéncia que consiste em um subtipo de
luminescéncia em que a energia de excitacdo do elétron produz radiacdo luminosa
atravéz de uma reagdo quimica, ou seja, a producéo de luz ocorre devido a quebra de
ligacBes ricas em energia ja existentes na moléculas presente na reacdo. (LEITE et
al., 2004)

O Western Blot € um imunoensaio em suporte sélido (tiras de nitrocelulose)
que contém proteinas virais imobilizadas para detectar anticorpos dirigidos a estas
proteinas especificas. E um teste pra confirmac&o, ou seja, tem a finalidade de medir
um resultado obtido em outro teste. Assim, essas tiras de nitrocelulose séo incubadas
com amostras de soro ou plasma. Os anticorpos presentes na amostra se ligam
especificamente as proteinas das tiras e esses anticorpos anti-HIV especificos ligados
as proteinas sédo detectados por anticorpos secundarios, conjugados com uma
enzima, seguido por um substrato que gera uma banda colorida (SANTOS et al 2015).

A principal vantagem deste teste € possibilitar a visualiza¢do da resposta de
anticorpo aos antigenos em separado. E considerado como padrdo ouro, pois €
altamente sensivel e especifico, sendo a sua desvantagem seu alto custo (FIGURA
5). (BRASIL, 2013)



Figura 5: Western Blot.
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Desde o inicio da epidemia do HIV, o diagndstico sorolégico da infeccéo é

realizado utilizando-se pelo menos dois testes, um para triagem e um segundo, mais

especifico, para confirmar o resultado da triagem. A combinacdo mais utilizada era um

imunoenzimético de triagem seguido pelo Western Blot (WB), como teste

confirmatorio (BRASIL, 2013).

1.6 PAINEL SOROLOGICO PARA HIV

Segundo a definicdo do Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos- BIO-
MANGUINHOS/FIOCRUZ, entende-se por Painéis Sorologicos um conjunto de

amostras produzidas a partir de plasma humano processado que se destinam ao

controle de qualidade dos kits para diagndstico em sorologia. Sabe-se que as



27

amostras contém determinantes antigénicos de um determinado marcador (Painel
Sorologico Positivo) ou nao (Painel Sorolégico Negativo) (INSTITUTO DE
TECNOLOGIA EM IMUNOBOLOGICOS, 2014). Podem ser feitos “in house” ou
adquiridos comercialmente.

As amostras que compdem um Painel comercial sdo sequencialmente
numeradas e codificadas. Logo, para a identificacdo de cada amostra é necessario
conferir seus registros de caracterizacao e classificacdo como: verdadeiro positivas
ou verdadeiro negativas de acordo com o descrito em documento que acompanha o
mesmo (chave do painel), contendo resultado e caracterizagdo das amostras por
diversos restes. Para os painéis utilizados em avaliacbes externas da qualidade,
essas informacdes s6 sao devidamente fornecidas pelo préprio fabricante.

Logo, estes painéis sao imprescindiveis, pois auxiliam na afericdo da
sensibilidade analitica, a fim de assegurar a seguranca e confiabilidade dos testes
para diagnéstico sorolégico do HIV, tendo em vista que atualmente, observa-se que
a cada ano o mercado disponibiliza uma grande variedade de kits, a fim de atender a
demanda de testes cada vez mais sensiveis (RIBEIRO; BORGES, 2006).

O monitoramento continuo dos conjuntos para diagnéstico de uso
laboratorial para a deteccdo de anti-HIV, encontra-se regulamentado por forca de
legislacdo sanitaria, RDC n° 36/15, tornando obrigatéria a avaliagdo da sua qualidade
antes do mesmo ser disponibilizado no mercado (Brasil, 2015).

Tendo isto em vista, o Laboratério de Sangue e Hemoderivados - LSH do
INCQS, em atendimento a demanda da ANVISA, analisa sistematicamente conjuntos
de diagndstico de classe IV através de andlise prévia, fiscal e de controle, quanto aos
parametros de sensibilidade e especificidade diagnéstica, empregando os painéis

soroldgicos especificos.
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2 OBJETIVO GERAL

Ampliar o Painel Soroldgico Positivo para HIV e contribuir para a melhoria do
diagndstico da infeccao pelo HIV, assim como para a triagem soroldgica, por meio de
controle de qualidade dos kits destinados ao diagndstico sorolégico do HIV,
largamente utilizados em laboratérios de Analises Clinicas e Servicos de

Hemoterapia.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1. Identificar as amostras — Unidade de Plasma - recebidas de diferentes regioes

do pais como Reagentes para HIV;

2.1.2. Caracterizar unidades de plasma para compor painel a ser empregado na

avaliacdo de conjuntos diagndsticos utilizados na triagem e no diagnéstico

laboratorial do HIV;

2.1.3. Analisar criticamente os resultados dos testes para HIV realizados, utilizando

as seguintes metodologias: ELISA, Teste Rapido, Quimioluminescéncia,

Western Blot.

2.1.4. Estratificar e quantificar as amostras Verdadeiro Positivas para HIV;

2.1.5. Inserir identificagdo por codigo de barras em cada amostra Verdadeiro Positiva

identificada;

2.1.6. Compor um novo lote do Painel Sorologico Positivo para HIV.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS

Foram recebidas no periodo de 2001 até 2013 unidades de plasmas
provenientes de Servigcos de Hemoterapia de diferentes regides do pais.

