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RESUMO

Com o avanco tecnoldgico e a crescente demanda de testes mais sensiveis e
especificos para o diagndstico sorolégico do HIV, a cada ano o mercado nacional e
internacional disponibiliza uma grande variedade de kits, que em sua maioria s&o
empregados na triagem de doadores em Unidades Hemoterapicas (UH) e para o
diagndstico laboratorial. Isto justifica a necessidade da avaliacdo sistematica destes
produtos buscando a qualidade dos kits de diagnostico e conseqientemente a
seguranca do sangue utilizado no Brasil. Este trabalho fundamenta-se na avaliacdo da
qualidade dos conjuntos para o diagnéstico do HIV no periodo de janeiro de 2002 a
dezembro de 2006. A metodologia adotada foi a analise retrospectiva dos dados e
resultados obtidos referente as amostras de conjuntos para o diagndstico do HIV
analisadas no Laboratério de Sangue e Hemoderivados do Departamento de
Imunologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude LSH/DI/INCQS. A
partir do Sistema de Gerenciamento de Amostras(SGA 2000) do INCQS e dos registros
internos do LSH foram selecionadas 85 amostras de kits nas diferentes metodologias,
avaliados quanto a sensibilidade e especificidade além dos tipos de antigenos utilizados
na sensibilizacdo. Os produtos foram recebidos para andlise provenientes dos
seguintes segmentos: instituicbes publicas e privadas, resultando em 85% relativos a
analises prévias, 8% (analises fiscais), 6% (de analises controle) e 1% de orientacao.
Noventa e cinco por cento dos kits analisados s&o importados e 5% nacionais. Dos kits
avaliados, 98% apresentaram resultado satisfatério para sensibilidade e especificidade
e 2% apresentaram resultados Insatisfatérios para especificidade. Os resultados
apresentados neste trabalho mostram a importancia da consolidagdo de um
monitoramento de qualidade sistematico, permanente e rigido com a finalidade de
avaliar a conformidade referente a garantia, eficacia e manutencdo da seguranca dos
produtos distribuidos no mercado nacional.

PALAVRAS-CHAVE - Kits, Diagnostico, HIV, Monitoramento da Qualidade. Kits de

Diagnostico
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ABSTRACT

As technology advances and due to the increased necessity for more specific and
sensitive tests for HIV serological diagnostic each year the Brazilian and international
markets give provide a great variety of kits, which most of them are used for blood
donors screening and diagnostic tests. This justifies the need for a systematic evaluation
of these products in order to analyze the quality of the lab tests and blood used in the
country. This study was based on the evaluation of the quality of kits reagent for HIV
diagnostics between January 2002 and December 2006. The chosen methodology was
the retrospective data analysis of the obtained results referring to samples of HIV
reagents kits analyzed by Laboratory of Blood and Blood Components of the
Departmentof Immunology of the Institute of the Quality Control and
Health(LSH/DI/INCQS), during the period mentioned above. Based on the Samples
Management System (SGA 2000) at INCQS and the internal registers o of LSH and
SGA 2000, 85 samples of HIV reagent tests were selected, The analyzed products
came from the two main segments: public and private companies. In relation to the type
of analysis: 85% were previous, 8% fiscal analysis, 6%, control analysis and 1%
orientation analysis. A total of 95% of kits analyzed were imported and 5% were from
Brazil. The analyzed products showed 98% of satisfactory results for sensitivity and
specificity and 2% presented unsatisfactory results for specificity. The results
demonstrated the necessity of the maintenance of a systematic, permanent and strict
quality monitoring to evaluate the efficacy and safety of the Brazilian market products.

KEY WORDS - kits, diagnostic, HIV, quality monitoring, Diagnostic kits.
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1 INTRODUCAO

1.1 — Historico

A sigla AIDS é a denominacdo original da lingua inglesa Acquired
Immuno Deficiency Syndrome (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), uma
doenca causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV (Human
Immunodeficiency Virus), identificado ha mais de 20 anos pelo grupo de
pesquisadores franceses liderados por Luc Montaigner, e recebeu a
denominacédo de LAV (Virus Associado a Linfadenopatia) por ter sido obtido de
paciente com quadro de linfadenopatia cronica. Neste mesmo periodo, a
identificag@o desse novo virus foi confirmada nos Estados Unidos da América —
EUA- pelo Dr. Robert Gallo, que o denominou de Human T Lymphotropic Virus
type Il (HTLV-II) em funcdo de sua morfologia e tropismo por linhagens
celulares de células T CD4+ (PETZ et al,1996).

A sindrome foi primeiramente descrita em 1981, nos EUA, em
homossexuais do sexo masculino, anteriormente saudaveis, que apresentaram
pneumonia por Pneumocystis carinii, sarcoma de Kaposi e comprometimento
do sistema imune, o0 que levou a conclusdo de que se tratava de uma nova
doenca, ainda nao classificada, de etiologia provavelmente infecciosa e
transmissivel (FAUCI, 2003). Em 1983, foram relatados os primeiros casos de
transmiss&o do HIV por transfuséo sanguinea (GALVAO-CASTRO et al, 1987).
Desde sua descoberta, o HIV vem infectando milhdes de pessoas em todo o
mundo e o resultado desta infec¢do se reflete em uma destruicdo continua do
sistema imunoldgico, acarretando, apds um periodo variavel de tempo, no
estabelecimento das manifestacdes clinicas da AIDS (CONNICK, 2005).

A pandemia da AIDS ja resultou, até o momento, na morte de cerca da
metade de suas vitimas, e, além disso, todas as pessoas infectadas pelo HIV
estdo sob o risco de adoecerem e morrerem por infeccbes oportunistas e
complicagBes neoplasicas. (KLATT, 2002).

Estimava-se que até o final do século XX cerca de 100 milhdes de
pessoas estariam infectadas, a maioria das quais em paises subdesenvolvidos.
No final de 2003 a estimativa indicava de 38 milhes o niumero de pessoas
vivas infectadas pelo HIV em todo o mundo, e com 2,9 milhdes de mortes por



AIDS, naquele ano. Desde 1981, quando foram diagnosticados os primeiros
casos, mais de 20 milhdes de pessoas morreriam de AIDS (UNAIDS/WHO,
2007).

O professor Galvao Castro da Fundagdo Oswaldo Cruz e sua equipe
foram responsaveis pela identificacdo do primeiro caso de AIDS e isolamento
do virus HIV, em 1987, no Brasil, a partir de um caso de AIDS adquirida por
transfusdo sangiinea (GALVAO-CASTRO et al, 1987).

1.2 — Epidemiologia da Doenca

No Brasil, a vigilancia epidemiologica da AIDS vem sendo realizada
tomando-se como referéncia a notificacdo universal dos casos de AIDS, fase
mais avancada da infeccao pelo HIV, incluida na relagdo de doengas e agravos
de notificacdo compulséria por meio da Portaria n° 542 de 22 de dezembro de
1986, do Ministério da Saude, juntamente com a sifilis congénita (BRASIL,
1986).

Com base na notificacao da totalidade de casos de AIDS existentes no
Brasil e na historia natural da infeccdo, pode-se calcular retrospectivamente o
avanco de epidemia no pais. A notificacdo dos casos de AIDS tem sido de
grande valor para ajudar no direcionamento da resposta nacional a epidemia,
seja nas atividades de prevencéo, seja no planejamento das necessidades de
assisténcia (BRASIL, 2004a).

Varios critérios foram propostos, implantados e redefinidos para
definicAo dos casos de AIDS, com fins epidemiolégicos e a evolugcdo das
definicbes de casos de AIDS acompanha os avancos tecnoldgicos e a sua
disponibilidade. A primeira definicdo dos casos de AIDS no mundo foi
estabelecida pelo Centers for Disease Control and Prevention —CDC- dos
Estados Unidos da América em 1982 (MINISTERIO DA SAUDE, 2004 a). Em
1987, o Ministério da Saude adotou sua primeira definicdo para casos de AIDS,
restrita a individuos com idade igual ou superior a 15 (quinze) anos. A
referéncia para esta definicdo foi elaborada em 1985 pelo CDC, denominado
de “Critério CDC Modificado”, cujo fundamento se baseava na evidéncia

laboratorial da infeccédo pelo HIV e na presenca de doencas indicativas de



imunodeficiéncia, utilizando-se métodos diagndsticos definitivos (BRASIL,
2004a).

ApoOs vérias revisbes devido a necessidade de critérios mais
simplificados para definicAo de casos que nao dependessem de exames
complementares sofisticados, em 1992 foi introduzido no Brasil o Critério Rio
de Janeiro/Caracas, proposto em reunido organizada pela Organizacéo
Panamericana de Saude-(OPAS) na cidade de Caracas, em fevereiro de 1989.
O critério estabelece que o diagndstico € realizado na identificacdo clinica de
sinais, sintomas e doencas, por experiéncia de alguns servigos de saude da
cidade do Rio de Janeiro e nessa revisao, a idade também foi diminuida para
13 (treze) anos. (BRASIL, 2004a).

Dados recentes do Relatério Mundial UNAIDS/OMS do ano de 2007
revelaram que apesar da reducdo da taxa de infeccdo em alguns paises, o
namero de pessoas vivendo com HIV continua a crescer em todas as regifes
do mundo, exceto no Caribe e 0 nimero 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 (UNAIDS/OMS, 2005). Em 2007 foram notificados 2,5
milhdes de novos casos de infeccéo pelo HIV no mundo (UNAIDS/OMS, 2007)
(Figura 1).

No Brasil, no periodo de janeiro 1980 a junho de 2007 foram notificados
474.273 casos da doenca, com maior concentracdo na regido Sudeste
(289.074 casos) seguida das regides Sul (89.250), Nordeste (53.089), Centro-
Oeste(26.757) e Norte com 16.103 de casos. Em 2006 foram registrados
32.628 casos de infeccdo pelo virus do HIV no Brasil e dados referentes ao
periodo de janeiro a junho de 2007 demonstraram 13.071 notificacbes de
novos casos diagnosticados.(UNAIDS/OMS, 2007).



Visao global da infec¢céo do HIV
39,5 milhdes de pessoas vivendo com HIV em 2006

Adult prevalence rate
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Figura 1. Distribuicdo do HIV no Mundo
Fonte: UNAIDS/OMS, 2007

A propagacao da infeccdo pelo HIV revela uma epidemia de multiplas
dimensbes que vem sofrendo importantes transformacdes epidemioldgicas.
Inicialmente restrita aos grandes centros urbanos e marcadamente masculinos,
a atual epidemia da AIDS caracteriza-se pelos processos de
heterossexualizacdo, feminizacao, interiorizacdo e pauperizacdo (BRITO et al.,
2001). Com isso a infeccédo pelo HIV deixou de ser restrita as subpopulacdes
consideradas de comportamento de risco, como homossexuais, individuos
hemofilicos e usuarios de drogas injetaveis, e passou a se estender para um
universo de possibilidades de transmissdo complexo e desafiador no que tange
ao dominio do poder de ag¢do da saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil.

