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INTRODUCAO
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A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS) é a infec¢do provocada
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), é transmitida por sangue e seus produtos,
pela via sexual e transmissao vertical (GONCALVES et al.2006).

A preocupagdo com 0s riscos da transmisséo envolvendo o ato transfusional, exige o
desenvolvimento de estudos sobre o processo de selecédo de doadores e de seguranca do ato
transfusional, constituindo grande interesse para pesquisadores da area de Saude Publica
(GENDLER & PASCUCCIO, 2007).

Embora vérias medidas sejam tomadas para garantir a segurangca com o uso do sangue,
estima-se que cerca de 5% dos casos de AIDS no mundo ocorram através da transfusdo
sanguinea (WAHDAN, 1995; GERMAN&GOLDMAN, 2002). O sangue é um meio eficiente
na transmissdo do HIV com uma freqiiéncia da soroconversdo apds transfusdo de doadores
infectados acima de 90% (DONEGAN, 1990; SHRESTHA, 1996).

Os testes laboratoriais utilizados para o diagnéstico do HIV na triagem de doadores de
sangue, sdo essenciais para 0 seguimento dos pacientes infectados e na vigilancia
epidemioldgica da infeccdo e doenga. As praticas realizadas nos servi¢os de hemoterapia sdo
regulamentadas pelo Ministério da Salde, através do Regulamento Técnico para obtencao,
testagem, processamento e controle de qualidade do sangue e hemocomponentes para uso
humano (RDC 153). O regulamento é fiscalizado pela Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria— ANVISA (BRASIL,2004).

A partir de 1985, quando os testes soroldgicos para HIV foram disponibilizados para
uso, houve um decréscimo no percentual de transmissdo. E com o desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis, uma selecdo mais rigorosa de doadores e 0 uso adequado do sangue

houve uma reducdo do risco para a infeccdo ( PILONEL & LAPERCHE, 2005).
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Portanto, a seguranca da transfusdo sanguinea depende de uma série de fatores, que
em conjunto podem proporcionar melhor qualidade do sangue e dos hemocomponentes a
serem utilizados. Dentre estes fatores, 0s mais importantes estdo: a selecdo da populacdo de
doadores, a triagem clinica, a realizacdo dos testes imunohematoldgicos, a triagem sorolégica
e 0 uso racional de sangue e hemocomponentes (KIELLY &WOOD, 2005).

A triagem soroldgica tem um significado estratégico especial, pois a partir de um
determinado momento, € o Unico procedimento que vai validar ou néo a utilizacdo do sangue.
Entretanto, triar doadores de sangue por testes soroldgicos gera um nimero substancial de
resultados conflitantes, discordantes e consequentemente inconclusivos (BARBOSA et
al.1998).

Doadores com resultados inconclusivos na triagem sorolégica sdo probleméticos para
0s servicos de sangue por causa da perda do produto e pela conducdo clinica posterior deste
doador (KIELLY&WOOD, 2005). O desafio para os servicos de sangue é determinar quando
informar esses doadores sobre seus resultados e como isso deve ser feito para minimizar-lhes
a ansiedade (GASTALDELLO et al.,2001). E dificil explicar aos doadores que embora seus
resultados ndo indiquem infec¢do seu sangue nao podera ser utilizado para transfusao.

Os testes confirmatdrios para pesquisa de anticorpos como Imunofluorescencia (IMF)
e Western Blot (WB), também sdo em diversas ocasides inconclusivos, portanto os centros de
hemoterapia buscam a utilizacdo de testes que elucidem satisfatoriamente a interpretagédo do

laudo.
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e outros ensaios moleculares véem sendo
usados com frequéncia em vasto campo da ciéncia e medicina, especialmente no estudo do
HIV/AIDS (AMERICAN RED CROSS, 2005).

Pesquisas utilizando testes de triagem, confirmatorios e moleculares ja foram
realizadas: um estudo investigou a freqiiéncia de falsos positivos entre doadores de sangue
nos EUA na triagem de 5 milhdes de doadores; dos quais 421 foram positivos no WB, dentre
estes, 20 apresentaram resultado com desfecho de testes negativos na PCR, concluindo que
doadores devem se possivel, testados por PCR além da analise sorologica (MICHAEL &
LISA,1998).

Outro estudo realizado nos Estados Unidos pelo CDC (Center for Disease Control and
Prevention) para avaliar a correlacdo da PCR com os testes imunoenzimaticos para pesquisa
de anticorpos, investigou 242 pacientes que apresentavam risco para infeccdo por HIV e
concluiu que a PCR detectava a maioria das amostras que apresentavam sorologia com
anticorpos positivos, comprovando a sensibilidade e especificidade da técnica
(KIELLY&WOOOD, 2005).

Assim, o presente trabalho utilizou a Nested-PCR em amostras de sangue de doadores
com resultados inconclusivos, identificados na triagem soroldgica e que retornaram ao
hemocentro para repeti¢do nos dois ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizados na triagem
soroldgica.

A dissertacdo sera apresentada em dois artigos: o primeiro traz uma atualizagdo sobre
a infeccdo pelo HIV em doadores de sangue, com medidas e procedimentos adotados para
evitar a disseminacdo do virus e os principais métodos de diagnostico utilizados para sua
deteccdo. Apesar de ndo se tratar de uma revisao sistematica do ponto de vista de suas etapas

metodoldgicas, procurou-se dar abrangéncia a busca e a
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selecdo de artigos mediante palavras — chave usando critérios que deram uma boa delimitacédo
ao tema.

No segundo artigo sdo apresentados os resultados da pesquisa e a analise das amostras
inconclusivas na sorologia, que foram submetidas a Nested-PCR para uma avaliagcdo
qualitativa do HIV-DNA (provirus) em doadores de sangue da Fundacdo HEMOPE, realizada

no periodo de novembro de 2006 a Janeiro de 2007.
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INFECCAO PELO HIV EM DOADORES DE SANGUE

Resumo

O risco de transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) através de doacbes de
sangue constitui uma preocupacao para os profissionais da salde publica. Nestes Gltimos
anos, varias medidas foram adotadas e 0 avanco tecnoldgico no diagnostico laboratorial tem
contribuido para reduzir a transmissdo do virus. Este artigo tem como objetivo fazer uma
atualizagdo sobre a infeccdo pelo HIV na hemoterapia e os principais métodos de diagndstico
utilizados para sua deteccdo. Realizou-se uma busca online, nas bases de dados Medline-
PubMed, Science Direct e Scielo. A pesquisa permitiu identificar as medidas que foram
introduzidas desde o surgimento da epidemia visando reduzir o risco da transmisséo do HIV
nos bancos de sangue. Apesar do avango dos métodos soroldgicos apresentando maior
sensibilidade e melhor especificidade e a implantagdo de métodos moleculares em alguns
hemocentros do pais, ainda permanece o risco residual de transmissdo do virus por transfuséo

sanguinea.

Descritores: HIV, Doador de Sangue, Método sorolégico, Método Molecular.

Abstract

The risk of transmission by the human immunodeficiency virus (HIV) through blood

donations constitutes a concern for the professionals of the public health. In the past years,

some measures had been adopted and the technological advance in the laboratorial diagnosis

has contributed to reduce the transmission of the virus. The purpose of this
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article is to make an update of HIV infection in the blood donors and the main methods of it
diagnostic. A search for relevant articles was conducted online, in the databases Medline-
PubMed, Science Direct and Scielo. The research allowed identifying the measures that had
been introduced since the sprouting of the epidemic aiming to reduce the risk of HIV
transmission in blood banks. Despite of the advance of serologic methods with bigger
sensitivity and better specificity and the implantation of molecular diagnostic in some blood
banks in the country, still remain the residual risk of transmission of the virus by blood

transfusion.