Os Servigcos de Hemoterapia foram contatados por meio de solicitagéo formal,
para envio de unidades de plasma que apés realizacdo dos testes de triagem
sorologica foram consideradas Reagentes para algum marcador soroldgico. Vale
salientar que de acordo com a Resolucdo RDC n° 34/2014 e a Portaria n® 2712/2013
a cada doacéo devem ser realizados obrigatoriamente testes laboratoriais de triagem
de alta sensibilidade, para deteccdo de marcadores para as seguintes doencas
infecciosas transmissiveis pelo sangue, independentemente dos resultados de
doacBes anteriores, segundo critérios determinados nesta Resolucdo e nas demais

normas do Ministério da Saude:

| - Sifilis: 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo antitreponémico ou nao-

treponémico;
Il - Doenca de Chagas: 1 (um) teste para deteccao de anticorpo anti - T. Cruzi;

Il - Hepatite B (HBV): 1 (um) teste para deteccéo do antigeno de superficie do virus
da hepatite B (HBsAg) e 1 (um) teste para deteccédo de anticorpo contra o0 capsideo
do virus da hepatite B (anti-HBc), com pesquisa de I1gG ou IgG + IgM;

IV - Hepatite C: 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo
anti - HCV ou para deteccdo combinada de antigeno/anticorpo; e 1(um) teste para

detecc¢éo de acido nucléico do HCV por técnica de biologia molecular;

V - HIV 1 e 2: 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccao de anticorpo anti
- HIV (que inclua a deteccéo do grupo O) ou 1(um) teste para deteccdo combinada de
antigeno/anticorpo (que inclua a detecgéo do grupo O); e 1(um) teste para deteccdo
de acido nucléico do HIV por técnica de biologia molecular; e
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VI - HTLV I/ll: 1 (um) teste para deteccéo de anticorpo anti — HTLV I/II.

As bolsas recebidas possuiam pelo menos um resultado reagente/positivo ou
inconclusivo nos testes sorologicos de triagem citados anteriormente e todas as
bolsas de plasma foram obtidas a partir do fracionamento do sangue total de doadores
de sangue, colhido com anticoagulante, nos servicos de hemoterapia esquematizados
na FIGURA 6.

Figura 6: Obtencéo das unidades de Plasma para confec¢éo de painel sorolégico.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2 RECEBIMENTO, CADASTRO E IDENTIFICACAO DAS UNIDADES DE PLASMA

As unidades de plasma foram encaminhadas ao LSH - INCQS congeladas,
acondicionadas em caixas de isopor e acompanhadas de documentacgao pertinente,
constando volume aproximado de plasma e resultados de sorologia, quando aplicavel.
No ato do recebimento, foram cadastradas em caderno ata (Recebimento de Plasma)
de acordo como preconizado no POP numero 65.3420.013, contendo as seguintes
informacdes: Ano vigente, inicial do Local de Origem e codigo alfa numérico
sequencial do laboratério. Adicionalmente insere-se o fabricante da bolsa,
anticoagulante, data de coleta e o resultado sorolégico, estes ndo séo inseridos no

cadastro, somente na observacao, conforme a FIGURA 7.

Figura 7: Modelo de Cadastro das Unidades Plasma no Caderno de cadastro.

N IRJ 4874
1 1

: 13 NUMERO SEQUENCIAL (CADERNO DE PLASMA)

e = = } LOCAL DE ORIGEM

[ — ) AMNO
Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 PROCESSAMENTO DAS UNIDADES DE PLASMA

Foram selecionadas apenas unidades de plasma com volume minimo de 200
mL, sendo as demais descartadas.

As unidades foram descongeladas a temperatura ambiente e seu contetdo
filtrado, individualmente, em gaze hidrdfila (09 fios/cm2, 05 dobras — 08 camadas) para
minimizar a formacédo da fibrina. As bolsas fracionadas n&o receberam nenhum tipo
de solucéo conservante. Apos filtracdo, as unidades foram aliqguotadas e estocadas
em recipientes de estocagem apropriados, de acordo com a distribuicdo abaixo
(QUADRO 2).

Quadro 2: Recipiente, Volume e Quantidade das Unidades de Plasma
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Recipiente (Capacidade Total) Volume Total Quantidade
Criotubos (2 mL) 20 mL 10 Criotubos
Tubo Falcon™ (40 mL) 80 mL 2 Tubos

O restante do plasma, sendo 1 ou mais
Garrafas Nalgene™ (250 mL) - o
utilizado no minimo 100 mL garrafas;

Fonte: Elaborada pela autora.

A estocagem das aliquotas de plasma foi realizada de acordo com o
recipiente/volume. As garrafas Nalgene™ e Tubos Falcon™ de volume acima de 50
mL foram acondicionados em cestos separados e estocados a -20°C (Camara fria -
20°C £ 5°C). Os criotubos de volume entre 1,0 a 1,8 mL foram acondicionados em
duas caixas distintas, uma contento 09 criotubos foi estocada a -20°C(Freezer -
20°C£5°C) e outra contento um criotubo, representando cada unidade de plasma,
estocado a 4°C (refrigerador, 4°C+2°C), para realizacdo da rotina dos testes
sorologicos. Caso a aliquota ndo tenha volume suficiente para realizacdo dos testes

sao utilizadas as aliquotas congeladas e assim sucessivamente (FIGURA 8).
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Figura 8: Esquema de fragmentacédo do Plasma em Estoques.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 CARACTERIZACAO E CONFIRMACAO SOROLOGICA

Apbs o recebimento, codificagdo e armazenamento das unidades de plasma,

pelo laboratério, a proxima etapa constituiu na caracterizacdo e confirmacao
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sorologica das unidades de plasma seguindo rigorosamente a legislacdo vigente

aplicavel a triagem sorolégica de doadores em Servicos de Hemoterapia.