Um dos meios de transmissédo que mais gera preocupacao para a saude
publica € o que se da através de transfusdo de sangue e/ou de componentes
sanguineos contaminados, chegando a representar, no Brasil, mais de 15% do
total de casos de AIDS no inicio da década de 1980. Em 1988, por meio da Lei
n° 7649/88 estabelece a obrigatoriedade da testagem sorologica do HIV em
todos os Servicos de Hemoterapia no pais, com isso 0 numero de casos de

AIDS transfusional vem decaindo progressivamente e hoje é inferior a 1% do



total, de acordo com o boletim epidemiolégico da Coordenacdo Nacional de
Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS, de 01 de dezembro de 2007
(CNDST e Aids, 2007). Porém, estima-se que a chance de um individuo que
recebeu uma transfusdo de sangue contaminado com o HIV vir a se infectar é
de mais de 90%, o que significa dizer que a transmissédo pela transfusdo é
muito eficiente (PETZ et al., 1996).

1.3- O virus

O HIV é um virus RNA (género Lentivirus) pertencente a familia
Retroviridae e ao grupo dos retrovirus citopéticos e ndo-oncogénicos. Possui e
necessita de uma enzima denominada transcriptase reversa para multiplicar-
se, sendo esta enzima responsavel pela transcricdo do RNA viral para uma
copia de DNA, para integrar-se ao genoma do hospedeiro (CASSEB et al.,
2006).

Por ocasidao da multiplicacao viral, o0 DNA sintetizado pode se incorporar
ao material genético celular e ser transmitido as células filhas (CONSTANTINE,
1991). Isolados virais, obtidos em humanos, sdo agrupados em HIV-1 e HIV-2,
e subtipados de acordo com suas propriedades estruturais e gendémicas
(CASSEB, DUARTE, 2006).

O HIV-1 foi inicialmente isolado em 1980, porém no ano de 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, os quais
logo foram substituidos por técnicas que permitiam revelar os dois tipos de
virus (BERTOZZI et al, 2006).

Recentemente, tém sido descritas variantes genémicas (subtipos), tanto
de HIV-1 quanto de HIV-2, em pacientes infectados procedentes de diferentes
regibes geogréficas. Os isolados de HIV-1 sdo classificados em 3 grupos de
variantes genémicas, determinados através da técnica de sequienciamento e
genotipagem do HIV: M (major), O (outlier) e N (new). O grupo M é o mais
encontrado no mundo e evoluiu geneticamente para formar os subtipos que
vao de A ao J. No Brasil hd predominancia do subtipo B (80% das infeccdes),
seguidos dos subtipos F e C (MYERS, 1995) e nos Estados Unidos da América



e Europa , o subtipo B do HIV-1 é responséavel pela quase totalidade das
infeccoes.

No que diz respeito ao HIV-2, descrevem-se cinco subtipos: A, B, C, D, e
E, sendo pouco frequente os registros de infeccédo por este tipo do virus HIV
nos Estados Unidos, sendo o mesmo restrito a Africa  Subsaariana
(SANTORO et al., 2000; CASSEB; KOMNINAKIS, ABDALLA, L. et.al., 2003).

O HIV-1 e o HIV-2 apresentam semelhanca genética de
aproximadamente 40 a 45%, o que justifica a possivel reagdo cruzada nos
testes sorolégicos. Esta variabilidade de subtipos pode causar diferentes
indices de transmissibilidade e / ou patogenicidade (KNIGHT, PATTERSON,
1997), aléem de confundir as estratégicas laboratoriais, pois a sensibilidade e
especificidade analitica dos testes podem diferir com relagdo as diferentes
variantes virais (HU et al., 1996).

O genoma do HIV, similar aos demais retrovirus, contém trés principais
genes: gag, pol e env e estes genes codificam 0s principais componentes
estruturais e funcionais do HIV, incluindo as proteinas do envelope e a enzima
transcriptase reversa. Os principais componentes codificados por env sdo as
glicoproteinas do envelope: gpl160, gp120 e gp4l e os codificados pelo gene
gag incluem as proteinas do nucleocapsideo “core” p55, p40, p24 (antigeno do
core), pl7 (matriz), e p7 (ndcleocapsideo). Ja as proteinas importantes
codificadas pelo gene pol sdo as enzimas p66 e p51 (transcriptase reversa),
pll (protease) e p32 (integrase) (LIMA et al., 2006). (Figura 2).

1.4- Formas de Transmissao

As principais formas de transmissao do HIV 1 e 2 sdo: sexual, sanguinea
,em receptores de sangue ou hemocomponentes ndo testados, usuarios de
drogas injetaveis, pré-natal, transmissdo da méae para o filho durante a
gestacdo, parto ou por aleitamento materno e transplante de 6rgaos. Além
destas formas mais frequentes, pode ocorrer em menor escala a transmissao
ocupacional, ocasionada por acidente de trabalho, em profissionais de saude
que sofrem ferimentos com instrumentos pérfuro-cortantes contaminados com
sangue de pacientes infectados pelo HIV (BERTOZZI et al., 2006).
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Figura 2. Morfologia do virus HIV

Fonte: www.avert.org

1.5- Infecgao pelo HIV

A infeccao pelo HIV pode ser dividida em quatro fases clinicas: infec¢ao
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 e 0 tempo entre a exposicdo e a manifestacdo dos
sintomas varia de 5 a 30 dias e duram, em média, 14 dias. Apos a resolucao da
fase aguda, ocorre a viremia que se estabiliza em niveis variaveis, definido pela
velocidade da replicacéo e depuracao viral e na fase assintomatica, sédo poucas
ou inexistentes as alteracdes no estado geral. Porém, ha dois aspectos muito
importantes, as infeccbes oportunistas e certos tipos de céancer, ambos
decorrentes da imunossupressdo, marca principal da sindrome (PETZ et al.,
1996). Na fase sintomatica inicial, podem surgir sinais e sintomas
inespecificos, de intensidade variavel e processos oportunistas, principalmente
em pele e mucosas. Dentre estes processos, destacam-se: a pneumonia por
Pneumocystis carinii, a tuberculose, a toxoplasmose cerebral, as micoses de
maneira geral, principalmente as infecgBes orais e esofagianas por Candida
albicans, as micobactérias atipicas e as infec¢des intestinais por
Criptosporidium e Balantidium. Ja as neoplasias mais frequentes sdo o
sarcoma de Kaposi, os linfomas cerebrais, o0 melanoma, o céancer invasivo do

colo de utero, o cancer de pulmao, entre outros (MOLLINSON et al., 1996).

Logo apds haver a interacéo virus-hospedeiro, na fase mais precoce da

infeccdo, o sistema imunologico apresenta capacidade de resposta imune



satisfatéria tanto por meio de resposta humoral, anticorpos anti-HIV, como
celular, respostas das células T citotdéxicas. Embora, a maioria das proteinas
virais do HIV, incluindo a p24 e gp4l, sejam altamente imunogénicas, as
respostas humorais variam de acordo com a carga viral e a competéncia
imunoldgica do hospedeiro. A antigenicidade desta variedade de componentes
prové os meios de deteccédo de anticorpos, que € a base da maioria dos testes
laboratoriais para o HIV (FAUCI et al., 1996).

Anticorpos contra o HIV aparecem principalmente no soro ou plasma de
individuos infectados, em média, 3 a 12 semanas ap0s a infec¢do. O periodo
compreendido entre o inicio da doenca e o0 aparecimento dos anticorpos é
denominado de janela imunolégica. Durante este periodo os niveis de
anticorpos anti-HIV sdo muito baixos e ndo detectaveis pelos testes disponiveis
(Figura 3).

Apds a soroconversdo 0s anticorpos atingem niveis detectaveis e
persistem durante toda a vida (BERTOZZI et al, 2006).
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Figura 3. Curso da infec¢cdo pelo HIV na auséncia de terapia anti—retroviral.
Fonte: COVAS, 2007.

1.6- O impacto econdmico da infec¢éo pelo HIV no Brasil

Os impactos sociais da AIDS sédo de extrema significancia, seja por
conta do aumento do numero de infectados pelo HIV, seja pela letalidade da
doenca. Seus reflexos na economia sao igualmente relevantes, pois, na grande

maioria dos casos, a doenca atinge a populacdo economicamente ativa, e 0s



custos do tratamento sdo bastante elevados. No caso especifico do Brasil,
deve-se acrescentar a esse cenario o fato de que os pacientes HIV/AIDS tém
sido assistidos, com maior freqiéncia, em hospitais publicos credenciados e
ambulatorios especializados, localizados em todas as regides do pais. Existem,
porém, novas formas de atendimento introduzidas pela Coordenacdo Nacional
de DST e Aids (CN DST/AIDS), como € o caso dos Hospitais-Dia e da
Assisténcia Domiciliar Terapéutica (NUNES, 1998).

Estudos realizados por Medice e Beltrdo, em 1996, demonstram o0s
custos estimados com cuidados médicos em pacientes infectados pelo HIV, em
16.689 dolares por ano por paciente, muito proximo dos 17.731 dodlares
estimados para o Sistema Publico de Saude na Inglaterra, no mesmo periodo.
Deste total, cerca de 38,2% eram gastos com medicamentos e 61,8%
compunham outros gastos com custos de pagamento de pessoal, internacdes,
exames de diagndsticos e outros. Vale ressaltar a observacdo de André Nunes
(1998):

“

. O aumento com gastos em medicamentos,
ocorridos nos Ultimos anos, ndo reduziu os gastos
com internacdes”.

Em 1996, o Ministério da Saude estimou em um bilhdo de ddlares os
gastos com a aquisicdo de medicamentos. Para cumprir com rigor a Lei
Federal N° 9313 de novembro de 1996 (BRASIL, 1996) - que assegura aos
portadores de HIV e doentes com AIDS o0 acesso aos medicamentos
necessarios para o tratamento, estimou-se em uma cifra de 2.29 bilhdes de
dolares o custo para aumento na capacidade de enfrentamento da epidemia. A
Declaracdo de Compromisso sobre HIV e Aids das Nacfes Unidas traz, em
suas diretrizes, trés itens de interesse direto: profilaxia e exposi¢cdo do HIV para
profissionais de salde; acesso a profilaxia primaria e secundaria de doencas
oportunistas; acesso ao tratamento de doencas oportunistas e a execucao de
programas efetivos de ampla escala no tratamento dos portadores de HIV/AIDS
(NUNES, 1998).

O custo médio por internacdo por alguma doenca relacionada a AIDS,
paga pelo Sistema Unico de Satde — SUS gira em torno de R$ 700,00. O custo



com medicamentos de primeira linha, que sdo produzidos no Brasil, é de
aproximadamente US$ 600/paciente ao ano. Estes medicamentos foram
distribuidos para 170.000 pacientes no ano de 2006, resultando em um gasto
aproximado de US$ 450 milhdes. Os anti-retrovirais de segunda linha, ou
importados, custam aos cofres publicos US$ 1,380 ao ano por paciente
(PORTELA, 2006). Existem também os custos previdenciarios relacionados a
aposentadoria e licenca para tratamento de saude de pacientes diagnosticados
positivos para o virus do HIV, cujos parametros da Lei Federal n° 7.670 de 08
de dezembro de 1988 (BRASIL, 1988) destacam:

“Estende aos portadores do virus do HIV
os beneficios de: licenca para tratamento de
saude; aposentadoria; pensdo especial; auxilio
doenca; levantamento de valores correspondentes
ao FGTS e/ou pecllio, independentemente de

rescisdo contratual”.

No ano de 2005 foram registrados 3,25 milhdes de doacfes de sangue
no Brasil (UNAIDS/OMS, 2005). Para cada unidade de sangue total doada,
foram produzidos até 04 (quatro) tipos de hemocomponentes diferentes, com
possibilidade de contaminacdo pelo virus HIV em até 04 (quatro) possiveis
receptores destes componentes sanguineos caso o doador seja portador do
virus da imunodeficiéncia humana. Os custos da triagem sorolégica variam
entre US$ 4.70 a US$ 9.50 por amostra de pacientes em laboratérios de
analises clinicas ou por amostras de possiveis doadores de sangue em
Servigos de Hemoteria (KOTHE et al, 2003).