Key words: HIV, Blood donor, Serologic diagnostic, Molecular Diagnostic.

INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence a familia Retroviridae,
subfamilia Retrovirinae e ao género Lentivirus. E 0 agente etiologico da sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS).

De acordo com dados da UNAIDS (2006) sobre a Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana (AIDS) mundial, a epidemia parece estar diminuindo lentamente, embora novas
infeccBes continuem a aumentar em certas regifes e paises. Ha4 uma estimativa que 39,5
milhGes de pessoas estejam vivendo com HIV em todo o mundo (UNIAIDS, 2006).

Dentre as vias de transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a
transfusdo sanguinea ainda constitui um problema em todo mundo, particularmente quando se

trata de pacientes politransfundidos (de PAULA et al., 2005).
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A descoberta da AIDS gerou grande impacto na sociedade levando a mudanca de
habitos e costumes. Assim, legislacdes apropriadas para esta nova realidade foram elaboradas
para normatizar as praticas e os procedimentos da hemoterapia no Brasil com o objetivo de
garantir a qualidade do sangue (SPADA et al., 2005).

Considerando que o HIV nos bancos de sangue pode ser transmitido por eritrécitos,
plaquetas, crioprecipitados, plasma fresco, plasma congelado e possivelmente, por outros
componentes sanguineos, a selecdo e o recrutamento apropriados de doadores além da
adequada triagem laboratorial para marcadores infecciosos constitui fatores importantes para

diminuir o risco desta infecgdo (CRUZ; SPADA et al., 2005).

OBJETIVO

Revisar a literatura cientifica sobre a infec¢do pelo HIV na hemoterapia e 0s principais

métodos diagnosticos utilizados para sua deteccao.

METODO

Pesquisa bibliografica nas bases de dados Medline-PubMed, Science Direct e Scielo
usando termos de busca como : serology , blood donors, molecular diagnostic, ,risk factors,
HIV, epidemiologic date,dando enfoque aos artigos que informam sobre os procedimentos e
medidas adotados desde o surgimento do HIV, como também o avango tecnolégico dos

métodos diagnosticos.
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REVISAO DA LITERATURA

O risco de transmitir doencas infecciosas por transfusdo sanguinea ainda permanece e
deve-se a varios fatores como: erro humano/técnico e presenca de variantes virais ndo
reconhecidas por alguns ensaios. No entanto, o risco maior ocorre pela existéncia de uma fase
soroldgica silenciosa, conhecida como pré-soroconversdo ou janela imunolégica, que
corresponde ao periodo entre o0 contadgio e o aparecimento de anticorpos especificos
(PILONEL, 1998).

Nos Estados Unidos, segundo SCHEREIBER (1996) o risco de receber sangue
contaminado, foi estimado em 1: 660.000 doacbes no ano de 1996, porém este risco foi
reduzido para 1: 1.300,00 em 2000 (ALLAIN, 2000).

Na Franga, entre o periodo de 1990 a 1996 o risco estimado foi de 1: 400.000 e em
2000 reduziu para 1:1. 350.000 doagGes (DELBOK, 2000).

O risco residual de transmisséo do HIV por transfusdo, no Brasil mostrou-se sempre
mais alto em relacdo aos paises citados acima (SPADA et al.,2005).

No Brasil, até junho de 2004, dos 63.000 infectados pelo HIV na categoria exposicao
sanguinea, 2000 pessoas foram contaminadas por transfusdo sanguinea (BRASIL, 2004).

Através de seus hemocentros, o estado de S&o Paulo foi o0 que mais publicou dados
sobre o risco residual de infeccdo pelo HIV em doadores de sangue. Em estudo de

HAMERSCHLACK et al. (1993) esse risco foi estimado em 1: 15.000 transfusdes realizadas.
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No Hemocentro de Marilia, foi de 1: 10.330 (CANUTT]I, 1998); em Ribeirdo Preto de
1: 77.000 (COVAS, 1998) e na Fundacdo Pro-Sangue - SP, foi de 1 em 64.000 doacdes
(SABINO et al., 1999).

Em Santa Catarina, o risco estimado foi de 1: 50.000 no periodo de 2000 a
2003(SPADA et al, 2005).

Diante dos indices de risco residual para a infec¢do pelo HIV comentados acima, o
diagndstico laboratorial representa uma importante estratégia para o controle da transmissao
pela transfusdo sanguinea (PASQUIER et al., 2003).

O diagndstico da infeccdo pelo HIV na hemoterapia € baseado na demonstracdo de
anticorpos e/ou deteccdo de antigeno viral, por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), um ensaio imunoenzimatico, e na presenca do material genético do virus, através de
metodo de amplificacdo do acido nucléico, embora ainda restrito a alguns hemocentros
(MACHADO& COSTA,1999).

Para a deteccdo de anticorpos contra o HIV, desde a introducéo do primeiro ELISA em
1985, o algoritmo mais utilizado, embora com algumas restri¢des, tem sido a triagem por este
método e quando necessario realiza-se o procedimento com métodos mais especificos, como o
Western Blot (WB) (CDC, 1988). No entanto, o uso do WB é limitado pelo alto custo
(MAHE et al.,2002).

Houve um grande avanco tecnoldgico nos ELISAs ao longo desses Gltimos anos, com
a introducéo de testes mais sensiveis reduzindo-se a taxa de falsos negativos (SLOAND et al.,

1995;PASQUIER et al., 2004).
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Os ensaios de primeira geragdo com antigenos obtidos a partir de lisado viral eram
capazes de detectar apenas anti-HIV do tipo 1gG. No entanto, anticorpos direcionados contra
esses antigenos causavam frequentemente reatividade ndo especifica (CARVALHO et al.
2005).

Os ensaios de segunda e terceira geracdo passaram a usar peptideos sintéticos e
proteinas recombinantes que detectavam anti-HIV 1 e 2 dos tipos 1gG e IgM, aumentando a
sensibilidade do ensaio e reduzindo o tempo médio para detectar a soroconversdo para menos
de 20 dias (BUSH et al., 1995; LY et al., 2001).

Novos ensaios surgiram para aumentar a eficacia dos métodos convencionais para o
diagndstico precoce da infecgdo, como a pesquisa da proteina p24 do capsideo viral, que
detecta o antigeno do core, produzido pelo gene gag que codifica para proteinas da matriz do
HIV-1. Estes foram associados a pesquisa de anticorpos, e denominados de ensaios
combinados ou de quarta geracdo. Sdo mais sensiveis que os de terceira geracao, porém a
sensibilidade analitica para o p24 nos testes combinados € mais baixa do que sua
determinacéo isolada (GENDLER & PASCUCCIO, 2006).

No Brasil, o teste para triagem do HIV em doadores de sangue iniciou em 1985 e
atualmente segue a portaria n° 59 de janeiro/2003 , que determina o uso de dois ELISAs com
antigenos diferentes e/ou principios metodoldgicos distintos em primeira linha e testes
confirmatérios (Western Blot, Imunofluorescéncia) no caso de positivos ou
indeterminados(BRASIL,2003).