As unidades de plasma foram testadas frente a diferentes infecgcbes: HIV1/2,
HTLV-I/1l, Hepatite B, Hepatite C, Doenca de Chagas e Sifilis e foram realizados em
cumprimento a legislagéo vigente:

v Sifilis: 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo anti-treponémico ou nao
treponémico;

v' Doenca de Chagas: 1 (um) teste para deteccéo de anticorpo anti-T Cruzi;

v' Hepatite B (HBV): 1 (um) teste para deteccao do antigeno de superficie do virus
da hepatite B (HBsAQ) e 1 (um) teste para detec¢éo de anticorpo contra o capsideo
do virus da hepatite B (anti-HBc), com pesquisa de 1gG ou IgG + IgM;

v' Hepatite C (HCV): 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccédo de
anticorpo anti-HCV ou para detec¢do combinada de antigeno/anticorpo; e 1(um)
teste para deteccdo de acido nucléico do virus HCV por técnica de biologia
molecular (NAT);

v' HIV 1 e 2: 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccao de anticorpo anti-
HIV (que inclua a deteccao do grupo O) ou 1(um) teste para deteccdo combinada
de antigeno/anticorpo (que inclua a deteccdo do grupo O); e 1(um) teste para
deteccao de acido nucléico do virus HIV por técnica de biologia molecular (NAT);

v' HTLV I/ll: 1 (um) teste para deteccao de anticorpo anti-HTLV I/11.

A resolucéo 34/2014, citada anteriormente, esta vigente desde julho de 2014,
sendo assim, ndo abrange as amostra utilizadas, tendo em vista que as amostras
recebidas foram recebidas em data anterior a vigéncia desta, logo, foram executadas
conforme a Resolugéo 153/04, as amostras anteriores a 2010, e Resolucdo 57/10 as
amostras anteriores a 2014.

Para ampliacdo e confeccao do novo lote do painel HIV foram selecionadas
apenas amostras inicialmente reagente para HIV, ou seja, enviadas pelos
hemocentros como bloqueadas apenas para este marcador.

Apos confirmacao da sorologia nos testes ELISA | e 1l foram avaliadas frente a
outras metodologias objetivando melhor caracterizacéo do painel HIV. Para tal foram
realizados:

v" No minimo 02 (dois) ELISA,;

v" No minimo 01 (um) Ensaio de Quimioluminescéncia €;
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v" No minimo 02 (dois) Testes Imunocromatograficos (Testes Rapidos).

A presenca de anticorpos dirigidos a proteinas diversas do HIV-1/2 foi

confirmada através da utilizagdo da técnica de Western Blot (FIGURA 9).

Figura 9: Esquema para caracterizagdo de Unidades de Plasma.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os testes realizados seguiram rigorosamente as instrugbes de uso do
fabricante. Todos o0s conjuntos de diagnostico utilizados possuem registro na
ANVISA/MS. Com relagéo a caracterizagéo no LSH:

a) ELISA- Ensaio Imunoenziméatico: no minimo 02 (dois) testes:

v para Deteccdo de anticorpos- todas as amostras;

v para Deteccdo de antigenos- algumas amostras;

v para Deteccado de antigenos e anticorpos- algumas amostras.
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b) TESTE RAPIDO:
v para Deteccdo de Anticorpos- todas as amostras;

v para Deteccédo de Antigenos e Anticorpos- algumas amostras.

c) ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA:
v para Deteccdo de Anticorpos- todas as amostras;

v para Deteccdo de Antigenos- algumas amostras;

v para Deteccédo de Antigenos e Anticorpos- algumas amostras.

Todos os produtos utilizados para caracterizagdo encontram-se listados no
QUADRO 3 independentemente do numero de amostras que contemplaram as
analises, isto porque devido a grande heterogeneidade de recebimento e grande
namero de amostras, ndo foi possivel caracteriza-las com os mesmos fabricantes de

produtos, porém, apresentavam sensibilizacdo da fase sélida semelhante.
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QUADRO 3: Kits empregados na confirmacao e caracterizagdo soroldgica das amostras.

Sensibilizacdo da fase sélida
Peptideo Sintético do HIV-1(0), proteina recombinante derivada do envelope do