1.7- Diagnostico Sorologico do HIV

Em 1985 foram liberados os primeiros conjuntos de diagndsticos para
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 implantagdo ocorreu, primeiramente,
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nos Servigos de Hemoterapia e, posteriormente, como método diagnostico para
os individuos de risco para a infeccéo pelo HIV-1 (JOON-SUP, 2006).

A deteccao de anticorpos tem sido a principal ferramenta utilizada no
diagnostico da infeccao pelo HIV em laboratérios de saude publica e na triagem
sorolégica de doadores em Servicos de Hemoterapia (JUNG-AH, 2005).

Devido ao avanco da infeccdo por HIV, que atingiu a marca de 29.166
casos de AIDS notificados, o governo Federal Brasileiro estabeleceu um
programa nacional para diagnostico, monitoramento e tratamento de pacientes
com HIV/AIDS. Este programa tem merecido reconhecimento internacional por
tratar das questdes relativas a HIV/AIDS, tendo a distribuicdo gratuita de
medicamentos  antiretrovirais a indicacdo de um dos pontos fortes do
Programa (CASSEB, DUARTE, 2006).

Quanto ao diagnéstico laboratorial da infecgdo pelo HIV, o Ministério da
Saude (MS), por meio da Portaria n° 59 de 28 de janeiro 2003, estabeleceu a
sub-rede de Laboratérios do Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS (PNDST/AIDS) sob a Coordenacdo Nacional de
DST/AIDS (CNDST/AIDS) do MS, formada pelos laboratérios de referéncia
estaduais, municipais e federais, como também instituiu centros colaboradores

as seguintes instituicoes:

* Departamento de Imunologia/ I0C/ FIOCRUZ;

* Departamento de Reativos/ Biomanguinhos / FIOCRUZ;

* Laboratério Avancado de Saude Publica/ IPFM / FIOCRUZ;

« Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude/ FIOCRUZ;
» Departamento de Doengas Infecto Parasitarias/ EPM/ UNIFESP;
* Setor de Sorologia/ DBM/ Instituto Adolfo Lutz.

Os centros colaboradores tém como atribuicdo assessorar nas questdes
de padronizagdo técnica, desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, capacitar
recursos humanos, realizar procedimentos laboratoriais de alta complexidade e
avaliacdo externa da qualidade dos testes para deteccdo do anti - HIV
(BRASIL, 2003).
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Quanto aos Servicos de Hemoterapia, estes sao regulados por
legislacdo especifica, a Resolugdo RDC n° 343 de 13 de dezembro de 2002,
revogada pela Resolucdo RDC 153 de 14 de junho de 2004, que estabelece o
Regulamento Técnico para os procedimentos hemoterapicos, incluindo a
coleta, o processamento, a testagem, o armazenamento, O transporte, 0
controle de qualidade e o uso humano de sangue, e seus componentes,
obtidos do sangue venoso, do corddo umbilical, da placenta e da medula
O0ssea. Esta Resolucdo torna obrigatéria a realizagdo de dois (02) testes
diferentes e concomitantes, para triagem sorolégica para o HIV antes da
liberacdo de bolsas de sangue e hemocomponentes para uso, ou seja, “um dos
testes deve ser imunoenziméatico e o segundo podera ser por outra técnica com
principio metodoldgico ou antigénico distinto do primeiro” (BRASIL, 2004,
2002).

No que concerne ao diagnostico laboratorial da infeccdo pelo HIV, A
Portaria n°® 488 de 17 de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria
assim como a Portaria n° 59 de 28 de janeiro 2003, do Ministério da Saude,
estabelecem o fluxo para diagnostico do HIV para individuos a partir dos dois
(02) anos de idade que devera ser seguido pelas Unidades Hemoterapicas e
Laboratérios de Analises Clinicas, publicos, privados ou conveniados ao
Sistema Unico de Salde (SUS), respectivamente (figuras 3 e 4) (BRASIL,
2003, 1998). preconizando a realizacdo de um teste imunoenzimatico — ELISA -
para a triagem soroldgica do HIV e em outro kit de composi¢cdo antigénica,
metodologia ou fabricante diferente. As amostras com resultado positivo na
triagem sorolégica devem ser confirmados, posteriormente, pelo método de
Imunofluorescéncia Indireta ou pelo Western Blot (Figura 4) (BRASIL, 2003,
1998).
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FLUXOGRAMA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-HIV
EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 2 ANOS
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Figura 4: Fluxograma para diagnéstico do HIV em individuos com idade acima de 02 anos
preconizado para Laboratérios de Andlises Clinicas (BRASIL, 2003).

Fonte: www.aids.gov.br
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FLUXOGRAMA PARA DIAGNOSTICO DO HIV EM
INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 02 ANOS

Figura 5: Fluxograma para diagndéstico do HIV em individuos com idade acima de 02

anos preconizado para servigos de Hemoterapia (BRASIL, 1998).

Muitas metodologias foram desenvolvidas e aplicadas a utilizagédo
rotineira para o estudo de marcadores biologicos e sorolégicos, associados a
infeccdo e doenca causadas pelo HIV. Tais metodologias podem ser divididas
basicamente nos seguintes grupos (FERREIRA, AVILA, 2001):

» determinacao soroldgica de anticorpos circulantes;
» deteccéo e quantificagédo de antigenos virais (Ag p24);

* isolamento do virus;
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» deteccdo e quantificacdo de genomas, cDNA ou RNA (ensaios de
amplificacdo de acidos nucléicos); e
» testes Uteis ao progndstico, como niveis de células T CD4+ e da

proteina -2 microglobulina.

Na tabela 1, estdo identificados o0s principais testes diagnosticos
utilizados na deteccéo da infec¢do causada pelo HIV aprovados pela “Food and
Drug Administration” (FDA), principal agéncia reguladora americana
(MYLONARKIS et al., 2000):

Conceitualmente o0s testes sorologicos para o HIV podem ser

considerados de triagem e confirmatorios.

Tabela 1: Testes diagnésticos para a infeccédo causada pelo HIV.

Categoria/ Teste Uso Clinico Comentarios

Sensibilidade 100% e especificidade igual ou
superior a 99,5%. Pacientes recentemente
infectados apresentam um periodo chamado
Testes para anticorpos/Enzyme-linked “janela imunoldgica” (periodo de tempo entre a

immunosorbent assay (ELISA) Triagem primaria aquisi¢éo da infec¢do e a soroconversao).

Especificidade de cerca de 99,5%. De
4% a 20% dos soros repetidamente reativos no

Western blot (WB) Mais comum teste ELISA (HIV-1) sdo indeterminados no Western
confirmatério blot.
Confirma a presenca de Sensibilidade e especificidade similares ao
Imunofluorescéncia indireta (IFI) anticorpos anti-HIV Western blot.

Usado para avaliar a doenga sintomatica

Detecgéo de antigenos virais/Antigeno p24 aguda, e como um teste de triagem para reduzir a
(ELISA) Diagnéstico auxiliar “janela imunoldgica” em doadores de sangue.
Deteccao de acidos nucléicos/Reagdo em Monitora a progressao da Util no diagnéstico da infeccdo aguda em
cadeia da polimerase (PCR) e reagdes de infeccdo e a eficaciada  pacientes de alto risco com Western blot negativo
“Branched-DNA” terapia anti-retroviral ou indeterminado.

Muito especifico, porém, relativamente insensivel
devido a varios graus de viremia encontrados e

Cultura viral/Cultura do HIV Diagnéstico auxiliar dificuldades técnicas.
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1.7.1-Testes de Triagem

A triagem sorologica para o HIV consiste na primeira etapa da testagem
das amostras de soro ou plasma de doadores de sangue ou de pacientes, e 0s

kits utilizados podem ser baseados em uma das seguintes metodologias:

. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) € 0 ensaio mais
freqientemente empregado na detec¢do de antigenos e/ou anticorpos anti-
HIV, sendo o teste de escolha na triagem de doadores por sua facilidade de
automacdo, custo relativamente baixo e elevada sensibilidade e
especificidade. Seu formato € o mais apropriado para a triagem de um grande
namero de amostras; e seu principio basico é a imobilizacdo de um dos
reagentes, antigeno ou anticorpo, em uma fase sélida, enquanto outro
reagente pode ser ligado a uma enzima, preservando tanto a atividade
enzimatica como as atividades antigénica ou imunolégica do reagente ligado.
A presenca de antigenos ou anticorpos pode ser detectada pelo
desenvolvimento de um produto final colorido, cuja intensidade é medida por
espectrofotometro com comprimento de onda indicado pelo fabricante do kit
de diagnostico empregado. A intensidade da coloracdo é diretamente
proporcional a presenca de antigenos/anticorpos na amostra (Figura 6)
(LING-JU, 2005). Os resultados sao liberados como “Reagente” e “Nao
Reagente” de acordo com o limiar de reatividade do teste ou cut-off, em torno
do qual serdo expressos o0s resultados do ensaio segundo célculos
determinados pelos fabricantes de cada conjunto para diagndstico utilizado
(NOVACK et al, 2006).
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Figura 6 Microplaca de ELISA

Fonte: Fotografia do Laboratério de Sangue e Hemoderivados
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. Quimioluminescéncia S&o reacbes que conduzem a emissdo
de luz a partir de complexos fluorescentes, acridina, ruténio, etc, que podem
ser iniciados quimica ou eletricamente. A reagdo ocorre em etapas distintas,
onde o soro ou plasma do doador ou do paciente € incubado frente a
antigenos ou anticorpos marcados com biotina e exposto a anticorpo
marcado com substancia luminescente (conjugado). Na segunda etapa, o
anticorpo ou o antigeno presente na amostra do doador ou paciente se liga a
microparticula marcada por streptavidina e exposta a campo elétrico, no caso
da eletroquimioluminescéncia, ou a substrato luminescente, no caso da
guimioluminescéncia, e a luz emitida é detectada e amplificada por um
fotomultiplicador. A concentracdo de anticorpos ou antigenos é diretamente
proporcional a quantidade de luminescéncia emitida. Possuem sensibilidade
comparavel aos testes ELISA, entretanto necessitam de equipamento

especificos para sua realizacdo (MORIMURA et al, 2006).

. Aglutinacdo (teste simples). Este ensaio caracteriza-se pela
formacédo de agregados visiveis como resultado da interacdo de anticorpos
especificos e particulas insolliveis que contém determinantes antigénicos em
sua superficie. A aglutinacdo pode ocorrer tanto com particulas que
apresentam determinantes antigénicos naturais em sua superficie, hemacias,
bactérias protozoarios, etc, como particulas inertes, latex, poliestireno ou
mesmo com células antigenicamente modificadas ndo relacionadas,
hemécias, bactérias, as quais adsorvem ou se fixam antigenos soluveis. No
primeiro caso a reacao € dita aglutinacdo direta, e no segundo, aglutinacao
indireta ou passiva. A forma de visualizacdo depende de cada produto ou
fabricante além do tipo de particula e fase solida utilizada. Os testes podem
ser realizados em placas (Figura 7), laminas de vidro ou cartdes de plastico
(BRANSON, 2000).
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. Testes rapidos
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Figura 7: Ensaio de aglutinacéo.