As figuras 1, 2, 3 e 4 mostram os algoritmos usados para liberacdo de bolsa de sangue

em funcéo dos resultados dos testes para HIV, reproduzidos da portaria n°® 59:
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B1- Oa dois testas niio reagentes:

‘ ANTEHIV 1 e2

1*TESTE » TESTE
INICIAL INICIAL

L

NAO REAGENTE

NAO REAGENTE

LIBERAR BOLSA PARA USO

Figuras 1: Algoritmo para os dois testes ndo reagentes

B2- Os dols testes reagentes:
ANTI-HIV 1e2
1" TESTE 2" TESTE
\ INICIAL INICIAL /l/
vV ~
REAGENTE REAGENTE
REPETICAO REPETICAO
DO TESTE EM DO TESTE EM
DUPLICATA DUPLICATA
UM OU DOIS AMBOS AMBOS UM OU DOIS
TESTES NAO NAO TESTES
REAGENTES REAGENTES REAGENTES REAGENTES
BOLSAA
PARA USO*
DESCARTAR
—_— «
ABOLSA
CONVOCAR
0 DOADOR

* Repetir a testagem de todas as amostras dessa placa ou corrida. Esse resultado é
Indicativo de troca de amostra. Nio llberar nenhuma bolsa até a retestagem de fodas

as amostras

Figura 2: Algoritmo para os dois testes reagentes.
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tasta r

ANTI-HIV1e2

-

NAO REAGENTE

REPETICAO DO
TESTE EM
DUPLICATA

2* TESTE
INICTAL
REAGENTE

m'ncio Do

DI.ITI.ICAH

e ol o

m(mmm

IJMEITJDO]S AMBOS NAC AMBOS NAO IJMO'UII)IS
REAGENTES REAGENTES

L
BOLSA

PARA USO

DESCARTAR
ABOLSA « |
CONVOCAR ©
DOADOR

.

Figuras 3: Algoritmo para o primeiro teste ndo reagente e segundo reagente

B3- Primelro feste reagente e sequndo teste ndo reagente:

‘ ANTLHIV1e2

I"TESTE

REPETICAODO
TESTE EM
DUPLICATA

' TESTE

REPETICAQ DO
TESTEEM
DUPLICATA

REAGENTES

UM OUDOIS AMBOS NAD AMBOSNAO UM OU DOIS

L LIBERAR
BOLSAPARA

Uso

——» | DESCARTAR
ABOLSA

TESTES
REAGENTES
A

CONVOCAR
0DOADOR

Figura 4: Algoritmo para o primeiro teste reagente e segundo nao reagente
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Quando os doadores sdo submetidos aos dois ensaios ELISA e séo reagentes para o
HIV, sdo retestados com uma segunda amostra. Em caso positivo na segunda amostra o
resultado é submetido a um teste confirmatério. Em caso negativo, a auséncia de anticorpos é
concluida. Nos casos em que os testes sdo inconclusivos, ou seja, reativo em um teste e ndo
reativo no outro, também se aplica um teste confirmatério. Porém resultados inconclusivos
podem também ocorrer mesmo com o0s testes confirmatérios, dificultando a interpretacdo
(PASQUIER et al.,2004; HUANG, et al.,2006).

Um resultado ndo reativo nos testes confirmatérios qualifica o sangue como liberado
para o uso. Porém, quando o0 sangue é reativo e ao ser repetido mantém o resultado, o sangue
doado é descartado (BRASIL,2003).

Em sintese, 0s resultados destes testes podem se apresentar: positivo, confirmando os
testes de triagem; negativo quando confirma que o teste de triagem era falso positivo e
indeterminado ou inconclusivo quando os resultados séo discordantes nos ELISAs utilizados.
Frequentemente resultados inconclusivos podem significar duas possibilidades: o doador nédo
estd infectado, mas reage inespecificamente nos testes de triagem e por isso o resultado se
apresenta inconclusivo nos testes confirmatdrios, o que é mais comum; ou o doador foi
recentemente infectado com o agente, mas ainda ndo desenvolveu anticorpos (AM.RED
CROSS, 2004).

E interessante lembrar que doadores de sangue sio individuos que passam por triagem
clinica rigorosa e sdo avaliados em varios aspectos relacionados ao seu estado de salde.
Portanto, um resultado indeterminado pode néo significar sinal de infeccdo (CARVALHO et
al., 2005). Amostras repetidamente reativas nos ensaios imunoenzimaticos e que Sao
negativas por testes confirmatdrios sdo referidas pelos termos: bioldgico falso positivo ou

falso positivo. Estas amostras sdo consideradas
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negativas para o0 marcador em questdo e o resultado reativo ndo é considerado especifico para
0 HIV (KIELLY& WOOD, 2005).

A causa primaria de resultados falsos positivos é a reatividade inespecifica do
anticorpo, tanto contra um agente viral, como contaminagdo com epitopo ndo viral (BUSH et
al.,1996). Existe uma freqliente associa¢do de resultados falsos positivos com o aumento da
producdo de anticorpos que ocorre durante uma resposta imune, como por exemplo, uma
vacina ( VARDINON & KATZ , 1999).

Por outro lado, KIELLY & WOOD (2005) também relatam que resultados falsos
positivos apresentam algumas caracteristicas que podem estar relacionadas:

- a0 ensaio: uma amostra com resultado falso positivo quando retestada com ensaio
alternativo frequentemente resulta em negativa. Portanto, resultados falsos positivos sé&o
frequentemente ensaio-especificos.

- a diferentes lotes de reagentes: a taxa de reacao repetida falso-positiva para anti-HIV varia
de 0,02% a 0,111% entre diferentes lotes.

- modificacBes do teste, isto €, mudancas na configuracdo de um ensaio ao incorporar novos
determinantes antigénicos.

Assim, diante das dificuldades na interpretacdo dos métodos sorol6gicos para a
triagem em banco de sangue, novas metodologias utilizando a biologia molecular vém sendo
introduzidas na rotina de alguns hemocentros no pais..

Os métodos moleculares tiveram um grande avanco dés de o surgimento da Reacgdo
em Cadeia da Polimerase(PCR) Para sua realizagdo, utiliza-se uma enzima termoestavel
(DNA polimerase) que, na presenca de um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) e
dos nucleotideos que compdem a molécula de DNA, amplificam a regido de interesse a partir

de uma pequena quantidade de DNA. O produto
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amplificado pode, entdo, ser separado e visualizado em géis de agarose ou poliacrilamida e
utilizado para diversos fins (MOLINA & TOBO, 2004).

Entre as diversas técnicas resultantes de modificacdes da PCR, os autores MOLINA &
TOBO também citam:

-A RT-PCR que utiliza uma enzima chamada transcriptase reversa para converter uma
amostra de RNA em cDNA antes da etapa de amplificacdo da PCR, permitindo estudo de
virus RNA e anélises de expressao génica;

-A nested PCR, que emprega uma segunda etapa de amplificagdo com par de primers
internos aos utilizados na primeira etapa e visa aumentar a sensibilidade e especificidade do
método;

- A PCR multiplex que é uma reacdo de amplificacdo desenhada para detectar
multiplas seqiiéncias alvos numa mesma amostra

- A PCR a partir de primes randomicos utilizando seqiiéncias curtas de
oligonucleotideos para amplificar regides repetitivas do DNA gendmico sendo bastante
empregada em estudos epidemioldgicos;

- A PCR em tempo real permite que a amplificacdo e a deteccdo ocorram
simultaneamente em um sistema fechado, sendo necessario para isto um termociclador que
possua sistema de monitoramento de emissdo de florescéncia.