ELISA - A HIV-1 e HIV-2 e uma proteina do core.
ELISA-B Antigeno e Peptideo
ELISA-C Antigenos rDNA HIV-1 env (gp120/41) e HIV-2 env (gp105/gp36)
ELISA — ELISA-D Peptideo do HIV 1/2
Deteccgédo de ELISA -E Antigeno recombinante do HIV
Anticorpos ELISA-F Polipeptidios sintéticos e proteinas recombinantes do HIV 1/2
ELISA-G Antigenos recombinantes para HIV-1 (gp120 / gp41, p24, p17) e HIV-2 (gp36)
ELISA—-H Peptideos sintéticos e recombinantes do HIV-1 e HIV-2
ELISA — | Ag recombinante do HIV-1 (gp41 e p24) e HIV-2(gp36)
ELISA-J Microplacas revestidas com HIV rAg (proteinas recombinantes)
ELISA —
Deteccéo de ELISA - K Anticorpos monoclonais p24 biotinilados
Antigenos
ELISA—-L Mistura de Antigenos e Anticorpos
Delfle;(ggo_de ELISA-M Anticorpos monoclonais p24 do HIV-1 e Antigenos purificado do HIV 1/2
Antigenos e ELISA - N Anticorpos. Monoclonais e Antigenos Recombinantes
Anticorpos ELISA-O Proteina Recombinante + Anticorpo monoclonal p24
ELISA-P Mistura optimizada de Antigenos e Anticorpos
TESTE TR - A Antigenos recombinantes do HIV-1/2 e pe_ptl'deos sintéticos, anticorpos anti p-24 e
RAPIDO - avidina
Deteccéo de TR-B Antigenos Recombinantes de captura HIV-1(gp41, p24) e HIV-2(gp36)
Apr\]rtllt?g(;?;osse TR-C Antigenos (gp41 / gp36)
TESTE TR-D Antigenos HIV-1 (p_31, gpl60, p24, gp4l) e HIV-2 (gp36, gpl40)
RAPIDO — TR-E Antigenos r?comblnantes QO HIV-1 (gp41, e p24) e HIV-Z(gp36)
Deteccdo de TR-F Antigenos recombinantes e peptideo sintético.
Anticorpos TR-G Antigenos gp41, p24, do HIV-1 e gp36 do HIV-2
TR-H Proteinas recombinantes do HIV-1, das regifes gp41 e epitopo gp36 do HIV-2
QUIMIO — A Antigeno Recombinante do HIV-1 e proteina do HIV-2
QUIMIO — B Antigenos do HIV-1 (gp160, gp41, p25) e HIV-2 (GP36)
QUIMIOLUMI QUIMIO - C Antigenos do HIV-1 gp120, gp41, p24, gp36, HIV-1I peptideo sintético
NESCENCIA Particulas paramagnéticas sensibilizadas com 2 polipeptidios HIV-1 (gp41), HIV-2
x UIMIO - D 36)e 2
B [;Ztii%ao N _ proteinas recombir(girr)ne; HIV-1 (gp 160 e p25)
QUIMIO — E Micro particulas paramagnét_icas revestidas com e§trevidavidina e antigenos
recombinantes HIV 1/2 e peptideos
QUIMIO — F Antigenos recombinantes do HIV-1 e HIV-2
QUIMIOLUMI  QUIMIO - G Anticorpos Anti HIV-1 e HIV-2 recombinante
NESCENCIA ~ QUIMIO — H Anticorpos Monoclonais contra 0 p24 do HIV-1
— Deteccao R1 - Anticorpos monoclonais biotilinados anti-Agp24 HIV; R2- Anticorpos
de Ags QUIMIO -1 monoclonais Anti-Agp24 do HIV
QUIMIO —J Antigenos. p24 e anticorpos HIV-1 e HIV-2
Micro particulas revestidas de antigenos e anticorpos de HIV -1 e HIV-2 ;
ﬁ"ég@ghg:\ﬂ QUIMIO — K Sondcj;ls bFi)otiniIadas com antigengs d% HIV-1/ !—HV-FZ) e anticorpos anti-HIV p24
— Detecgéo QUIMO - L Antlgeno p24 monoclona! e Antlcorpq re(fomblnante ¢/ complexo de R_uténlo
de Ags e Acs  QUIMIO — M Proteina do HIV-1 recombln%qgtiil?nznge;ﬂ??‘;1204HIV 1-O / HIV-2 / Anticorpos
QUIMIO - O Antigeno p24 do HIV-1 e Anticorpos. do HIV-1 (inclusive subtipo O) e do HIV-2
WB— A Antigeno viral lisado do HIV — 1 e proteina de envelope especifica de HIV -2 e
um soro controle. (gp160, gpl120, p66, p55, p51, gp4l, p39, p31, p24, pl17, HIV-2)
WESTERN WB - B Proteinas antigenicas parcialmente purificadas e inativadas do HIV — 1. (gp160,
BLOT gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24, pl7)
WB—C Proteinas do virus HIV-1 e um controle interno anti-IgG. (gp160, gp120, p66, p55,

p51, gp41l, p31, p24, pl7).

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.5 METODOLOGIAS EMPREGADAS NA CARACTERIZACAO SOROLOGICA
DO HIV

3.5.1 Ensaio Imunoenzimético (EIA)

As anadlises foram realizadas respeitando e seguindo rigorosamente 0s
critérios estabelecidos pelos fabricantes na instrucdo de uso, para execucao,
validacdo do ensaio e calculo do ponto de corte (cut-off).

Para homogeneizagdo de resultados obtidos nos diferentes ensaios
imunoenzimaticos, a reatividade foi determinada pela razao dos valores de densidade
otica (D.O.) entre os plasmas avaliados e o “cut-off’ do teste(ponto de corte)

denominado de Racio.

D.O.da amostra

Cut — of f (Ponto de Corte)

= Racio

As unidades de plasma que apresentaram valores de racio superiores ou

iguais a 1,0 foram consideradas Reativas e valores inferiores a 1,0 N&do Reativas.

3.5.2 Ensaio de Quimioluminescéncia

Os valores de racio na técnica de quimioluminescéncia assim como 0S
critérios de positividade foram obtidos segundo instru¢des do fabricante do conjunto
de diagnéstico, pela razdo entre a Unidade Relativa de Luminescéncia (RLU) obtida

em cada amostra de plasma, sobre o cut-off do teste.
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3.5.3 Testes Imunocromatogréficos (Testes Rapidos)

Os testes rapidos utilizados na deteccdo de anticorpos anti-HIV1/2 foram
interpretados como reagentes ou ndo reagentes segundo instru¢des dos diferentes
conjuntos de diagnostico empregados na analise, pela analise visual do operador.