Fonte: Laboratério de Sangue e Hemoderivados
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possuem sistema de leitura visual,

0 que

dispensa o uso de equipamento laboratorial, facilitando sua aplicabilidade em

estudos epidemioldgicos e em laboratérios de pequeno porte. Estes testes

sdo denominados imunocromatograficos, e empregam geralmente antigenos

virais fixados a um suporte solido, como membranas de celulose ou nylon,

latex, microparticulas ou cartelas plasticas (Figura 8). Sdo de simples

execucao e possuem sensibilidade comparavel aos testes ELISA. Entretanto,

por se tratar de leitura visual, devera ser executado por técnico experiente. A

utilizacdo destes testes tem uso restrito devido ao seu alto custo por ensaio
realizado (KISSIN et al, 2008).
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Figura 8: Teste rapido com resultado positivo e negativo
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1.7.2 — Testes Confirmatorios
Sao testes que apresentam maior especificidade, portanto, sdo utilizados
para confirmar os resultados positivos obtidos nos testes de triagem e sao

representados pelas seguintes metodologias:

* Western-Blot (WB) € considerado “padrdo ouro” para confirmacéo do
resultado reativo obtido na etapa de triagem. Tem alta especificidade e
sensibilidade, entretanto, 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 o peso molecular. Em seguida, os
antigenos assim separados sao transferidos para uma membrana, geralmente
de nitrocelulose. A partir desta fase, o teste segue o mesmo principio do
ELISA, entretanto a deteccdo da sua reacao € 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: gpl60,
gp120, gp4l, p66, p51, p31, p55, p24, p17 mais a gp 36, que caracteriza o HIV-
2 (LAKSHMI, PONAMGI, 2002), e sua interpretacdo € estabelecida pelo
fabricante do kit (Quadrol).

Quadro 1. Critérios de interpretacdo das bandas identificadas no Western Blot

Padréo .
gp160 Interpretacéo
opi20 Nenhuma banda viral especifica presente Negativo

Deteccéo de anticorpos contra pl7 (unicamente) e auséncia total de outras Negativo
- 66 bandas.
. s Deteccdo de 2 ENV (gp160/gp4l e gpl120) e GAG (pl7, p24, p55) ou POL | HIV-1 Positivo
(P31, p51, p66).
B s
Deteccdo de 2 ENV (gpl60/gp4l e gpl20) e GAG (pl7,p24, p55) ou POL | HIV-1 Positivo
(p31, p51, p66) e a banda especifica de HI V- 2 é visivel S
—— com indicios de
op
031 HIV-2
- p24 Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrédo ndo satisfaz os | Indeterminado
critérios para POSITIVO
p17
Quaisquer bandas virais especificas presentes mas o padrao ndo satisfaz os | Indeterminado
critérios para POSITIVO e a banda especifica de HIV- 2 é visivel. com
-2 Indicios de HIV-
(*) 5

* perfil de distribuicdo das bandas no Western Blot

19




* Imunofluorescéncia Indireta  (IFIl), (Figura 9) 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. Apoés
lavagens, a preparacédo € incubada com o conjugado fluorescente e, se houver
anticorpo no soro, o conjugado reage com 0 anticorpo especifico para o
antigeno. A substancia mais comumente utilizada € o isotiocianato de
fluoresceina ligada a anti-imunoglobulina (fluorocromo) (FITC). Requer para
leitura um microscépio de fluorescéncia. As células coradas sdo examinadas
num microscopio que as expde a luz ultravioleta, capaz de excitar o corante
fluorescente, o qual emite luz num comprimento de onda caracteristico
visualizado por meio de filtros adequados. O anticorpo liga-se ao antigeno
intracelular; anti-lg marcado com fluoresceina liga-se ao anticorpo;
fluorescéncia visualizada em microscépio UV. A interpretacdo dos resultados
se d4 em funcdo do percentual de células que apresentam fluorescéncia
(COVAS, HADDAD, 2007).

hi &ocio indireto de imunol uorescéncia
. [
<k - b
P ¢ Lavacem Lavacem
! — j +g~l\“ —_— / _93;

+
% C onjugado & }—I
T Anticomo o7 =

Anticeno

Figura 9: Ensaio de IFI.
Fonte: Ferreira & Avila, 2001.
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1.8 — Outros Testes

1.8.1 - Pesquisa de Antigenos

Os testes que pesquisam o antigeno p24 possuem indicagdo no
diagndstico laboratorial precoce de infecgbes pelo HIV, no recém-nascido de
mae soropositiva (JUNG-AH et al, 2005). Este teste quantifica a concentracéo
da proteina do core viral - p24 — presente no plasma ou no sobrenadante de
cultura de tecido. Embora esta proteina esteja presente no plasma do paciente
em todos os estagios da infeccdo pelo HIV, sua maior prevaléncia ocorre antes
da soroconverséo e nas fases mais avancadas da doenca. O teste é baseado

no método ELISA, sensibilizado com anticorpos monoclonais anti-p24.

1.8.2 - Deteccéo do Virus HIV

Testes de deteccédo 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 amplificacéo
do genoma do virus (carga viral): andlise quantitativa da carga viral por
técnicas baseadas na amplificacdo de acidos nucléicos. Tém alta sensibilidade,
permitindo o0 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 e ¢é uatil no

acompanhamento de soropositivos (SIGALL, 2005).

1.9— Evolugéo dos Testes para HIV

Desde sua introdugcdo em 1985, os testes de triagem e confirmatérios
empregados no diagnostico sorologico do HIV estdo em constante evolucéo
tecnolégica. A busca por testes mais sensiveis e especificos levou ao
desenvolvimento de ensaios de diferentes geracbes classificados
comercialmente, de acordo com antigeno empregado. S&o denominados de
testes de 1% geracdo aqueles obtidos por lise viral a partir de cultivo do virus
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em linfécitos humanos cuja sensibilidade e especificidade eram prejudicadas
pela presenca de proteinas contaminantes provenientes das células de cultivo
do virus. Estes foram denominados testes de primeira geracéo e o periodo de
janela imunoldgica era de, aproximadamente, 44 dias. Os testes de 2° geracgéo
surgiram em 1988 e empregam proteinas recombinantes, obtidas a partir da
insercdo de um fragmento do genoma viral em um veiculo bioldgico (bactérias,
leveduras ou linhagens celulares) resultando em um antigeno (Ag) pelo veiculo
modificado. A janela imunoldgica para estes testes oscila por volta de 33 dias
(DUARTE et al., 2001).

Ensaios de 3% geracdo foram lancados no mercado em 1989 e
empregam peptideos sintéticos, obtidos apds a determinacdo da sequéncia de
aminoacidos de um antigeno. A mesma pode ser construida a partir de um
pool de aminoacidos livres, usando um sintetizador de peptideos. O periodo de
janela para estes testes € de 22 dias, em média. Em 1995, foram
desenvolvidos conjuntos que detectam simultaneamente anticorpos anti- HIV -
1, HIV-2 e HIV “O” (capazes de detectar o grupo “0”). Os testes de 4% geracdo
(combinados), compreendem combinacfes de antigenos e de anticorpos das
diferentes geracdes. Foram lancados no mercado a partir de 1997 e reduziram
para 17 a 18 dias o periodo de janela imunolégica (SAEZ-ALQUEZAR, 2008).

Testes que detectam antigenos ou anticorpos anti-HIV1 e 2 devem
possuir alta sensibilidade (100%) e especificidade (> ou = a 99,5%) a fim de
impedir a ocorréncia de resultados falso-negativos e falso-positivos,
respectivamente. Resultados falso-negativos acarretam risco sanitério,
constituindo agravo a saude. Resultados falso-positivos expressam prejuizo
social ao paciente ou ao doador. Desta forma, o emprego de reagentes de alta
especificidade e sensibilidade é fundamental a garantia da qualidade dos testes
executados, conferindo confiabilidade aos resultados obtidos, tdo necessarios
ao correto diagnostico desta doenca (CONSTANTINE, 1993; BRASIL, 1996).

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 &
aplicado em individuos sabidamente ndo reagentes para a doenca em questao
(CONSTANTINE, 1993).
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Em resumo, a seguranca e confiabilidade dos testes para diagndstico
sorolégico do HIV dependem, entre outros parametros, da sua sensibilidade e
especificidade. Levando em consideragdo o grande numero de conjuntos
disponiveis para o diagnéstico do HIV, torna-se necessario a realizacdo do
controle da qualidade destes produtos antes de sua liberagdo para o mercado
nacional (BRASIL; LAKSHMI, PONAMGI, 1996; 2002).

O monitoramento efetivo dos conjuntos para diagnoéstico de uso “in vitro”
para a deteccdao de anti-HIV, encontra-se regulamentado por forca de
legislagéo sanitaria tornando obrigatoria a avaliacdo da sua qualidade antes do
mesmo ser disponibilizado no mercado através da Portaria n° 8 de 23 de
janeiro de 1996 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude
(BRASIL, 1976; 1996).

Neste contexto, o Laboratério de Sangue e Hemoderivados do
Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (LSH/DI/INCQS), atende a demanda da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria/MS, analisando sistematicamente kits de diagnostico para
doencas transmissiveis pelo sangue e reagentes imunohematoldgicos, atravées
de analise prévia, fiscal e de controle, quanto aos parametros de sensibilidade

e especificidade diagnostica, empregando painéis sorologicos especificos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para a melhoria do diagnéstico da infeccdo pelo HIV, assim
como para a triagem sorolégica, realizados em laboratérios de Andlises
Clinicas e Unidades Hemoterapicas, através da analise dos dados disponiveis

sobre a qualidade dos reagentes empregados para essas analises.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar retrospectivamente os dados referentes as amostras de
conjuntos diagnosticos empregados na triagem sorologica e no
diagnéstico do anti-HIV analisados no INCQS, entre janeiro de 2002 e
dezembro de 2006, quanto a sua sensibilidade e especificidade analitica
guanto aos aspectos gerais e técnicos;

2. Avaliar os tipos de antigenos e suas regifes imunodominantes utilizadas
na sensibilizagdo dos conjuntos para o diagnostico do anti-HIV
analisados no INCQS;

3. Avaliar os resultados das analises da rotulagem dos conjuntos para
diagnostico do anti-HIV, frente aos critérios preconizados pela legislagéo

vigente;

4. Adicionalmente, avaliar os dados obtidos sobre os conjuntos para o
diagnéstico do anti-HIV empregados nas Unidades Hemoterapicas
durante inspecdo nestes servicos e correlaciona-los com os Kkits
avaliados no INCQS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fonte dos dados

Para a realizacdo, deste trabalho foram utilizadas as informacdes

constantes nos seguintes segmentos:

Sistema de Gerenciamento de Amostras (SGA 2000) do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) - sistema
utilizado no cadastro e controle das amostras analisadas no
INCQS, permitindo a rastreabilidade desde entrada até a emisséo

do laudo analitico.

Cadernos de Registros para conjuntos de diagndsticos in vitro do
LSH; incluem os dados referentes aos ensaios realizados para
cada produto no que diz respeito ao quantitativo de amostras
analisadas, numero dos protocolos de andlises, numero de
amostras utilizadas, além de calculos de sensibilidade e

especificidade.