A sensibilidade e a especificidade diagndstica dessas metodologias sdo altas, 99% e
98% respectivamente (CALIENDO, 2003), estudos mostram que a adicdo de testes de
amplificacdo de acidos nucléicos no algoritmo para HIV aumenta a identificacdo de casos da

infeccdo (PILCHER et al.,2001,2005)
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Alguns estudos j& foram realizados como o de BARBOSA et al. (1998) que analisou
amostras de DNA de 50 doadores de sangue reativos no ELISA mas inconclusivos no WB
usando a PCR, elucidando os resultados de 5 doadores .

Na pesquisa de REZENDE et al. (2002), foram submetidas 200 amostras de doadores
de sangue por PCR, 75 amostras negativas e 90 indeterminadas no ELISA foram negativas na
PCR e das 35 consideradas positivas no ELISA , 25 confirmaram ser reagentes pelo método
molecular.

Considerando a sensibilidade e especificidade das técnicas de deteccdo de acidos
nucléicos, o Ministério da Salde, através da portaria n°112 de janeiro de 2004, determinou a
implantacdo do NAT (técnica de &cido nucléico) para o diagndstico do HIV como método
mais seguro na triagem de doadores de sangue. Este medida visa diminuir ainda mais o
periodo da janela imunoldgica e reduzir o risco da transmissdo do virus por transfusées
sanguineas, entretanto ainda nao foi possivel o uso simultdneo da técnica em todo o pais

(BRASIL, 2004).

CONCLUSOES

A avaliacdo laboratorial de individuos sob risco de infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana assumiu importante papel na hemoterapia, confrontar a alta
sensibilidade dos testes moleculares versus métodos sorolégicos e interpretar as associaces
entre os métodos utilizados, representa um avanco no diagndstico e monitoramento da

infeccdo pelo HIV (CLEMENTI et al. 1996; YILMAZ; SCHIMITT, 2001).
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REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA O DIAGNOSTICO DO
HIV-1 EM DOADORES DE SANGUE COM RESULTADOS INCONCLUSIVOS

Resumo

A transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) agente causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), constitui uma preocupacgdo constante nos hemocentros.
O objetivo do presente estudo foi utilizar a Nested-PCR para identificacdo qualitativa do
DNA-HIV (provirus) em doadores de sangue com resultados inconclusivos nos testes
imunoenzimaticos utilizados na triagem sorolégica. Foram analisadas 104 amostras de
doadores de sangue, que retornaram ao hemocentro no periodo de novembro de 2006 a janeiro
de 2007, por apresentarem resultados inconclusivos para o HIV. Foram incluidos na pesquisa
os doadores que retornaram para a segunda coleta apds o periodo minimo de 20 dias e com
sorologia negativa para os demais marcadores usados na triagem soroldgica. Para o
diagndstico do HIV foram utilizados dois testes imunoenzimaticos (ELISAS): um kit de
terceira geracdo para pesquisa de anticorpos (Abbott-Murex HIV 1.2.0) e outro de quarta
geracdo para deteccdo combinada de antigeno e anticorpo (Abbott Hiv Ag/Ab Combination).
Para a elucidacdo dos resultados inconclusivos obtidos nos testes ELISAs, foi utilizada a
Nested-PCR com pares de primers especificos para a regido gag (primers JA4-JA7) e duas
regides env, JA13-JA16 e JA9-12, o ultimo contendo a seqiiéncia de nucleotideos da alca V3.
A populacdo de doadores estudada foi constituida principalmente por doadores do sexo
masculino (88,7%), idade média igual a 34 anos com variagdo entre 19 e 62 anos e 50% eram
casados.O numero de doagbes variou de 1 a 21 até a data do retorno, sendo 54,5%
espontaneas e 45,5% vinculadas. Apds a repeticdo da sorologia, 73 amostras permaneceram
inconclusivas e as demais apresentaram resultados negativos. A Nested-PCR foi realizada em

todas as amostras, porém apenas um doador, entre 0s 73 que permaneceram inconclusivos no
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retorno, apresentou amplificacdo na regido env (JA13-16).0 percentual de falsos positivos no
ELISA(Ag/Ac) e no ELISA(Ac) em relagdo & Nested-PCR foi de 45,6% e 26,2%
respectivamente. A utilizacdo de primers para mais de uma regido genémica do virus €

necesséria, tendo em vista a alta variabilidade genética do HIV.

Descritores: HIV, ELISA, Nested-PCR.

Abstract

The transmission of the human immunodeficiency virus (HIV), ethiological agent of the
Acquired Immunodeficiecy Syndrom e(AIDS), constitutes a great concern for blood banks.
The objective of this study was to use the Nested-PCR for qualitative identification of the
DNA-HIV (provirus) in blood donors with indeterminate results in the screening assays. One
hundred-four samples with indeteminate results were collected from November of 2006 to
January of 2007, and analysed for the presence of HIV with PCR. The donors that returned
for the second collection in a period greater than 20 days and non reactive serology in others
screening tests were enclosed in the research. For the diagnosis of the HIV two
immunoenzimatics tests had been used (ELISAs): a third generation kit for research of
antibodies (Abbott-Murex HIV 1.2.0) and another one a fourth generation assay for antigen
and antibody detection (Abbott Hiv Ag/Ab Combination). To clarify the indeterminate results
in the ELISAs tests, we used nested primers for gag region (primers JA4-JA7) and two env
regions, JA13-JA16 and JA9-12, the last one is the sequence of V3 loop. The population of
donors studied was constituted mainly by males (88.7%), with an average of 34 years ranging
from 19 to 62 years and 50% of them were married. The percentage of false positives results

in ELISA (Ag/Ab) and ELISA (Ab) in relation to the Nested-PCR was of 45,6% and 26,2%
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respectively. The use of primers for more than a genomic region of the virus is necessary, in

view of its high genetic variability.

Key words: HIV, ELISA, Nested-PCR.

INTRODUCAO

A sensibilidade e especificidade dos testes de triagem para o HIV melhoraram
consideravelmente nos Gltimos anos, entretanto, a ocorréncia de resultados inconclusivos por
estes testes pode causar implicagbes quando se trata de populagbes com baixo-risco para a
infeccdo, como os doadores de sangue (KIELLY & WOOD, 2005).

Assim, 0s casos inconclusivos representam um constante desafio pela necessidade de
testes adicionais para elucidar os resultados, pelo estresse gerado por esta situacdo nao sé para
o0 doador, como também para os profissionais envolvidos no processo de doacdo (BARBOSA
etal., 1998).

Nos centros de hemoterapia a implantacdo de melhores critérios para selecdo de
doadores, o desenvolvimento de técnicas soroldgicas mais sensiveis e mais recentemente a
deteccdo viral através de métodos que utilizam acidos nucléicos, véem
reduzindo a transmissdo das doencas infecciosas por transfusdo sanguinea (AUBUCHON,
1997; SCARACCHIO, 2007).

Entretanto, continua como fonte principal de infeccdo viral pos-transfusdo o sangue
coletado de doadores no estdgio inicial da infeccdo, denominado periodo de pré-
soroconversao (janela imunologica), quando o doador ainda é assintomatico, porém virémico
e ndo apresenta reatividade nos testes de triagem nos bancos de sangue (STRONG & KATZ,

2002).
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Para minimizar o problema do periodo pré-soroconversdo, técnicas imunoldgicas de
maior acurdcia capazes de detectar de forma mais precoce a infec¢do, estdo sendo
desenvolvidas e introduzidas na rotina laboratorial desde a comercializagdo dos primeiros
testes diagndsticos para HIV em 1985 (FERNANDES, 2001; ONUSIDA 2003).