3.5.4 Western Blot

Os ensaios de Western Blot foram realizados em todas as amostras reativas
nos ensaios supracitados. Para interpretacdo do WAB, utilizamos os critérios
estabelecidos pelo fabricante dos conjuntos de diagndsticos utilizados e mostrado no
QUADRO 4.

3.6 CODIGO DE BARRAS

A insercdo da identificacdo por codigo de barras foi realizada em Computador,
utilizando o programa Microsoft Excel (2010) e fonte EAN-1 Regular disponivel na
rede. Onde na primeira coluna foram inseridos os numeros das amostras para
identificacdo técnica e na segunda coluna foram inseridos os codigos de barras com

a transcricédo do escrito para formatacdo EAN-1 Regular.



Quadro 4: Interpretacdo das tiras de Western Blot conforme fabricante.
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PADRAO INTERPRETAGCAO TESTE
Nenhuma banda especifica presente. — NEGATIVO
1 Detecc¢éo de anticorpos p17 somente. — NEGATIVO
gp 160 —L
T Deteccdo de 2 ENV (gp160 / gp120 gp41l) e GAG (pl7, p24 , p55) ou
POL (p31, p51, p66). — HIV - 1 POSITIVO
p 66 ——W.
p 55 —
s —H Deteccéo de 2 ENV (gp160 / gp4l e gpl20 ) e com GAG (pl7, p24 ,
gg;;i p55 ) ou POL (p31, p51, p66 ) e HIV - 2 especifico — HIV - 1
POSITIVO com HIV-2 INDICADO
p3t —I WB - A
Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrdo nao
v —M satisfaz os critérios para POSITIVO. -INDETERMINADO
p17 — Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrdo nao
satisfaz os critérios para banda especifica positiva, mas HIV-2 é
s visivel. — INDETERMINADO com HIV-2 INDICADO
Control —— ™
HIV-2 ——
160
90120
pes Sem apresentar bandas .. — NEGATIVO
P55
! Padrao de quaisquer bandas presentes, mas ndo satisfaz os critérios
b para POSITIVO — INDETERMINADO
WB -B
(X1
Quaisquer dois ou mais das seguintes gamas : presentes p24, gp4le
et gpl20/160. Comumente, a banda a gp41 ou gpl160 é difusa . Outras
o17 bandas virais podem ou néo estar presente — POSITIVO
Positive Control R4
3
i
e i Nenhuma tira evidenciada. — NEGATIVO
P o Presenca de GAG + POL ou apenas GAG ou apenas POL ou apenas WEB - C

P 34731 -

p24r2s o M
P18/17 o
internal
W~ control

ENV — INDETERMINADO

Presenca de 1 ENV + (1 GAG ou 1 POL) — POSITIVO

Fonte: Elaborada pela autora.
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4 RESULTADOS

4.1 NUMERO DE UNIDADES DE PLASMA RECEBIDAS

No periodo de 2001 a 2013, foram recebidas, no laboratorio, 3.828 unidades
de plasma, doravante denominadas amostras, descartadas por sorologia reativas para
diferentes patologias em servicos Hemoterapicos das diferentes regides do pais.
Dessas, 130 amostras (3%) foram identificadas por apresentarem sorologia positiva

para HIV, exclusivamente, conforme GRAFICO 1.

Gréfico 1- Quantitativo total de amostras recebidas

N=3.828

3698
(97%)

B AMOSTRAS EXCLUSIVAMENTE POSITIVAS PARA HIV
AMOSTRAS POSITIVAS PARA OUTROS MARCADORES
Fonte: LSH, 2001-2013.

4.2 ORIGEM DAS UNIDADES DE PLASMA

Das 130 unidades de plasma recebidas, neste periodo, 20 (15%) foram
provenientes da regido Nordeste, 04 (3%) da regido Centro-Oeste, 09 (7%) da regiao
Norte, 95 (73%) da regido sudeste, 02 (2%) ndo estavam legiveis para leitura,
conforme ilustrado no GRAFICO 2.



Grafico 2: Origem das unidades de plasmas recebidas

9 4 2
(7%) (3%dR%)

SUDESTE mNORDESTE NORTE CENTRO-OESTE N.I.

Fonte: LSH, 2001-2013.

4.1. SELECAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O VOLUME
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N=130

Das 130 amostras analisadas 35 (27%) foram descartadas por possuirem

menos de 200 mL, ou seja, volume insuficiente para realizagdo dos testes e posterior

utilizacdo. Descartadas conforme protocolo do laboratério. Sendo assim, 95 (73%)

amostras seguiram para analise sorolégica, GRAFICO 3.

Gréfico 3: Sele¢do das amostras de acordo com o volume.

35
(27%)

DESCARTADAS mVALIDAS
Fonte: LSH, 2001-2013.

N=130
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4.4 RESULTADOS OBTIDOS PELA METODOLOGIA DE ELISA

Na metodologia de ELISA foram utilizados produtos para deteccao de antigeno,

anticorpo e antigeno/anticorpo combinados.

4.4.1 ELISA- Deteccao de anticorpos do HIV

Das 95 amostras selecionadas foram analisadas frente a dois ELISA para
deteccado de Anticorpos (ELISA | e II- que variam entre ELISA — A até ELISA — J); com
diferentes composic¢des antigénicas, conforme QUADRO 3.