Dados registrados nos Roteiros de Inspec¢Oes utilizados em
inspecdes nas Unidades Hemoterapicas no periodo de outubro de
2003 a novembro de 2006, para averiguacao do cumprimento das

boas praticas de fabricacdo em Servicos de Hemoterapia.
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3.2 Selecédo da Amostragem

Foram selecionados e avaliados retrospectivamente no periodo de
janeiro de 2002 a dezembro de 2006, os laudos analiticos referentes a 85 kits
de diferentes metodologias analiticas empregadas no diagndstico soroldgico do
HIV encaminhados ao INCQS/FIOCRUZ em atendimento a Portaria N° 8 de 23
de janeiro de 1996 e Lei 6360 de 23 de setembro de 1976 para analise no
Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH) do Departamento de
Imunologia (DI).

A amostragem compreendeu os kits de diagnostico utilizados na
pesquisa de anticorpos e/ou antigenos do HIV 1, HIV 2, e HIV1/2, HIV1/2 +
O nas diferentes metodologias de triagem - ELISA, Quimioluminescéncia, Teste
Rapido, e Aglutinacdo; e confirmagdo sorolégica - Western Blot,
Imunofluorescéncia e Imunoblot; excetuando-se os kits acessorios tais como:
calibradores e controles, fluidos e kits destinados a amplificacéo e deteccao de
acidos nucléicos para HIV .

Os kits diagnosticos foram recebidos no INCQS, na Sala de Amostras do
Departamento de Apoio aos Programas de Saude (DAPS), responséavel pelo
cadastro e acondicionamento e estocados em temperatura especificada pelos

fabricantes até o momento da analise laboratorial no LSH.

3.3 Requerente das Analises

Foram avaliados os requerentes das analises, distribuidos em

instituicdes publicas e privadas.

3. 4 Modalidades de Analise

Em atendimento a demanda gerada pela GGTPS/ANVISA e de outros
orgaos governamentais o INCQS realiza analise prévia, fiscal, controle e de
orientacdo nos kits de diagndésticos pertencentes ao Grupo D, previstos na
Portaria N° 8 de 23 de janeiro de 1996, revogada por meio da Resolu¢cdo RDC
206 de 17 de dezembro de 2006. Atualmente de acordo com a RDC 206 de

17/12/2006 os kits analisados neste trabalho incluiram o0s reagentes
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pertencentes a Classe Ill , ou seja, aqueles que apresentam alto risco ao
usuario ao paciente e/ou a saude publica sendo estes sujeitos a registro. No
presente trabalho foram incluidas as 4 modalidades de analise abaixo

discriminadas :

Analise Prévia — por definicdo é aquela efetuada em produtos sob o regime de
Vigilancia Sanitaria, a fim de ser verificado se 0s mesmos podem ser objeto de
registro (BRASIL, 1977a). Para realizacdo da analise prévia dos produtos em
guestao, foram encaminhados ao INCQS os seguintes documentos: cépia da
Formulacdo de Diligéncia emitida pela Geréncia Geral de Tecnologia e
Produtos para Saude (GEFVIT/GTPS/ANVISA), Certificado de Liberacdo do
Lote encaminhado e coépia do pagamento da taxa de analise (Portaria
338/2005-PR- Fiocruz). O guantitativo de amostras encaminhado para analise
laboratorial incluiu 1500 testes de mesmo numero de lote quando avaliamos os
testes de triagem tais como: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), Ensaio
Quimioluminescéncia, Teste Rapido e Aglutinacdo e de 300 testes de mesmo
n° de lote para os Testes confirmatérios: Imunofluorescéncia Indireta, Western

Blot e Imunoblot .

Andlise Fiscal — efetuada nas amostras de produtos registrados, em carater
de rotina, para a apuracgéo de infracdo ou verificacdo de ocorréncia fortuita ou
eventual. Neste caso a amostragem analisada variou de acordo com o

discriminado nos termos de apreensao que acompanharam os produtos.

Andlise Controle - efetuada em amostras sob regime de Vigilancia Sanitéria,
apos sua entrega ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do
produto com a formula que deu origem ao registro. (BRASIL, 1977a). Para
analise controle foram encaminhados 1000 testes de triagem e 300 testes
confirmatorios de mesmo numero de lote, além de documentacdo pertinente,
que envolveram documentos referentes a pregdes eletronicos para aquisicéo
de kits de diagndstico.

Além das analises previstas na legislacao, o INCQS adota um outro tipo
de analise denominada andlise de orientacdo , que € requerida pelos 6rgaos

publicos, exceto as VISAs.
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3.5 Fabricantes dos Produtos

Classificamos os kits analisados de acordo com os dados referentes ao
Fabricante do Produto baseados na rotulagem externa dos produtos
encaminhados para analise laboratorial em: Produto Nacional e Produto

Importado.

3.6 Analise Laboratorial dos Kits para o diagnostic 0 soroldgico do HIV

Como ferramentas utilizadas para avaliacdo dos kits de diagndsticos
submetidos a analise laboratorial, empregamos painéis soroldgicos constituidos
por amostras de plasma e/ou soro humanas verdadeiramente positivas (VP) e
verdadeiramente negativas (VN) a seguir discriminadas:

3.6.1 Painel sorolégico negativo

Empregado na avaliacdo da especificidade clinica dos kits de
diagnéstico do HIV, o painel sorolégico negativo € composto por um
quantitativo que variou de 1200 a 1300 amostras de soro e plasma humano
provenientes do Hemocentro do Rio de Janeiro (HEMORIO), caracterizadas
como verdadeiramente negativas apos sorologia realizada segundo legislacéo
vigente para os seguintes marcadores: anti-HIV-1/2; anti-HTLV-1/2; Hepatite B
(HbsAg e anti-HBc); Hepatite C (anti-HCV); Doenca de Chagas e Sifilis.
Tratam-se de amostras coletadas semanalmente, que s&o cadastradas,
fracionadas em tubos para congelamento (criotubos Nunc®) de 1,8 ml

estocadas a 4°C positivos por um periodo ndo superior a 7 dias.
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3.6.2 Painel sorolégico positivo

O painel sorologico positivo foi empregado na avaliacdo da sensibilidade
cllinica ou diagnéstica dos kits para diagnoéstico do HIV. A confeccdo do
painel soroldgico anti-HIV deu-se a partir da obtencdo de unidades de plasma
provenientes de Servicos de Hemoterapia de todas as Regifes do pais.
Através de solicitacdo formal, os Servigcos de Hemoterapia foram contactados
para envio de unidades de plasma ao INCQS que ap0s realizacdo dos testes
de triagem sorolégica, preconizados pela RDC n° 153/04, apresentaram
resultado reagente para uma ou mais patologias avaliadas (HIV1/2, HTLVI/II,
HBc, HBsAg, HCV, Chagas e Sifilis). Estas unidades, consideradas
impréprias para 0 uso terapéutico, segundo critérios estabelecidos na
legislacéo vigente, foram obtidas a partir do fracionamento do sangue total de
doadores, colhido com anticoagulante CPDA — 1 (Citrato, Fosfato, Dextrose e
Adenina), (Figura 10).

Sangue Total Imunohematologia

.ABO Rh
D ——_— i F" Pesquisa de
i

Anticorpos Irregulares

_— ﬁif_» Sorologia
Centrifugacao
anti-HIV1/2 (2 testes)
l anti-HTLV I/1l
Hepatite B (HBsAg, anti-HBc)
Plasma Hepatite C (anti-HCV)
Plaquetas Chagas
Leucocitos Sifilis
Hemacias
Hemocentros
2N g
8 ey —
Concentrado
Globular Plasma
INCQS

Figura 10 - Obtencéo das unidades de plasma
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As unidades recebidas no INCQS foram cadastradas, descongeladas,
processadas, fracionadas e tiveram a sorologia confirmada no LSH seguindo-
se rigorosamente a legislacdo vigente aplicavel a triagem sorologica de
doadores em Servicos de Hemoterapia, RDC n° 153/04, anexo VI, e
estocadas até o momento do uso. As amostras com reatividade para HIV
confirmadas formaram o painel sorologico positivo anti-HIV do LSH composto
no periodo avaliado por 150 amostras de plasma (RIBEIRO, 2005) A Figura 11
demonstra o fluxo realizado para triagem e confirmacdo das amostras de

plasma recebidas para elaboracdo do painel soroldgico anti-HIV.
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Figura 11 - Fluxograma de elaboracéo de painel positivo para HIV



3.6.3 Outros Painéis

Painéis comerciais, contendo amostras de soro e plasma, distintos dos
caracterizados no Laboratério de Sangue e Hemoderivados comercializados
nacional e internacionalmente, foram utilizados com a finalidade de
complementar os painéis do LSH com amostras consideradas “padrao ouro”,
tais como: amostras de soroconversdo, amostras reativas para HIV-2,
amostras com diferentes titulos de reatividade para HIV 1 e HIV 2 ,
amostras reativas somente para proteina p24 do HIV-1, além dos Padrdes
de Referéncia Internacional NIBSC (National Institute of Biological Standards

and Controls).
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3.7 Avaliacdo de desempenho dos Kits de diagnostico

Através da avaliacdo da sensibilidade e especificidade, analise
documental, e de rotulagem os kits recebem laudo analitico como satisfatorios

e insatisfatorios segundo os critérios abaixo discriminados:

3.7.1 Avaliacdo da sensibilidade

Os kits foram submetidos a analise seguindo-se rigorosamente as
instrucdes de uso de cada fabricante. Para as analises de sensibilidade clinica
ou diagnostica foram utilizadas amostras verdadeiramente positivas que
corresponderam nos testes de triagem de 150 a 200 amostras nos testes
confirmatorios o quantitativo de amostras variou de 40 a 50 amostras. Nesta
amostragem estéo incluidas, os soros padrao ouro, os padrdes de referéncia
além dos controles negativos, positivos e calibradores, quando aplicaveis, para
cada um dos conjuntos de diagndstico testados nos quantitativos discriminados
na Tabela 2.

3.7.2 Avaliacdo da especificidade

Para avaliagdo da especificidade clinica ou diagndstica foram utilizadas
amostras verdadeiramente negativas cujo quantitativo variou de 1300 a 1350
amostras nos testes de triagem e de 40 a 50 amostras nos testes
confirmatorios. Na amostragem supracitadas foram incluidos na avaliacdo, os
soros padrao ouro, os padrées de referéncia além dos controles negativos,
positivos e calibradores, quando aplicaveis, para cada um dos conjuntos de

diagnéstico testados nos quantitativos discriminados na Tabela 2.
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Tabela 2.Quantitativo de amostras verdadeiramente positivas e negativas utilizadas nas

analises dos kits.

Teste N° de N° de Total de testes
Avaliacdo Amostras VP Amostras VN realizados
Testes Sensibilidade e
de Triagem Especificidade 150-200* 1300-1350 1500
Testes Sensibilidade e
Confirmatorios Especificidade 40-50* 250-260 300

VP: Verdadeiramente positivas, VN: Verdadeiramente negativas, * incluidos padrdes

3.8 Critérios de aceitabilidade

3.8.1 Sensibilidade

No que diz respeito a sensibilidade, foram considerados satisfatoérios os
kits de diagndstico, independente da metodologia avaliada, que apresentaram
valores de sensibilidade igual a 100%, ou seja, com auséncia de resultados
falso negativos (FN). O procedimento para calculo de sensibilidade foi realizado

como descrito abaixo :

Sensibilidade = verdadeiros positivos X 100
verdadeiros positivos + falsos negativos

3.8.2 Especificidade

Foram considerados satisfatorios os kits supracitados que apresentaram
valores de especificidade iguais ou superiores a 99,5%, ou seja, presenca de
até 0,5% de amostras falso positivas (FP). Abaixo descrevemos a formula para
calculo da especificidade diagnostica (CONSTANTINE, 1991).