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISAS) conhecidos como testes de primeira geracao,
empregavam antigenos procedentes de lisado viral para deteccdo de anticorpos anti-HIV
(1gG) , usando anticorpos antiimunoglobulina humana policlonais conjugados a uma enzima,
frequentemente apresentavam reacGes ndo-especificas. A partir dai, surgiram os testes de
segunda geracdo melhorando a especificidade pelo emprego de antigenos obtidos por técnica
de DNA recombinante e/ou peptideo sintético, contudo a sensibilidade manteve-se a mesma
dos ensaios anteriores e ndo reduziram significativamente a taxa de resultados falsos positivos
porque apresentavam o mesmo principio técnico do teste anterior (THORSTENSSON et
al.,1998,BRUST et al,2000).

Para superar os limites dos ensaios de primeira e segunda geracao, foram elaborados
0s testes de terceira geracdo, que detectam simultaneamente HIV-1 e HIV-2 e usam na fase
solida antigenos recombinantes e/ou peptideos sintéticos. Baseados em
novo principio, estes antigenos podem ser conjugados e utilizados para detec¢do enzimatica
especifica de anticorpos anti-HIV (I1gG e IgM) (BRUST et al, 2000; LY, et al. 2001).

Apesar desta evolugdo os laboratorios relataram que os ensaios falhavam em detectar
alguns subtipos de HIV, particularmente o HIV-1 do grupo O (CRHISTIANSEN et al.,1996;
THORSTENSSON et al.,1998). Assim, os ensaios foram melhorados com modificacGes que
permitiram a detec¢édo de subtipos do HIV (BRUST et al., 2000).

Entretanto, a deteccdo de anticorpos anti-HIV durante o periodo da janela imunoldgica

depende de diversos fatores, tais como: a resposta imune inata, a densidade de células alvo no
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local da infeccdo, o numero de particulas virais transmitidas e o genoma daquela populacéo
viral no hospedeiro (PINTO & STRUCHINER, 2006).

De uma maneira geral, anticorpos podem ser detectaveis em 1 a 2 semanas apos a
infecgdo, porém na maior parte das circunstancias sdo detectaveis em 30 a 90 dias, apds o
evento que levou ao contdgio em 95% dos individuos (GRANATO, 2001).

Atualmente, ensaios de quarta geracdo, baseados na detec¢do simultanea de antigeno
p24 e anticorpos anti-HIV-1, foram desenvolvidos com a grande vantagem de encurtar o
periodo da janela imunolégica em uma a trés semanas e teoricamente, estes testes oferecem
maior sensibilidade (WEBER et al.,2003; KWON et al.,2006).

Na pesquisa de YEOM et al.(2006) a reducdo no periodo da janela imunolégica com
os testes de quarta geracdo em comparacdo aos de terceira geracao, foi de 6,3 dias em estudo
utilizando trés painéis de soroconversao.

Com a introducdo dos testes moleculares houve acréscimo na sensibilidade para a
deteccdo do virus em doacdes realizadas durante o periodo da janela imunoldgica (STRONG
& KATZ, 2002) e permitiram a deteccdo precoce da infeccdo pelo HIV antes da
soroconversdao (CUNNINGHAM et al., 2003).

Para o diagndstico laboratorial da infeccdo priméria do HIV-1 por métodos
moleculares, é necessaria a deteccdo precoce das seqiiéncias de acidos nucléicos no plasma
(RNA viral) ou do DNA em células mononucleares do sangue periférico (DNA proviral)
(BUSH & SATTEN,1997; KLEINMAN & BUSH,2000).

Entretanto, a deteccdo do provirus (HIV-DNA) é importante, pois este representa um
reservatdrio na fase inicial da infeccdo (CHUN et al., 1997; BRULSTEN et al.,1998). Assim,
a amplificacdo do DNA génomico, em populacdes de baixo risco como os doadores de sangue

torna-se essencial para a confirmacgdo do diagnéstico do HIV. O éacido nucléico viral pode ser
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detectado até 8 dias antes do aparecimento de anticorpos, otimizando a sensibilidade e a
especificidade em relacdo ao diagnostico sorolégico ( BUSH & SATTEN,1997).
CUNNINGHAM et al. (2003) demonstraram que no periodo de pré-soroconversao a
deteccdo do HIV-DNA em doadores de sangue pode esclarecer os resultados indeterminados
no teste Western Blot.
O objetivo deste estudo foi utilizar a Nested-PCR para identificacdo qualitativa do
DNA-HIV (provirus) obtido a partir de células mononucleares do sangue periférico de

doadores de sangue, com resultados inconclusivos na triagem soroldgica.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo

O estudo foi realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco
(HEMOPE), vinculado a Secretaria de Saude do Estado, no periodo de novembro de 2006 a

janeiro de 2007.

Populagéo de estudo

A populagéo foi composta por 104 doadores de sangue de ambos 0s sexos, que
retornaram ao Hemocentro por apresentaram resultados inconclusivos para o HIV na triagem
soroldgica.

Doadores considerados inconclusivos sdo todos aqueles que apresentaram resultados
discordantes entre os dois ELISAs realizados na triagem soroldgica.

Dados epidemioldgicos como: sexo, idade, estado civil, tipo de doacdo e numero de

doacgOes realizadas foram obtidos a partir dos registros dos doadores. O tipo de doacédo foi
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categorizado como vinculada, quando a doacdo € destinada a reposicdo do estoque no

Hemocentro ou esponténea, quando realizada por motivagao propria.

Coleta das amostras

As amostras de sangue dos doadores foram coletadas para a repeticdo da sorologia em
tubos sem anticoagulantes e para a realizagéo dos testes moleculares em tubos com EDTA. O

resultado da sorologia de retorno sé foi conhecido apo6s realizagdo da Nested-PCR.

Aspectos Eticos
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundagido HEMOPE, sob
0 nimero de 036/2006 de acordo com a resolucdo de n° 196/96 do Conselho Nacional de

Saude.

Método imunoenzimatico (ELISA)

Para a repeticdo da sorologia foram utilizados kits comerciais com as caracteristicas
apresentadas na tabela 1, seguindo as instrucdes do fabricante.
A interpretacdo objetiva dos resultados dos ELISASs requer um célculo através da reacéo
de densidade o6tica(DO) de cada doador e o valor do ponte de corte ou cut-off(CO) obtido na
reacao. Os resultados entre — 10% e +10% do valor do cut-off sdo considerados

indeterminados e se encontram na zona cinza (boderline).
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Tabela 1. Caracteristicas dos ELISAs utilizados na triagem de doadores de sangue.