Assim, 52 (55%) amostras obtiveram resultados REAGENTES em pelo menos
dois testes executados, 33 (35%) obtiveram resultado NAO REAGENTE em ambos
os testes e 10 (10%) amostras obtiveram resultados DISCORDANTES
(Inconclusivos), ou seja, Reagente em um teste e Ndo Reagente para o outro,
conforme GRAFICO 4.

Gréfico 4: Resultados dos Elisa para detec¢éo de anticorpos.

10
(10%)

33 52

55%)
(35%) (55%) N=05

REATIVAS NAO REATIVAS INCONCLUSIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.
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4.4.2 ELISA- Deteccao de antigenos do HIV

Além dos ELISA para deteccdo de anticorpos, a caracterizacdo das amostras
verdadeiro positivas, foi complementada por mais um teste — ELISA para deteccao de
antigenos do HIV, sendo assim, foram utilizados em 28 amostras no ELISA para
deteccao de antigeno (ELISA Ill — Elisa J), obtendo os seguintes resultados: 03 (11%)
foram REAGENTES e 25 (89%) NAO REAGENTES, conforme GRAFICO 5.

Gréfico 5: Resultados dos Elisa para deteccdo de antigenos do HIV

3
(11%)

N=28

25
(89%)

REATIVAS NAO REATIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.

4.4.3 ELISA- Deteccao de antigenos e anticorpos do HIV

Na sequéncia de testes para caracterizar as amostras como verdadeiro
positivas foram utilizados ELISA para deteccdo simultdnea de antigenos e anticorpos
(ELISA IV — ELISA — L até ELISA — P) das 86 amostras analisadas, 61 (71%)
obtiveram resultados REAGENTES e 25 (71%) NAO REAGENTES, GRAFICO 6.
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Gréfico 6: Resultados dos Elisa para deteccado de antigenos e
anticorpos

N=86

= REATIVAS = NAO REATIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.

4.4.4 Racio dos resultados obtidos

A média dos valores individuais de racio nas amostras reagentes variou de 3,07
a 25,5 nos testes para deteccdo de anticorpos, 1,15 a 1,21 nos testes para deteccéo
de Antigenos e 1,05 a 23,99 nos testes para deteccdo de antigenos e anticorpos
simultaneamente, conforme GRAFICO 7.

Para fins de interpretacéo, vale ressaltar que valores de racio entre 1,0 e 2,5
séo considerados de baixa reatividade, entre 2,6 e 4,5 sédo considerados de média

reatividade, e valores superiores a 4,5 sao considerados de alta reatividade.



VALOR DE RACIO
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Grafico 7: Distribuicdo dos Racios das amostras Reagentes para HIV
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Fonte: LSH, 2001-2013.

4.8 TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO — TESTE RAPIDO

4.5.1 Teste Rapido- Deteccéo de anticorpos

Foram analisadas 88 amostras frente a dois Testes Rapidos para Deteccéo de
Anticorpos (TR — A até TR — C), destes, 52 (59%) amostras foram REAGENTES para
este marcador, 33 (38%) NAO REAGENTES e 03(3%) consideradas
INCONCLUSIVAS, ou seja, reagente para um teste e Nado Reagente para o outro,
GRAFICO 8.
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Gréfico 8: Resultados dos Testes Rapidos para detecgdo de anticorpos

N=88

= REATIVAS “NAO REATIVAS = INCONCLUSIVAS

Fonte: LSH, 2001-2013.

4.5.2 Teste Rapido- Deteccdo de antigeno e anticorpos

Quanto a andlise com Teste R4pido para Deteccéo de antigeno e anticorpos
simultaneamente (TR — D até TR — H), foram analisadas 43 amostras, obtendo os
seguintes resultados, 38 (88%) REAGENTES e 05 (12%) NAO REAGENTES,
GRAFICO 9.

Gréfico 9: Resultados dos Testes Répidos para detecgdo de antigeno e
anticorpos

N=43

= REATIVAS = NAO REATIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.
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4.9 ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA

Na metodologia de quimioluminescéncia foram utilizados produtos para
deteccdo de antigeno, anticorpo e antigeno/anticorpo combinados.

4.6.1 Ensaio de Quimioluminescéncia- Deteccdo de anticorpos

Para deteccdo de anticorpo nesta metodologia foram analisadas 62 amostras,
onde 45 (78%) obtiveram resultado REAGENTE e 13 (22%) com resultado NAO
REAGENTE, conforme GRAFICO 10.

Grafico 10: Resultados da Quimioluminescéncia para deteccéo de anticorpos

N=62

= REATIVAS “NAO REATIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.
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4.6.2 Ensaio de Quimioluminescéncia- Deteccao de antigeno

Para deteccao de antigeno, foram utilizadas 67 amostras, 33 (49%) foram
REAGENTES e 34 (51%) NAO REAGENTES, conforme GRAFICO 11.

Graéfico 11: Resultados da Quimioluminescéncia para detecgéo de antigeno

N=67

= REATIVAS “ NAO REATIVAS

Fonte: LSH, 2001-2013.

4.6.3 Ensaio Quimioluminescéncia- Detecgdo de antigeno e anticorpos

Para deteccdo simultdnea de antigenos e anticorpos, foram analisadas 76
amostras, no qual 44 (58%) obtiveram resultado REAGENTE e 32 (42%) NAO
REAGENTES para este marcador, conforme o GRAFICO 12.
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Gréfico 12: Resultados da Quimioluminescéncia para detecgéo de
antigenos e anticorpos

32
(42%)

44

(58%) | N=76

REATIVAS NAO REATIVAS
Fonte: LSH, 2001-2013.