Especificidade = verdadeiros negativos X 100
verdadeiros negativos + falso positivos
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3.9 Andlise da rotulagem e instru¢des de uso

A andlise da rotulagem foi realizada com base na Portaria n° 08 de
23/01/96 (em vigéncia no periodo avaliado) . Foram consideradas satisfatorias
as amostras que apresentaram a rotulagem secundaria,externa, e rotulagem
priméria ,interna, e instrucdes de uso em conformidade com a legislacédo
vigente especifica (BRASIL, 1996).

3.10 Avaliacdo dos kits para diagnostico do HIV uti lizados em

unidades hemoterapicas

Por fazermos parte da equipe de inspetores credenciados a realizar
Inspecbes em Unidades Hemoterapicas, Portaria n® 35 de margo de 2000,
realizamos analise retrospectiva dos dados referentes aos kits que estariam
sendo utilizados na triagem de doadores de 15 Unidades Hemoterapicas
submetidas a Inspecao sanitaria de rotina no periodo de outubro de 2003 a

novembro de 2006.
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4 RESULTADOS

4.1. Quanto as amostras recebidas e selecionadas pa ra analise

No periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2006 foram recebidas,
selecionadas e analisadas 85 amostras de kits para diagnostico do HIV, de acordo
com o cadastro do SGA, segundo a metodologia analitica, tipos do HIV e periodo
analisado, respectivamente. (Grafico 1, 2 e 3).

Das 85 amostras de kits para diagnostico do HIV objetos deste estudo,
observou-se que a metodologia analitica prevalente foi ELISA representado por
40%, seguida por Testes Répidos com 33%, Ensaios de Quimioluminescéncia
com 15%, Western Blot com 8%, Ensaio de Aglutinacdo com 2%, Ensaios de

Imunofluorescéncia Indireta e ImunoBlot com 1%.

Gréfico 1 — Distribuicao dos produtos quanto a metodologia analitica — 2002 a 2006.

1%(n=1)
2%(n=2) g (n=7)

1%(n= 1)

40% (n= 33) 15%(n= 13)

33%(n= 28)

ImunoBlot ®IFI m Aglutinacéo Western Blot E Quiminoluminescéncia Teste Rapido M ELISA
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As 85 amostras de kits para diagnoéstico do HIV selecionadas e analisadas

segundo a metodologia, foram assim distribuidas:

a) em 2002, um total de 23 kits representados 43% (10/23) de ELISA, 26% (6/23)
Testes Rapidos, 9% (2/23) Ensaios de Quimioluminescéncia, 4% (1/23) ImunoBIlot
e 18% (4/23) Western Blot;

b) em 2003, um total de 14 kits representados — 64% (9/14) de Testes Rapidos,
22% (3/14) ELISA, 7% (1/14) Ensaio de Aglutinacdo e 7% (1/14) de Ensaio de
Quimioluminescéncia,

c) em 2004, um total de 16 kits representados — 44% (7/16) de Testes Rapidos,
25% (4/16) de ELISA, 19% (3/16) de Ensaio de Quimioluminescéncia, 6% (1/16)
de Ensaio de Aglutinacéo e 6% (1/16) Western Blot;

d) em 2005, um total de 18 kits representados — 34% (6/18) de Ensaio de
Quimioluminescéncia, 28% (5/18) de ELISA e 28% (5/18) Testes Réapidos, 5%
(1/18) de Western Blot e 5% (1/18) de Imunofluorescéncia Indireta;

e) em 2006, um total de 14 kits representados — 79% (11/14) de ELISA e 7%
(1/14) de Testes Rapidos, 7% (1/14) de Ensaio de Quimioluminescéncia e 7%
(1/14) de Western Blot (Grafico 2).

Gréfico 2 — Distribuicdo das amostras analisadas segundo a metodologia — 2002 a 2006 (n= 85

amostras).
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Das 85 amostras de kits para diagnéstico do HIV analisadas segundo a
metodologia e tipo de testes, observou-se que para HIV-1, 44% corresponderam
ao Western Blot, 22% (2/9) ao ELISA e Ensaio de Quimioluminescéncia e 12%
(1/9) de IFI; para o diagnostico do HIV-2 foi analisado somente 1 kit de Western
Blot; para HIV-1/2 foram analisados: 46% (28/61) de Testes Rapidos, 34% (21/61)
de ELISA, 12% (7/61) de Ensaio de Quimioluminescéncia, 3% (2/61) de Ensaios
de Aglutinagdo e Western Blot e 2% (1/6) de ImunoBlot; no caso de HIV-1/2+0:
71% (10/14) de ELISA e 29% (4/14) de Ensaios de Quimioluminescéncia (Grafico
3)

Gréfico 3 — Distribuicdo das amostras analisadas segundo a metodologia e tipos de teste —
2002 a 2006 (n= 85 amostras).
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4.2. Quanto aos requerentes de analises de kits par

Os requerentes de analises

a diagnéstico do HIV

foram discriminados em: Empresas

Farmacéuticas, Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e

Aids, Secretarias do Estado de Saude, Secretarias de Vigilancia Sanitéria,

Coordenadoria de Portos Aeroportos e Fronteiras do Rio de Janeiro, Hemocentros

da Paraiba, Laboratérios Centrais de Saude Publica. As empresas farmacéuticas

representaram 85% (n= 72) das amostras analisadas, seguido de 6% provenientes

dos LACENS, 5% das Secretarias de Vigilancia Sanitaria e 1% foram provenientes

da CPAF/RJ, CNDST e Aids e Hemocentro da Paraiba, conforme observado no

Gréfico 4.

Gréfico 4 - Distribuicdo dos requerentes de analises — 2002 a 2006.
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4.3. Quanto a modalidade de analise de kits para di  agndstico do HIV

As amostras de kits para diagnéstico do HIV recebidas no INCQS no
periodo estudado foram analisadas por meio das seguintes modalidades de
andlises: Fiscal, Controle, Orientacdo e Prévia. Como apresentado no Gréfico 5,
dos 85 kits para diagndstico do HIV, 85% referem-se a analise prévia, 8% analise

fiscal, 6% andlise de controle e 1% andlise de orientacao.

Gréfico 5 - Distribuicdo quanto a modalidade de andlises — 2002 a 2006.
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4.4. Quanto a fabricacédo dos kits para diagnéstico do HIV

Os kits de diagnostico do HIV analisados no estudo foram fabricados no
pais e no exterior. Os produtos importados representaram 95% das amostras

analisadas e 5% corresponderam aos produtos nacionais. (Grafico 6)

Gréfico 6 — Distribuicao dos produtos quanto a fabricacdo — 2002 a 2006.
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4.5. Quanto aos tipos de teste dos kits para diagné  stico do HIV
Os kits para diagnostico do HIV foram agrupados em 2 diferentes tipos de

testes segundo a sua nhatureza, para triagem e confirmatérios. Destes, 84%

corresponderam aos testes de triagem e 16% aos confirmatorios (Gréafico 7).
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Gréfico 7 - Distribuicdo dos kits quanto aos tipos de teste — 2002 a 2006.
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4.6. Quanto a pesquisa de antigenos e anticorpos de kits para diagndstico do
HIV

Dos kits para diagndstico do HIV analisados, 81% corresponderam aos Kits
para pesquisa de anticorpos do HIV, 15% para pesquisa de antigenos e anticorpos
do HIV e 4% para pesquisa de antigenos do HIV (Grafico 8).
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Gréfico 8 — Distribuicdo quanto a pesquisa de antigenos e anticorpos — 2002 a 2006.
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4.7. Quanto aos tipos de HIV, pesquisa de antigenos e anticorpos e
metodologia analitica

Os kits para diagnostico do HIV foram analisados quanto aos tipos do HIV
frente & pesquisa de antigenos e anticorpos relativo as diferentes metodologias.
Conforme discriminado no Gréfico 9, as 85 amostras de kits para diagnostico do
HIV foram analisadas para pesquisa de anticorpos (Ac), antigenos + anticorpos

(Ag+Ac) e antigenos (Ag) frente aos diferentes parametros:

 Amostragem : 81% (69/85) dos kits analisados foram destinados a
pesquisa de anticorpos do HIV dentre os quais 63% (54/69) do HIV-1/2,
15% (13/85) pesquisa de antigenos + anticorpos do HIV, destacando — 9%
(8/13) de HIV-1/2 e 6% (5/13) de HIV-1/2+0 e 4% (4/85) a pesquisa de
antigenos do HIV composto de 4% (3/3) de HIV-1.
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» Diferentes metodologias analiticas e a pesquisa de antigenos e
anticorpos: Teste Rapido, Ensaio de Aglutinagdo e ImunoBlot —
corresponderam a 100% (29/29), (1/1) e (2/2) de anticorpos do HIV-1/2,
respectivamente; IFI com 100% (1/1) de anticorpos do HIV-1, ELISA — 50%
(16/32) de anticorpos do HIV-1/2, 22% (7/32) de anticorpos do HIV-1/2+0,
16% (5/32) de antigenos + anticorpos do HIV-1/2, 6% (2/32) de antigenos +
anticorpos do HIV-1/2+O e 3% (1/32) de antigenos e de anticorpos do

HIV-1 respectivamente.

* Quanto aos Ensaios de Quimioluminescéncia - 30% (4/14)
corresponderam a pesquisa de anticorpos do HIV-1/2, 21% (3/14) de
antigenos + anticorpos do HIV-1/2 e HIV-1/2+0O e 14% (2/14) de antigenos
do HIV-1 e anticorpos do HIV-1/2+0 respectivamente Western Blot — 50%
(3/6) de anticorpos do HIV-1, 33% (2/6) de anticorpos do HIV-1/2 e 16%
(1/6) de anticorpos do HIV-2.

Gréfico 9 — Distribuicdo dos kits para diagnostico quanto a pesquisa de antigenos e anticorpos e
metodologia analitica — 2002 a 2006.
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4.8. Quanto a composicdo antigénica dos kits parad  iagnéstico do HIV

Quanto a composigcado antigénica utilizada na sensibilizacdo da fase sélida
das 85 amostras analisadas, 45% apresentaram antigenos obtidos por tecnologia
de recombinacdo génica, ou seja, proteinas recombinantes; 15% com peptideo
sintético; 1% com lisado viral; 2% combinacao lisado viral e peptideo sintético;
20% combinacdo de proteina recombinante e peptideo sintético; 5% com
anticorpos monoclonais; 5% combinacdo de proteina recombinante e anticorpo
monoclonal; 4% combinacdo de peptideo sintético e anticorpo monoclonal; 2%
combinacdo de proteina recombinante, peptideo sintético e anticorpo monoclonal

e 1% utilizaram células sensibilizadas com antigenos do HIV 1e 2. (Gréfico 10).

Gréfico 10 — Distribuicdo da composi¢do antigénica dos produtos analisados — 2002 a 2006.
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4.9. Quanto aos sitios imunodominantes do HIV

Quanto as regibes imunodominantes utilizadas na sensibilizagéo,
observamos que as regides do HIV mais utilizadas correspondem as proteinas do
envelope, com 58%, correspondendo a gp41l com 31%, gp120 com 16% e gp160
com 11% e 42% correspondeu as proteinas do core, sendo a p24 com 36%, p31
com 4% e p26 com 2% (Gréfico 11).