Caracteristicas

Metodologia
Ac. Capturados na Placa

Antigenos HIV na placa

Anticorpos HIV na placa

Antigenos presentes no conjugado

Anticorpos HIV no Conjugado
Anticorpos detectados

Tempo de Reagdo

Murex HIV Ag/Ab (Combination)
42 geracéo

EIA Antigeno e Anticorpo Sanduiche
Especificos

Antigenos Recombinantes:
HIV-1 gp41;HIV-2 gp36 e HIV-1 pol

Peptideo Sintético gp 41 do HIV-1 subgrupo “O”

Anticorpo Monoclonal contra p24 e p26

Antigenos Recombinantes :

HIV-1 gp 41

HIV-2 gp 36

HIV-1 pol

Peptideo Sintético gp41 do HIV-1 subgrupo “O”
Peptideo Sintético regido imunodominante do
HIV-2

Anticorpo Monoclonal contra p24
1gG ; IgM e IgA
120 minutos (60°/30/307)

MurexHIV1.2.0

32 geracédo

EIA Antigeno Sanduiche

Especificos

Antigenos Recombinantes em Baculovirus:
HIV-1 gpa1;HIV-2 gp36 e HIV-1 p24
Peptideo Sintético gp41 do HIV-1 subgrupo
wgr

Néo existentes

Antigenos Recombinantes em E.coli :
HIV-1 p24 e gp41 (pAx146) — niveis baixos
Antigenos recombinantes em E. coli :
HIV-1 p24 e gp41 (pDX589) seqiiéncia
diferente do pAx146

Peptideos Sintéticos para HIV-2 gp36
(MDL103)

Peptideos Sintéticos para HIV-1 subgrupo
“O” (MDL604)

N4o existentes
19G ; IgM e IgA
90 minutos (30°/30/30%)

Reacdo em Cadeia da Polimerase ( Nested-PCR)

Primers

As seqliéncias de nucleotideos dos primers que codificam para a regido gag e duas
regides env do genoma viral e suas localizacdes no genoma do HIV-1 sdo apresentadas

na tabela 2.
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Tabela 2. Sequiéncia de primers (nucleotideos iniciadores) utilizados na PCR e “Nested

PCR” e sua localizagdo no genoma do HIV-1.

Primers Sequéncia de nucleotideos (5’ — 3’) Gene e localizacao
JA4 GAAGGCTTTCAGCCCAGAAG Gag (1319 - 1338)*
JAS ACCATCAATGAGGAAGCTGC Gag (1446 — 1465)**
JAG TATTTGTTCCTGAAGGGTAC Gag (1577 — 1558)**
JA7 TCTCCTACTGGGATAGGTGG Gag (1615 - 1596)*
JA9 CACAGTACAATGTACACATG Env (7137 — 7156)*
JA10 AAATGGCAGTCTAGCAGAAG Env (7191 - 7210)**
JAl1l ACAATTTCTGGGTCCCCTCC Env (7532 — 7513)**
JA12 ACAGTAGAAAAATTCCCCTC Env (7572 — 7533)*
JA13 TTCCTTGGGTTCTTGGGAGC Env (8004 — 8023)*
JAl4 GCAGCAGGAAGCACTATGGG Env (8022 - 8041)**
JA15 CCAGGACTCTTGCCTGGAGC Env (8194 — 8175)**
JA16 AGGTATCTTTCCACAGCCAG Env (8209 — 8190)*

* primers externos
* primers internos

Os primers utilizados foram descritos por Albert J. & Fenyd, E.M. (1990).
Ressaltando-se que o conjunto de primers JA9-JA12 (env) foi desenhado para amplificar
nucleotideos que codificam para regido determinante principal de neutralizacdo (regido
V3) da glicoproteina externa do HIV (gp 120), regido hipervariavel que possui a

capacidade de reconhecer diversas linhagens virais.

Para analisar a sensibilidade e especificidade da Nested-PCR utilizamos os primers
acima em amostras de doadores de sangue reagentes e ndo reagentes nos ELISAs para HIV.
As amostras apresentaram produto de amplificacdo com todos os pares de primers, porém, em
um deles foi visualizado apenas produto na regido env JA13-16. Por outro lado, nos doadores

néo reagentes para o HIV n&o foram visualizados produtos amplificados.
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Extracdo do DNA gendmico total

O DNA foi extraido utilizando-se o Kit para isolamento de DNA gendmico EZ-
DNA (Biological Industries) seguindo as instrucdes do fabricante. O principio segue

versdao modificada de método Chomenzinski (1987).

Nested- PCR

A Nested PCR é assim denominada por ser realizada em dois ciclos, o que aumenta a
especificidade do método.

Para as reagdes foi preparado um mix com 0S seguintes reagentes: agua
bidestilada(14,6 pl), Magnésio (0,8 ul), solugdo tampédo(2,0 ul), tag-polimerase(0,1 pl),
DNTPs (0,5 pl), primers (1,0 ul ),amostras(1,0 pl). Os tubos em cada etapa foram levados ao
termociclador com o seguinte programa: 95°C 5 min, 95°C 10 seg, 45 ciclos de 60°C, 94°C,
50°C e 1 ciclo de 72°C 10 seg. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (2%) corados com brometo de etidio e visualizados através da luz ultra-

violeta.

Andlise estatistica

Os programas utilizados foram : MS Office Excel (versdo 2000), SPSS (Statistical
Pachage for the Social Science) for Windows (versdo 12.0) para a execu¢do dos calculos
estatisticos, elaboracdo e edicdo de graficos e na elaboracdo das tabelas e redacdo usamos o

MSOffice Word (versédo 2000).
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RESULTADOS

Caracterizacdo da amostra

Dos 104 doadores de sangue, 82,7% pertenciam ao sexo masculino, sendo 50,0%
casados e 54,4% fizeram doacdo espontaneamente (tabela 3).

Tabela 3: Distribuigdes dos doadores segundo sexo, idade, estado civil e tipo de doagéo.

Variavel N %

SEXO (N=104)
Masculino 86 82,7

Feminino 18 17,3

ESTADO CIVIL (N=96)*

Solteiro(a) 46 47,9
Casado(a) 48 50,0
Divorciado(a) 1 1,0
Viavo (a) 1 1,0

TIPO DE DOACAO (N=99)**
Espontaneo 54 54,4

Vinculado 45 45,5

* ndo informado o estado civil de 8 doadores

** ndo informado o tipo de doacdo em 5 doadores

A tabela 4 mostra que as idades variaram de 19 a 62 anos com média de 34 anos, e a

média de doacbes foi de 3 por doador.

Tabela 4: Distribuicao de doadores segundo a idade e n° de doacdes realizadas.

o ) ) Desvio ) )
Variaveis Média Mediana B Minimo  Mé&ximo
o Padréo
Quantitativas
\dade 34,59 32,00 10,40 19 62
(anos)

- -
N de doagdes 3,12 2,00 3,27 1 21
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Resultados da sorologia

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos na triagem e na sorologia de retorno para o
ELISA Ag/Ac, onde observa-se que dos 24 casos que foram classificados como
indeterminados na triagem, na sorologia de retorno 8 permaneceram nesta categoria, 8 foram
negativos e 8 foram classificados como positivos.

Tabela 5: Resultados do ELISA Ag/Ac na triagem e apds o

retorno.
FIISA An/Ac Trianem
Negativo Indeterminado  Positivo Total

ELISA Ag/Ac  Negativo N 43 8 7 57
Retorno % 91,3% 33,3% 20,6% 54,8%
Indeterminado N 1 8 3 12

% 2,2% 33,3% 8,8% 11,5%

Positivo N 3 8 24 35

% 6,5% 33,3% 70,6% 33,7%

Total N 47 24 34 104
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos na triagem e na sorologia de retorno para o
ELISA Ac, onde observa-se que dos 23 casos que foram classificados como indeterminados
na triagem, na sorologia de retorno 7 permaneceram nesta categoria, 14 foram negativos e 2

foram classificados como positivos.

Tabela 6: Resultados do ELISA Ac na triagem e apds o retorno.