4.7 WESTERN BLOT

Foram selecionadas 70 amostras, todas com pelo menos um resultado
REAGENTE para os testes supracitados. Depois de submetidas a analise contatou-
se que embora todas tivessem pelo menos um resultado positivo, apenas 50
confirmaram ser VERDADEIRO POSITIVAS com a presenca das bandas ENV, GAG
e POL. Destas, 47 (67%) obtiveram resultado POSITIVO apenas para HIV-1; 01 (1%)
amostra POSITIVA para HIV-2 e 02 (3%) para ambos os tipos virais, ou seja, HIV- 1
e 2. Cabe ainda destacar que 04 (6%) foram consideradas INDETERMINADAS de
acordo com o resultado preconizado pelo fabricante, conforme o GRAFICO 13.



51

Grafico 13: Resultados obtidos no Teste de Western Blot

N=70

= POSITIVO HIV-1 = POSITIVO HIV-2
POSITIVO HIV-1 E HIV-2 ENEGATIVO
INDETERMINADO

Fonte: LSH, 2001-2013.

4.7.1 Western Blot - presenc¢a das bandas ENV, GAG e POL

A distribuicdo da frequéncia de aparecimento das bandas nas diferentes
unidades de plasma analisadas deu-se de forma homogénea. A banda mais
frequentemente reconhecida foi a p24 (53/70), seguida da gpl60 (51/70), gpl20
(48/70), p66 (45/70), gp41(44/70), p17(43/70), p51 (41/70), p31 (33/70), p55 (32/70),
p39 (24/70) e HIV-2 (11/70). Observou-se que quatro unidades de plasma foram
consideradas indeterminadas, por apresentar apenas as bandas gp 160 (1/70) e p24

(3/70) e 20 amostras ndo apresentaram nenhum tipo de banda especifica (Figura 14).
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Figura 14 — Distribuicdo e frequéncia das bandas da teste de Western Blot.
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Fonte: LSH 2001-2013

4.8 QUANTITATIVO DE AMOSTRAS VERDADEIRO POSITIVAS PARA HIV

ApGs a andlise rigorosa dos resultados foi possivel caracterizar 50 amostras
com verdadeiro positivas, conforme GRAFICO 15. Estas irdo compor o novo lote de
amostras positivas para HIV e possibilitardo a ampliacdo da capacidade analitica do
Laboratério de Sangue e Hemoderivados no controle da qualidade de conjuntos para

diagndstico sorolégico do HIV.

4.9 CODIFICACAO E INSERCAO DO NOVO LOTE

Apés caracterizacdo e confirmacdo soroldgica das 50 amostras verdadeiro
positivas para HIV, estas foram incluidas ao novo lote do PAINEL POSITIVO PARA
HIV do Laboratorio de Sangue e Hemoderivados.

Como estas amostras irdo compor o segundo lote do Painel Sorologico,
deverdo ter uma nova codificacdo, a comegar com o digito 2 tendo em vista que o
primeiro lote foi iniciado com o digito 1, portanto, o novo lote comecara a partir do

numero 201, conforme demonstrado na FIGURA 11.
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Figura 10: Estrutura sequencial na nova codificacéo do lote amostral do Painel Sorol6gico para HIV

201

] ]
E inmnp NUMERO SEQUENCIAL DE AMOSTRAS
i

[ ] .

immmmmEnRy NUUMERO DO LOTE

Fonte: Elaborado pela autora.

4.10 CODIGO DE BARRAS

As 50 amostras receberdo o cédigo de barras, que € uma representacao grafica
de dados que ira permitir rapida captacdo de dados, precisdo nas informacdes e
atualizacdo em tempo real e isso implica maior controle, logo diminuira erros e reduzir
tempo de analise.

Apos insercdo dos dados no software obtém-se cédigos conforme a FIGURA
11.

Figura 11: Modelo do Cédigo de Barras

HIV201 HIV202 “H
896201 896202

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

5.1 NUMERO DE UNIDADES DE PLASMA RECEBIDAS

Objetivando a implementacdo do painel soroldgico positivo para HIV
empregado na avaliacdo de conjuntos diagndsticos, unidades de plasma positivas
para diferentes marcadores, foram encaminhadas solicitacbes para Servigcos de
Hemoterapia de diferentes regifes do pais no periodo de janeiro de 2001 a junho de
2013. Foram recebidas um total de 3.828 unidades de plasma reativas, onde 130
obtiveram resultados positivos apenas para HIV e foi dada prosseguimento as

analises.

5.2 ORIGEM DAS UNIDADES DE PLASMA

Embora todos os servicos tenham sido notificados para envio das bolsas,
apenas 9 servicos de hemoterapia contribuiram com unidades de plasma.

A maioria das unidades de plasma foi proveniente da regido sudeste procedido
da regido Norte este fato pode estar relacionado com os dados epidemiolégicos

encontrados para estas regioes.

5.3 SELECAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O VOLUME

Dentre as amostras selecionadas, 35 foram descartadas por possuirem menos
de 200 mL, ou seja, volume insuficiente. Estas ndo foram processadas em nenhum
dos testes avaliados.