Gréfico 11 — Sitios imunodominantes utilizados na sensibilizacdo dos kits de diagndstico do HIV —
2002 a 2006.
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4.9.1. Quanto a sensibilidade diagnostica

Em relacdo a sensibilidade diagnéstica, 100% (n=85) apresentaram

resultados satisfatérios (Gréfico 12).

Gréficol2. Avaliagdo da sensibilidade.
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4.9.2. Quanto a especificidade diagnéstica

Em relacdo a especificidade, esta variou de 99,1 a 100% conforme
observado no Grafico 13. Considerando os parametros legais (especificidade
minima de 99,5%), dois conjuntos analisados apresentaram desempenho
insatisfatorio: 01 ELISA (de terceira geracao, sensibilizado com gp120, gp36, p24
e gp 41) com especificidade analitica de 99,1% e 01 teste de Western Blot (lisado

viral) que apresentou bandas inespecificas. (Gréficos 14 e 15).
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Graficol3. Avaliacao da especificidade.
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4.9.3. Quanto ao motivo da insatisfatoriedade

Gréfico 14. Motivo da insatisfatoriedade dos kits estudados.
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4.9.4. Quanto a avaliacéo Final

Foi observado que 98% das amostras mostraram-se satisfatorias, sendo
gue somente duas foram reprovadas (Grafico 14) devido a especificidade,

conforme j& mencionado (Grafico 13).

Gréfico 15. Avaliacdo da especificidade
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4.5 Avaliacdo dos kits para diagnosticos do HIV uti  lizados em Unidades

Hemoterapicas

Foram avaliados dados quanto aos antigenos usados na sensibilizacdo dos
kits de diagnosticos do HIV utilizados em 15 Unidades Hemoterapicas quando da
participacdo em inspecdes sanitarias desses estabelecimentos localizados nas
diversas regides do Brasil: Centro—Oeste (n=2), Nordeste (n=6), Norte (n=2),
Sudeste (n=3) e Sul (n=2) no periodo de 2003 a 2006. Os dados foram
comparados com os 85 kits analisados no INCQS entre 2002 e 2006 e os

resultados obtidos estao descritos na Tabela 5.



Tipo de Sensibilizagéo

Kits para HIV testados no
INCQS 2002 a 2006 (%)

Kits para HIV usados nas
15 U.H. 2003 a 2006 (%)

Lisado viral
Proteina recombinante
Combinado Lisado viral e proteina
recombinante
Peptitdeo sintético
Combinado de proteina
recombinante e peptitdeo sintético
Combinado de proteina
recombinante e/ou peptitdeo
sintético a anticorpos
Anticorpos monoclonais
Outros

Total

46

15

20

5
2
100

50

13

17

20

0

0
100

Tabela 5. Comparacgdo entre os kits de diagnostico do HIV analisados no INCQS, no periodo de

2002 a 2006, e os utilizados nas 15 Unidades Hemoterapicas (U.H.) inspecionadas entre 2003 e

2006.
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5 DISCUSSAO

As dimensdes da pandemia que atingiu 2,5 milhdes de novos casos
notificados em 2007 (UNAIDS/OMS, 2007) reafirmam a relevancia do tema e a
importancia dos estudos que abordam os aspectos da doenca, infeccao,
desenvolvimento de vacinas e novas opcbes de terapia, epidemiologia,
diagnéstico, entre outros.

Apesar dos esforcos dos programas governamentais e organismos
internacionais como a OMS, o combate e controle da AIDS e infec¢do por HIV
ainda constituem um desafio, em especial para os paises mais pobres. Na
Africa, a AIDS é um dos problemas cruciais, com alta prevaléncia de individuos
infectados por HIV (MAHE et al., 2002; DOUGAN, PATEL, TOSSWILL, SINKA,
2005). No Brasil, programas com énfase na prevencdo e tratamento tém
auxiliado a manter a situacdo epidémica estabilizada nos Ultimos anos
(UNAIDS/WHO, 2007).

O diagnoéstico precoce da infeccdo por HIV € extremamente importante
para evitar a disseminacao do virus e implementar as oportunidades de terapia
(KWON et al., 2006), pois os riscos relacionados a falta de qualidade desses
conjuntos estdo, portanto diretamente relacionados a disseminacao do virus e
aumento da epidemia.

A qualidade dos insumos utilizados tanto para diagndstico quanto para a
qualificacdo do sangue e seus componentes para posterior transfusao, implica
na confiabilidade do diagndstico e conseqientemente na seguranca do sangue
utilizado no pais. Portanto, a necessidade de efetivar sistemas que garantam a
qualidade desses produtos e servicos correlacionados deve ser uma
preocupacao constante de todos os segmentos da area da saude envolvidos.

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
unidade da FIOCRUZ, é o Laboratorio de Referéncia do Ministério da Saude na
area de Vigilancia Sanitaria e tem como missdo contribuir para a promocéao e
recuperacdo da saude e prevencdo de doencas, atuando como referéncia
nacional para as questdes cientificas e tecnoldgicas, relativas ao controle de
qualidade de produtos, ambientes e servigos vinculados a Vigilancia Sanitéria,

abrangendo as areas de alimentos, cosmeéticos, medicamentos,
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imunobiolégicos, sangue, hemoderivados, artigos e insumos para a saude,
entre outros (BRASIL, 1976, 1977, 1996, 2007).

O INCQS desempenha também funcdes multidisciplinares que
envolvem: atividades analitico-laboratoriais, desenvolvimento tecnolégico,
cooperacao técnica e ensino em saude. Assim, o Laboratorio de Sangue e
Hemoderivados do Departamento de Imunologia do INCQS (LSH/DI/INCQS),
analisa sistematicamente kits de diagnosticos em atendimento a demanda do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, com base na legislacdo especifica
vigente, realizando andlises em diversas modalidades incluindo as previstas na
legislacdo: andlises preévias, fiscais, de controle. Além dessas séo realizadas as
analises de orientagcdo para programas do Ministério da Saude como o
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) e o Programa Nacional de Doengas
Sexualmente Transmissiveis e AIDS (PNDST/AIDS) (BRASIL, 1976, 1977,
INCQS, 2007).

Embora o INCQS ja atue na area de sangue, hemoderivados e conjuntos
diagnosticos ha aproximadamente duas décadas, até o momento os dados
provenientes das amostras de kits diagnosticos para deteccdo do HIV
analisadas ainda nao tinham sido avaliados de forma tdo abrangente no seu
conjunto, razdo que, junto a relevancia do tema, motivou a realizacdo do
presente estudo. Por outro lado, observa-se que a literatura sobre AIDS e
temas correlacionados € bastante vasta, inclusive no Brasil (COVAS, HADDAD,;
BERTOZZI et al; CASSEB, DUARTE; FAUCI, GALVAO; VITORIA; BUSCH,
2007; 2006; 2003; 2002; 1997), entretanto, dados abordando a qualidade de
kits de diagndsticos do HIV s&o escassos no Nosso pais.

Em funcdo da diversidade de kits, tomou-se como periodo de estudo
janeiro de 2002 a dezembro de 2006, quando um total de 85 amostras de
diferentes kits para o diagnostico sorologico do HIV foram recebidas e
analisadas no INCQS.

Destas 85 amostras de kits para diagnéstico do HIV recebidas para
analise no periodo deste trabalho, o ELISA com 40% (n=33) foi a metodologia
analitica prevalente, seguida dos Testes Rapidos com 33% (n=28), e juntos
responderam por 73% de toda amostragem recebida no periodo avaliado. Isto
se deu devido ao numero destes kits que ja se encontravam no mercado e para

0os quais foram solicitadas revalidacdes de registros, concomitantes a
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solicitacdo do registro de novos produtos que utilizam estas metodologias. Por
outro lado o ELISA, devido sua robustez, facilidade de execucdo e de
padronizacao, é aplicavel a laboratérios de pequeno e de grande porte, sendo
o mais disponibilizado. Além disto, seu custo € mais baixo do que os demais
testes (COVAS et al., 2007).

Quanto aos testes rapidos, estes também podem ser utilizados em
locais onde ndo ha possibilidade de se realizar testes de ELISA e em casos de
urgéncia. O ponto negativo principal para a sua utilizacdo em grande escala
esta ligado ao custo por teste (KISSIN et al. 2008), mais alto do que o ELISA,
portanto, deve ser utilizado somente em situacdes especificas.

De acordo com PHILLIPS e colaboradores (2000), que avaliaram testes
rapidos, 0 uso desses testes em uma area geografica especifica deve ser
validado para assegurar que o0 teste possui sensibilidade adequada aos
subtipos de HIV-1 circulantes na regido. A avaliagdo da qualidade destes kits
para utilizacdo no mercado nacional € realizada no INCQS principalmente
frente a painel soroldgico oriundo de todas as regiées do Brasil.

Quanto aos Ensaios de Quimioluminescéncia com 15% (n=23), o
percentual obtido deve-se a necessidade de equipamentos especificos na
utilizacdo destes kits aléem de uma rotina com quantitativo de testes que
justifique sua utilizacdo. Em relagéo ao Western Blot com 8% (n=7), Ensaios de
Imunofluorescéncia Indireta e ImunoBlot com1% (n=1), estes apresentaram um
quantitativo que reflete a demanda do mercado, pois tratam-se de ensaios
confirmatorios e séo utilizados em amostras que apresentaram resultado
positivo nos testes de triagem soroldgica.

Quanto aos requerentes de analise dos kits para o diagnéstico do HIV,
destacaram-se as empresas farmacéuticas com 85% (n= 72) das amostras
encaminhadas para andlise (Gréafico 4). Este percentual corresponde as
andlises prévias em atendimento as exigéncias da ANVISA, para registro
destes produtos.

Em relagdo as amostras coletadas e encaminhadas ao INCQS por
instituicdes publicas, os LACENS responderam com 6% (n= 5), e as Secretarias
de Vigilancia Sanitaria com 5% (n= 6) das analises e os dados analisados
demonstram que somente 8% (n= 07) das amostras foram submetidas a
analise fiscal seguida da analise controle com 6% (n= 05) e a analise de
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orientacdo com 1% (n= 01) das amostras recebidas e avaliadas no
LSH/DI/INCQS (Gréfico 5). Desta forma, julgamos de fundamental importancia
a proposta do estabelecimento de programas de monitoramento, que permitam
verificar de fato, a qualidade dos kits que tém sido empregados na pratica
laboratorial para diagndstico e em Unidades Hemoterapicas para triagem
sorologica.

A avaliagdo de produtos sujeitos ao regime de vigilancia sanitaria é
complexa e envolve, desde o processo de registro, a inspecdo as empresas
fabricantes e ao monitoramento dos produtos dispostos para utilizacdo. Apesar
de todas as amostras submetidas a analises fiscais terem apresentado
resultados satisfatérios, o0 niumero analisado foi muito pequeno considerando a
relevancia do produto para a saude publica.

Avaliando a origem dos produtos encaminhados para analise prévia,
constatou-se que os produtos importados representaram 95% das amostras
analisadas e apenas 5% corresponderam aos produtos nacionais.
Consideramos de relevancia o0 incentivo a empresas nacionais para o
desenvolvimento de conjuntos diagndsticos no pais, o que possibilitar4 redugéo
de custos, maior disponibilidade destes produtos, além de facilidades para
acOes de inspecao sanitaria.