ELISA Ac
Negativ Trl'l%‘g@rminad Positiv Tota

ELISA Negativ N O 5 O 1 0 6 7
Retorn 0 % 98,2 62,5 25,0 73.1
° Indeterminad N 1 7 4 1
o % 1,8 29,2 16,7 11,5

Positiv N 0 2 1 1

o % 0 83 58,3 15,4

Tota N 5 2 2 10
' % 100,0 100,0 100,0 100,0
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Nested -PCR

Das 104 amostras com resultados considerados inconclusivos na sorologia, apenas
uma apresentou amplificacdo pela Nested-PCR. A amplifica¢do ocorreu na seqliéncia da
regido env (JA13-16) ndo sendo visualizados produtos de amplificacdo para as outras regides

testadas, gag (JA4-7) e env(JA9-12).

Sorologia versus Nested-PCR

Dos doadores com resultados negativos para o ELISA Ag/Ac, um apresentou
resultado positivo pela Nested-PCR, ou seja, um resultado falso negativo pelo método
soroldgico. Houve também um percentual de 45,6%, de falsos positivos neste ELISA, uma

vez que em nenhuma dessas amostras foi detectado DNA viral (tabela 7).

Tabela 7: Resultados do ELISA Ag/Ac e da Nested-PCR

PCR

Negativo Positivo Total

ELISA Negativo N 56 1 57
AglAc % 54,4% 100,0% 54,8%
Positivo* N a7 0 47

% 45,6% 0% 45,2%

Total N 103 1 104
100,0% 100,0% 100,0%

%

*As amostras indeterminadas foram consideradas positivas por estarem mais 10% do valor do cutt-off.

O doador que amplificou na Nested-PCR foi também reagente no ELISA Ac. O kit

apresentou 26,2% de falsos positivos (tabela 8) .
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Tabela 8. Resultados do ELISA Ac versus Nested-PCR

PCR
Negativo Positivo Total

ELISA Negativo N 76 0 76
Ac % 73,8% 0% 73,1%
Positivo N 27 1 28

% 26,2% 100,0% 26,9%

Total N 103 1 104
% 100,0% 100,0% 100,0%

Com os resultados das duas tabelas acima (tabelas 7 e 8), foram calculadas as

medidas de qualidade dos testes diagnosticos.

Tabela 9: Medidas de qualidade dos testes diagndsticos

Medidas ELISA Ag/Ac ELISA Ac
Sensibilidade (%) 0,0 100,0
Especificidade (%) 54,0 74,0
VPP (%) 0,0 4,0
VPN (%) 98,0 100
Acuréria (%) 45,0 74,0
RV+ 0,0 3,85
RV- 1,84 0,0
DISCUSSAO

Nos centros de hemoterapia a implantacdo de melhores critérios para selegdo de

doadores de sangue e a triagem soroldgica sistematica para a pesquisa de anticorpos
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anti-HIV, reduziram significativamente o risco de infec¢do associado a transfusdo sanguinea.
Porém raros casos ainda séo relatados.

Existe efetivamente um periodo de “janela” entre o inicio da infeccdo e o
aparecimento de anticorpos especificos para HIV, que pode se estender até 90 dias
(GRANATO,2001), dai a importancia de se considerar ensaios por métodos moleculares no
diagndstico da infecgdo pelo HIV.

Neste trabalho, utilizamos a Nested-PCR para a identificacdo qualitativa de sequiéncias
do HIV-DNA, em 104 amostras de doadores de sangue com resultados inconclusivos para
HIV com base na reatividade dos ELISAs utilizados na triagem soroldgica. Doadores com
resultados inconclusivos apresentam um maior risco de infec¢do quando comparados aqueles
com resultados negativos. No grupo estudado identificamos um doador com resultado
inconclusivo, que apresentou amplificagéo.

Publicacdo de PASQUIER et al. (2003) indica que uma investigacdo por métodos
moleculares podera ser decisiva na interpretacdo definitiva do diagnostico para
o HIV. Pesquisas mostram que a deteccdo da sequéncias do HIV-DNA é possivel antes do
aparecimento de anticorpos especificos, através da amplificacdo dessas sequéncias de DNA
pela PCR (BUSH&SATTEN,1997;YILMAZ,2001).

Segundo DEMETER (2000) a sensibilidade da DNA-PCR é de 95% ap0s 2 semanas
de infeccdo pelo HIV-1 e 99,9% apds seis meses de infeccéo.

Porém, uma das limitacdes da tecnologia por PCR na identificacdo do HIV € a
variacdo do genoma e, de acordo com CUNNINGHAM et al. (2003) o percentual de deteccédo
do HIV-DNA pela PCR, em individuos sabidamente HIV-1 reagentes, pode variar

sensivelmente dependendo da escolha dos primers utilizados na reacéo.
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Neste estudo utilizamos pares de primers de uma regido mais conservada do HIV, que
€ 0 gene gag e dois pares de primers para duas regides do gene env (JA9-12 e JA13-16).

Assim, para confirmar a escolha correta dos primers usados na Nested-PCR, foram
selecionadas amostras de doadores reagentes para HIVV. As amostras apresentaram produto de
amplificacdo com todos os pares de primers, porém, em um deles foi visualizado apenas
produto na regido env JA13-16. Por outro lado, nos doadores ndo reagentes para 0 HIV néo
foram visualizados produtos amplificados.

Como dito anteriormente, nesse estudo, uma amostra com resultado inconclusivo, ou
seja, reagente no ELISA Ac (DO/C0O=2,044) e nédo reagente no ELISA Ag/Ac, apresentou na
Nested-PCR produto de amplificagcdo para uma das seqiiéncias de
primers utilizados, a seqiéncia JA13-16; entretanto, a ndo visualizacdo de produtos de
amplificagdo com os outros pares de primers, pode sugerir a presenca de linhagem viral
diferente ou baixo nimero de células que albergam o genoma do HIV, o que resulta em
pequeno numero de produto amplificado, como relatam alguns trabalhos (REZENDE et al.
2002; LY et al,2001; LAETHEM et al.,1998 ). Além disso, mutagdes na regido onde se ligam
os primers podem impedir a formacéao de produtos de amplificacdo (REZENDE et al.2002).

Ainda a considerar, a regido gag, mesmo sendo relativamente conservada pode
apresentar amplicons insuficientes levando a resultados falsos negativos, que podem ser
atribuidos a formacéo de dimeros nesta regido (CHRISTOPHERSON et al.,2001).

Avaliando os resultados da sorologia dos demais doadores inconclusivos e que néo
apresentaram produto de amplificacdo, sugere-se que nao estejam infectados pelo HIV e que
os resultados soroldgicos encontrados podem ser interpretados dentro do contexto das reacGes
ndo especificas, embora, devam ser modulados em relacdo a quantidade de DNA gendmico
amplificado, a porcentagem de células mononucleares infectadas com o HIV, a sensibilidade

do método e possiveis variantes do virus.
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Segundo PANE et al. (1995), até mesmo amostras com resultados situados na zona
cinza (boderline) nos ELISAs podem significar infec¢cdo com pequeno nimero de copias do
HIV-DNA.

Portanto, ndo se pode excluir completamente um baixo grau de infec¢do na populagao
estudada, a comparacdo da anélise soroldgica com os resultados da Nested-PCR sugere que
acompanhar e repetir a sorologia no intervalo de 3 a 12 meses pode ser satisfatério para
determinar com seguranga a infeccdo em doadores que inicialmente se apresentaram
inconclusivos na sorologia.

Existe um percentual consideravel de resultados falsos positivos nos imunoensaios
utilizados; o kit ELISA Ac apresentou 26,2% e o kit ELISA Ag/Ac 45,6% de resultados
falsos positivos em relacdo a Nested-PCR. Alguns autores relatam que ensaios que combinam
Ag/Ac reduzem a especificidade, e isto € um aspecto importante a ser considerado quando se
fala de ensaios combinados (LY et al.,2001;WEBER,2003).