Estas 35 unidades de plasma foram descartadas inicialmente por possuirem
sorologia positiva. Mesmo que a sorologia néo tivesse sido positiva, estas seriam
descartadas, pois ndo atenderiam os requisitos preconizados pela legislacdo vigente

com relacdo ao volume, segundo estabelecido na RDC 34/2014.
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5.4 RESULTADOS OBTIDOS- METODOLOGIA: ELISA

Das 95 unidades de plasma caracterizadas na sua origem como reagentes para
HIV e que possuiam volume satisfatorio para anélise, foram analisadas frente a ELISA
para deteccdo de anticorpos, onde apenas 62/95 possuiam anticorpos anti-HIV. Ou
seja, 33/95 amostras ndo possuiram anticorpos para este marcador. Para deteccéo
de antigeno 03/28 possuiam virus HIV e 25/28 ndo possuiam, além disso, para
deteccdo simultdnea de antigenos e anticorpos 61/86 possuiam antigeno e/ou
anticorpo em sua composicdo e 25/86 ndo possuiam nenhum dos marcadores
testados.

As unidades de plasma selecionadas apresentaram racio que variaram de 3,07
a 25,5 nos testes para deteccao de anticorpos, 1,15 a 1,21 nos testes para detecgao
de Antigenos e 1,05 a 23,99 nos testes para deteccdo de antigenos e anticorpos

simultaneamente, ou seja, englobam amostras de baixa, média e alta reatividade.

5.5 TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO — TESTE RAPIDO

Com relacéo a analise através de testes rapidos para Deteccdo de Anticorpos,
52/88 amostras possuiam anticorpos anti-HIV, 33/88 nao possuiam e 03/88 foram
consideradas indeterminadas pois obtiveram resultados divergentes. Quanto a
deteccgdo de antigeno e anticorpos simultaneamente 38/43 possuiam anticorpos e/ou

antigenos virais e 05/43 nao possuiam nenhum dos marcadores.
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5.6 ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA

Frente a Quimioluminescéncia as amostras foram analisadas para deteccao de
antigeno, anticorpo e antigeno/anticorpo combinados. Onde 45 /62 possuiam
anticorpos anti-HIV e 13/62 ndo possuiam. Na andlise de antigeno, 33/67 foram
positivos para presenca de HIV ou particulas virais e 34/67 foram negativas. Para
analise de ambos os marcadores 44 / 76 obtiveram anticorpos e/ou antigenos ou
particulas virais e 32 ndo possuiam ambos.

Estes resultados identificam que as amostras ndo sao comutaveis, ou seja, nao
apresentam resultados esperados em todos os produtos. Tendo em vista que néo

possuem resultados homogéneos em todos os testes.

5.7 WESTERN BLOT

Para confirmacao dos resultados, todas as amostras positivas em pelo menos
um teste (70 amostras) foram submetidas ao teste de Western Blot. Destas apenas
50 confirmaram ser VERDADEIRO POSITIVAS com a presenca das bandas ENV,
GAG e POL, 4 foram indeterminadas e as outras 16 amostras foram detectadas
como falso-positivas sendo assim desconsideradas na composigéo do painel.

As unidades de plasma selecionadas como verdadeiro positivas e que compde
0 novo 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 gp41) 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).
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5.8 QUANTITATIVO DE AMOSTRAS VERDADEIRO POSITIVAS PARA HIV

Com relacdo aos subtipos do HIV podemos concluir que 47 apresentaram
anticorpos apenas anti-HIV1; 01 apresentou anticorpos apenas anti-HIV2 e 02
apresentaram anticorpos para ambos os subtipos.

Além disso, foi possivel analisar que 4 amostras foram caracterizadas como
indeterminadas, destas 1 possuia presenca da banda referente a proteina do gene
env (gp 160) e as outras 3 com bandas referentes a proteina do gene gag (p24), estas,
foram desconsideradas quanto a composicao do painel com a possibilidade de ser
uma amostra em fase de soroconversao.

Das 16 unidades de plasma consideradas improprias para uso terapéutico por
apresentar sorologia reagente e, quando foram testadas no LSH, apresentaram
resultados divergentes, ndo indicam erro durante a triagem soroldgica no Servico de
Hemoterapia de origem. Isto pode ocorrer, pois ha uma maior precaucdo adotada
pelos Servicos de Hemoterapia buscando desta forma, melhorar a qualidade e a

aumentar seguranca transfusional.
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6 CONCLUSAO

Foram caracterizadas 50 unidades de plasma verdadeiramente positivas para
HIV. Assim, estas amostras constituem uma ferramenta de uso potencial na ampliagao
da capacidade analitica do Laboratdrio, no controle de qualidade dos conjuntos para
diagnéstico do HIV. Conjuntos estes que sao utilizados ndo s6 em laboratorios
clinicos, como apoio ao diagndstico da infeccao pelo HIV e como também em Servigcos
de Hemoterapia, na triagem soroldgica dos doadores de sangue.

A identificacdo das amostras acrescidas por cédigo de barras ir4d permitir a
captacdo de dados rapida, precisédo nas informacdes e atualizacdo de resultados em
tempo real, implicando em maior controle, diminui¢do de erros e reducao do tempo de

andalise.
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7 PERSPECTIVA

Empregar o painel confeccionado na rotina do Laboratério de Sangue e
Hemoderivados — INCQS, a fim de avaliar a qualidade dos conjuntos para diagnéstico
sorolégico de HIV existentes no mercado.

Futuramente dar continuidade ao trabalho desenvolvido com ingresso no

Mestrado Académico.
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