Em relacdo as metodologias e tipos de testes, (Gréafico 3), verificou-se
reduzido niumero de kits para o diagnéstico do HIV-2, que se justifica na
incidéncia extremamente baixa deste tipo do virus no Brasil, sendo restrito a
Africa Subsaariana (BERTOZZI et al, 2006). Os kits para diagnostico apenas
do HIV-1 sdo em quantidade relativamente pequena, devido ao fato de que
para conquistarem o nicho de mercado representado pelos Servicos de
Hemoterapia, devem atender a legislacdo em vigor para estes servicos,
Resolugdo RDC n° 153 de 14 de junho de 2004, que estabelece que os kits
utilizados para fim de triagem sorolégica do HIV devem ser capaz de
diagnosticar HIV-1 e HIV-2 (BRASIL, 2004), e ndo por conta da possivel reagdo
cruzada descrita por KNIGHT, PATTERSON (1997).

Quanto aos tipos de teste dos kits para diagnéstico do HIV, os testes
para triagem responderam por 84% das amostras recebidas para realizacao de
analise prévia e o percentual de testes confirmatérios foi de 16% do total
recebido no periodo. A demanda e a oferta pelos testes confirmatérios € menor
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porque estes sdo utilizados somente ap6s as amostras do doador ou do
paciente apresentarem resultados positivos nos testes de triagem.

Dentre os kits avaliados quanto a pesquisa de antigenos, anticorpos e
combinados de antigenos e anticorpos, 81% dos kits analisados no periodo
foram para pesquisa de anticorpos do HIV, 15% destes kits foram os que
combinam antigenos e anticorpos do HIV, sendo utilizado tanto para deteccéo
de antigeno quanto para anticorpo do HIV e 4% para pesquisa de antigenos do
HIV (Gréfico 08).

Em relacdo as regifes da estrutura do virus, utilizadas na sensibilizagédo
dos kits, ha predominio das proteinas do envelope com 58% e distribuidas da
seguinte forma: gp41l com 31%, gpl20 com 16% e gpl60 com 11% e das
proteinas do core com 41% assim distribuidas: p24 com 36%, p31 com 4% e
p26 com 2%. Sao as regibes mais imunogénicas. Segundo Phillips e
colaboradores (2000), o sitio imunodominante gp4l € a regido mais
comumente usada para desenhar ensaios baseados em peptideos.

Embora a literatura cite com maior énfase a utilizagdo de conjuntos para
diagnéstico do anti — HIV sensibilizados com antigenos de terceira e de quarta
geracdo (SAEZ-ALQUEZAR; LY et al; CARVALHO; CANNA et al, KWON et al;
BEELAERT et al; SAVILLE et al; BEIRNART et al; BRUST et al; LAPERCHE et
al; WEBER et al; GURTLER et al; 2008; 2006; 2002; 2001; 2000; 1998),
observou-se, neste trabalho, que 46% dos conjuntos testados apresentaram a
fase solida sensibilizada por antigenos obtidos por proteina recombinante,
comercialmente denominados de antigenos de segunda geracao; apenas 15%
foram sensibilizados por peptideos sintéticos, comercialmente denominados de
terceira geragcdo e os testes combinados de antigeno e anticorpo, de quarta
geracado, corresponderam a 16% dos analisados e os demais ocorreram em
baixos percentuais (Grafico 09).

Por outro lado, os dados obtidos neste trabalho indicam que 50% dos
kits de diagnostico do anti-HIV utilizados nas 15 unidades hemoterapicas
inspecionadas eram de segunda geragdo, 13% de terceira geragcdo e 17%
combinando segunda e terceira geracfes. Dos conjuntos analisados no INCQS
no periodo, somente 24% correspondeu segunda e terceira geracdes (Tabela
5).



O trabalho mais abrangente até o momento, foi realizado na Franga por
Ly e colaboradores (2007), no qual foram avaliados 06 kits para o diagnéstico
do HIV sensibilizados com antigenos, comercialmente, denominados de quarta
geracdo e 02 com antigenos de segunda geragdo e concluiram que os testes
de quarta geracdo tém maior especificidade. Entretanto, a amostragem
utiizada no trabalho de Ly e colaboradores envolveu uma amostragem
pequena em relacdo ao numero de kits (n=6) e a diversidade de antigenos
utilizados (n=2).

Embora KWON (2006) afirme que os ensaios de quarta geragdo foram
desenhados para detectar antigeno p24 e anticorpo, conferindo maior
sensibilidade e seguranca na transfusdo dos hemocomponentes obtidos,
WEBER (2003) ressalta que muitos ensaios de quarta geragao possuem
sensibilidade equivalente a ensaios com anticorpos. O fato observado neste
trabalho é que a sensibilidade de 100% e a especificidade de 98% dos Kits
avaliados foi satisfatoria, independente do antigeno utilizado na sensibilizac&o
dos mesmos.

Ainda em relacdo a sensibilizacdo, vale mencionar que dentre as
diferentes regides imunodominantes utilizadas na sensibilizagdo dos conjuntos
em estudo, cinquenta e oito por cento correspondeu ao envelope, sendo 0 sitio
gp4l o mais frequente e 42% ao core com a regido p24 sendo a mais
empregada. Segundo Phillips e colaboradores (2000), o sitio imunodominante
gp4l é a regido mais comumente usada para desenhar ensaios baseados em
peptideos, fato observado também no desenvolvimento deste trabalho.

As conclusdes finais dos ensaios realizados com 0s conjuntos
diagnosticos estudados demonstram que 98% foram satisfatérios. Os
resultados insatisfatérios referiram-se a especificidade 2% (02 amostras
insatisfatorias) que variou de 99,1 a 100%, com duas amostras insatisfatérias:
01 ensaio imunoenzimatico de terceira geragdo, com especificidade de 99,1% e
01 Western Blot que apresentou bandas inespecificas. KWON e colaboradores
(2006) avaliando trés conjuntos de quarta geracao e dois de terceira geracao
encontraram especificidades variando de 98,0% a 99,6%, empregando 253
amostras negativas e 100% de sensibilidade.

Considerando que a amostragem (n=253), foi pequena para avaliar
especificidade dos kits para diagndéstico do HIV, certamente influenciou nos
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resultados apresentados. E importante mencionar que estes mesmos kits foram
incluidos no presente estudo e observamos desempenho diferente do
encontrado por KWON e colaboradores, reforcando assim a necessidade da

continuidade e ampliagéo deste nosso trabalho.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios imunoenzimaticos e os testes rapidos foram os testes
gue apresentaram maior percentual, 40,0% e 33%, respectivamente,
entre os meétodos avaliados no periodo. Isto reafirma a maior
disponibilidade destes ensaios para utilizacdo por facilidade de

execucado e padronizacao, além da possibilidade de automacao.

A maioria das analises realizadas no periodo avaliado foi prévia

(85%) com vistas a obtencédo do registro junto a ANVISA/MS.

Foi demonstrado que somente 8% das amostras analisadas no

periodo eram de carater fiscal.

A participacdo de instituicbes publicas no envio de amostras para
andlise no periodo deste estudo foi relativamente baixa, pois as
mesmas foram responséaveis por apenas 15% de toda amostragem

recebida no periodo.

Noventa e oito por cento (N=83 amostras) obtiveram resultados
satisfatérios em sensibilidade e especificidade, demonstrando que os
conjuntos testados no INCQS no periodo apresentaram desempenho

de acordo com os requisitos aplicaveis a estes produtos.

Embora a literatura dé énfase a utilizacdo de conjuntos para
diagndstico do HIV sensibilizados com peptideos sintéticos e aos
combinados de antigeno e anticorpo, os resultados mostram que 0s

testes sensibilizados com proteina recombinante tém desempenho
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similar e sua utilizacdo também foi observada nas Unidades

Hemoterapicas inspecionadas;

Somente 5% dos kits de conjuntos para o diagnostico do HIV
analisados eram nacionais enquanto 95% foram internacionais,
indicando que existe a necessidade de incentivo para a producao

nacional de produtos desta linha.

A qualidade dos kits para o diagndstico do HIV tem relacéo direta
com a seguranca do diagnostico laboratorial e com a triagem
soroldgica em Servicos de Hemoterapia. Dados do relatério anual
PNDST/AIDS do ano de 2007 demonstraram que a taxa de
notificacdo de transmissao de HIV por transfusao foi inferior a 1%,
reforcando que todos os kits que obtiveram resultados satisfatérios
atenderam aos requisitos especificos para o0 registro e

consequentemente comercializagdo no mercado nacional.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, consideramos de
fundamental importancia para o INCQS a continuidade da pesquisa referente a
avaliacdo da qualidade dos conjuntos para diagnoéstico do HIV.

Ressaltamos alguns pontos a serem investigados:

* Monitoramento dos conjuntos para diagnéstico do HIV
disponibilizados no mercado, através de programa de analise
controle ou de analise fiscal.

* Avaliacdo da qualidade dos testes para diagnostico do HIV baseados

nos ensaios de amplificacdo de &cidos nucléicos.
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9 GLOSSARIO

Andlise Prévia - efetuada em determinados produtos sob o regime de Vigilancia

Sanitéria, a fim de ser verificado se os mesmos podem ser objeto de registro.

Andlise Fiscal - efetuada sobre os produtos submetidos ao sistema instituido pelo
Regulamento, em carater de rotina, para a apuracdo de infracdo ou verificacdo de

ocorréncia fortuita ou eventual.

Andlise Controle - efetuada em produtos sob regime de vigilancia sanitaria, apos sua
entrega ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do produto com a

férmula que deu origem ao registro.

Andlise de Orientacdo - analise requerida pelos 6rgaos publicos.

Controle de Qualidade - conjunto de medidas destinadas a verificar a qualidade de
cada lote de medicamentos e demais produtos abrangidos por esta legislacdo, para que

satisfacam as normas de atividades, pureza, eficacia e inocuidade.

Detentor do Documento de regularizagdo do Produto n  a ANVISA: desighacdo dada
ao titular do registro, do cadastro, da autorizacdo de modelo, da notificacdo ou do

protocolo pertinente do bem ou produto perante a ANVISA.

Fabricacdo — todas as operacdes que se fizerem necessérias a obtencdo dos produtos
abrangidos por Lei n°6360/76.

Lote — quantidade de um medicamento ou produto abrangido pela Lei n°6360/76, que

se produz em um ciclo de fabricacdo, cuja caracteristica essencial € a homogeneidade.

71



Plasma - porcao liquida remanescente ap0s separacao fisica dos elementos celulares
do sangue total, através de processos de sedimentacdo, centrifugacdo ou obtida por

plasmaferese.

Registro de produto - inscricdo, em livro proprio, apés o despacho concessivo do
dirigente do 6rgdo do Ministério da Saude, sob niumero de ordem, dos produtos de que
se trata a lei, com a indicacdo do nome, fabricante, procedéncia, finalidade e dos outros

elementos que os caracterizam.

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 ndo

infectado.

Janela imunoldgica - o tempo entre a infeccdo pelo HIV e a producédo de anticorpos

suficientes para positivar um teste soroldgico de deteccao de anticorpos do HIV.

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

negativos mais dois ou trés desvios padréo.

Sensibilidade Clinica ou Diagnostica - Incidéncia de resultados verdadeiramente
positivos, obtidos quando um teste é aplicado em individuos sabidamente portadores da

doenca em estudo.

Servico de Hemoterapia - entidade com a finalidade de prestar assisténcia e apoio
hemoterapico e/ou hematologico a rede de servigos de saude.
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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 ndo infectado.

Testes Confirmatorios - quando um teste suplementar é utilizado para confirmar um

diagnostico inicial positivo para a infeccao do HIV.
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