Para PRAHARAJ et al.(2003) a utilizacdo de kit que detecta 0 Ag-24 pode ser Util em
populacdes de alto risco, porém em populagdes de baixo risco, como doadores de sangue, este
pode ndo apresentar um bom custo-beneficio. E de acordo com os autores, nos EUA em
bancos de sangue, em apenas 4% de individuos assintomaticos sdo detectados o Ag p24,
quando o método naqueles individuos com infec¢do aguda, o percentual de deteccdo varia de
50a75% .

Porém a ndo reatividade no kit ELISA Ag/Ac para o doador que apresentou produto de
amplificacdo na Nested- PCR, pode-se deduzir as seguintes situacfes: baixo nivel de Ag p24,
uma vez que a deteccdo deste ocorre antes do aparecimento de anticorpos, ou seja, na fase
aguda da infeccdo; pela formacéo de complexos imunes quando da queda do Ag e elevagéo de

anticorpos o que pode inibir a sensibilidade dos ensaios; e pelo fato do kit ELISA (Ag/Ac)
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ndo dispor de antigenos para detec¢édo de anti — p24 (PRAHARAJ et al.2003). Antigeno este,
presente no Kit ELISA Ac onde a amostra foi reagente.

Com relacdo as medidas de qualidade dos testes diagndsticos observa-se um baixo
valor preditivo positivo (VPP) nos ELISAs, o que é compativel com a baixa prevaléncia da
infeccdo pelo HIV na populacdo de doadores do HEMOPE, que foi de 0,1% (86/84.641) no
ano de 2006. InvestigacOes realizadas em outras regides do Brasil
e do mundo, apresentaram percentual de 0,2% (ANDRADE NETO et al.,2002;WANG et
al.,2004).

O ELISA(ACc) em relacdo a Nested- PCR, apresentou uma acuracia de 74% e a razdo
de verossimilhanga para o teste positivo, mostrou ser 4 vezes maior que a chance do mesmo
ser falso. Em relacdo a especificidade do ELISA(Ac), esta foi de 74% , percentual que
representa a capacidade do kit em afastar a infeccdo quando ela realmente ndo estava
presente.

Este estudo permitiu pela primeira vez neste servi¢co fazer uma avaliagcdo sobre os
resultados dos doadores inconclusivos na sorologia para HIV através de métodos moleculares,
contribuindo para sugerir estratégias para o monitoramento dos doadores inconclusivos. O
protocolo do método utilizado nesse estudo fica disponivel para utilizacdo de estudos
posteriores no laboratério de biologia molecular em doadores de sangue.

Dessa forma, o trabalho permitiu realizar uma revisdo da rotina laboratorial de
doadores de sangue, antecipando-se a proposta da portaria do Ministério da Saude, que prevé
a implantacdo da técnica de deteccdo do &cido nucléico (NAT) em servigos de hemoterapia. A

determinacéo foi motivada pela necessidade de se evitar o risco transfusional.



Valenca, Maria Iraci Buarque 57

CONCLUSOES

A presente investigacdo baseada nos primers gag e env se mostrou Uutil, sensivel e
especifica na PCR .

A utilizacdo de um método de deteccdo por éacidos nucléicos, seja por PCR ou por
outros métodos resultantes de sua modificacdo como o NAT, deve ser considerada, porém se
faz necesséria a utilizacdo de primers para mais de uma regido gendmica do HIV pela alta
variabilidade genética que o virus apresenta.

A aplicagdo da PCR néo deve ser usada isoladamente, mas sempre acompanhada da
sorologia, dando subsidios para melhor uma melhor avaliacdo naqueles casos que se fizer
necessario.

A interpretacdo dos resultados de doadores inconclusivos mostra ser um desafio para
os laboratérios de banco de sangue, pela necessidade de testes adicionais e pelo estresse
gerado ndo sé para o doador, como também para os profissionais envolvidos no processo de

doacdo e liberacdo do sangue.

Espera-se dessa forma contribuir para uma melhor compreenséo nos resultados desse
grupo de doadores na rotina diéria do banco de sangue, dando subsidios para a qualidade das

acoes oferecidas a esta populacéo.
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Comité de Etica em Pesquisa

1-DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL N° 036/06 -A

Titulo do Projeto: Aplicagéo da Reagéo em Cadeia da Polimerase para o Diagnéstico do HIV em
doadores de Sangue Discordantes nos Ensaios Imunoenzimaticos de Triagem.

Instituigao Solicitante: UFPE

Local de Desenvolvimento do Projeto: Fundagédo Hemope

Responsavel: Maria Iraci Buarque Valenca

Identidade: 1.307.323 — SSP-PE

CPF: 349.963.384 -15

Enderego: Rua Pereira Simées, 463/1201 — Bairro Novo - PE — CEP 53630-060.

Telefone: 81 — 3439-1212 / 8817-3833

Finalidade: Titulagdo de Pés-Graduagao

2 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope = CEP, em cumprimento aos dispositivos da
Resolugdo 196/96 e complementares, apds acatar as consideragdes do relator, membro deste
Comité, relativamente as exigéncias apontadas no Parecer n® 036/06, considera APROVADO o
protocolo de pesquisa supracitado, uma vez que este ndo colide, aparentemente com os principios
basicos da bioética — a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a autonomia e a justica, além do sigilo..

3 - INFORMAGOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 —
ltem IV.1.f), devendo receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
por ele assinado (ltem IV.2.d).

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s serem analisadas as razdes da descontinuidade, pelo
CEP, que o aprovou (Res. CND item Iil. 1.z), exceto quando perceber risco ou dano nao
previsto ao sujeito participante ou, quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (ltem V.3).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave, ocorride — mesmo que tenha sido em
outro centro e enviar notificagdo ao CEP e ANVISA, junto com o seu posicionamento.
Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projetos do grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envia-los também a ANVISA, junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Item [l1.2.e).
Relatérios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.

CEP hemope, 20 de novembro de 2006

Maria Emili&dos Santos
Cooréenadora

Rua Joaquim Nabuco, 171 CEP: 52011-000 - Gracas - Recife -PE
Fone: (81) 3416-4660 Fone/Fax: (81) 3421-6946
E-mail: etica@hemope.pe.gov.br
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FUNDACAO HEMOPE
Rua Joaquim Nabuco,171
Recife-PE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
RG:N° ,aceito participar do estudo:Aplicacdo de Testes Moleculares
em Doadores de Sangue da Fundacdo Hemope, que tem como objetivo melhorar o servico
com métodos mais sensiveis e especificos, trazendo beneficios ao processo de doagéo.

Me foi esclarecido o seguinte:

e Que a minha colaboracdo consistira em coletar amostras de sangue para serem
utilizadas no novo procedimento técnico

e Que a minha participacdo nao é obrigatéria e que, a qualquer momento, poderei
desistir ou retirar meu consentimento.

e Que durante a pesquisa poderei tirar qualquer davida, recebendo novos
esclarecimentos por parte do pesquisador atraves dos telefones:34164658/34164654.

e Que 0 pesquisador assegurara o sigilo absoluto sobre minha identidade.

Recife, de de 2006.

Assinatura do voluntario

Dados da pesquisadora

Nome:Maria Iraci Buarque Valenca
Conselho Regional de Biomedicina N°442
Fone:34164658/34164654
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