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RESUMO: Os autores revisam o0s principais métodos laboratoriais, atualmente conhecidos e
disponiveis para o diagnéstico da infec¢édo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), salien-
tando as orientacdes gerais sobre sua aplicacdo e interpretacéo.

UNITERMOS: HIV. Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida. Diagndstico Laboratorial. ELISA.
Western Blotting.

Desde os relatos dos primeiros casos da Sin-  Existem dois retrovirus capazes de levar a Sin-
drome de Imunodeficiéncia Adquirida (aids), no iniciodrome de Imunodeficiéncia Adquirida, o HIV-1 e o
da década de 1988, até dsolamento e identificacdo HIV-2. Este dltimo tem sido descrito em diferentes
do Virus ddmunodeficiénciddumanatipo 1(HIV-1),  regides do mundo, mas, sempre, em individuos que ti-
como agente causador da sindrome, em 19832984 veram algum contato com o Continente Africano ou
os pesquisadores vém buscando métodos laboratorigi® populacd¥ . Em termos laboratoriais, os mé-
capazes de auxiliar no diagnéstico da afeccao. todos séo especificos para um ou outro virus, e devem

Finalmente, em 1985, os testes dos doadores 8@ tomados certos cuidados em determinadas inter-

sangue passam a ser disponiveis, rotineiramente, atP4etacoes devido a erros que possam ocorrer com os

vés do primeiro “kit" de ensaio imunoenzimaticodiferentes métodos laboratoriais, quando da pesquisa
. i 1 2

(ELISA), que estabeleu HIV-1 ELISA como a pri- 40S dois virue?,

meira ferramenta de triagem diagnésti®a A sua -
implantacdo ocorreu, primeiramente, nos bancos de TESTE PARA DETECCAO DO HIV

sangue e, posteriormente, como metodo diagnosti- O método laboratorial mais direto para detectar
co para os individuos de risco para a infeccao pelq|v-1, em pacientes, é a cultura do virus através do
HIV-1. cocultivo de células mononucleares do sangue perifé-

Os testes laboratoriais caminham lado a ladfico, plasma ou células ganglionares, com estimulag&o
com o rapido conhecimento da fisiopatogenia da aidte Peripheral Blood Mononuclear CellBBMCs
e do complexo ciclo replicativo do HI/E9) de doadores néo infectadds Em condigbes apro-
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priadas, em um sistema de cultiraitro, faz-se uma Realizando-se o teste confirmatorio (If ou aglu-
explosiva infeccéo viral, conduzindo a produgéo déinacéo do latex):

milhGes devirions. A cultura € lida como positiva pela a) se positivo, repetir, em nova amostra, todo o proce-
formagéo de sincicios (isto é, células gigantes, multi- dimento:

nucleares, resultantes da fuséo célula-célula), detecq?ose indeterminado ou negativo, realizar WB.
da atividade da transcriptase reversa ou presen¢a do g, pancos de sangue, realiza-se, como méto-
antigeno p24 no sobrenadante da cultura, eventos &s; onfirmatério. o WB em todas as amostras

tes que tradu;e(rjn repllcagé? viral. . Como principal limitacdo da pesquisa de anti-
Este metodo tem um alto custo, pressupoem u”&%rpos para o HIV, temos que lembrar que, em 75%

eqL_Jipe de técnicos treinados e cqndigées laboratori Bs casos, 0s anticorpos tornam-se detectaveis cerca
de isolamento e seguranca (confinamento PIl ou Pl dois(2) a trés (3) meses ap6s o contato Coies;

E demorado, obtendo-se resultados apds quinze (15] . . . .
assim, nos pacientes em que haja forte suspeita da

a trinta (30) dias, ou mais, de cultivo. Por isso, SUBteccao pelo HIV, e a pesquisa de anticorpos resulte
indicacdo, atualmente, vem se restringindo a area geeceaop ] pesq ticorp .
ativa, havera necessidade da repeticao do teste apos

pesquisa clinica. Essa técnica apresenta defeitos fog

reprodutibilidade ligados a variabilidade das célulad™ oY dois meses do posswe'l contagio. Em alguns
CgS0s, esses testes, em especial o ELISA, podem tor-

mononucleares dos doadores. A selecdo de cepas e X ) q
replicacdo rapiddn vitro, pode provocar um viés de nar-se positivos somente apos seis (6) meses do con-

medicdo. Devido a todos esses fatores, outros méfgdio; assim, 0 seguimento clinico € fundamental.

dos tém sido desenvolvidos para detecgdo da infec- ~ Uma Vez positivo, o resultado ndo se negativa
¢do pelo HIV, com o intuito de diagnéstico. Muitasal€ © final da vida. Em rarissimos casos, em condi-
dessas técnicas baseiam-se na detecgéo da resp§8@s de imunodeficiéncia celular e humoral extrema,

de anticorpos contra o HIV, mais do que na deteccdt®s fases finais da doenca, pode ocorrer negativacao
do préprio virug+15) dos anticorpos pelo ELISA.

2. TESTES DE DETECCAO DE ANTICORPOS 3. INTERPRETACAO DO RESULTADO PELO

As técnicas mais freqlientemente utilizadas ELISA E CONFIRMATORIO

para pesquisa de anticorpos anti-HIV sdo: teste  Adulto reagente indica contato anterior com
imunoenzimatico Enzyme Linked Immunosorbentg v

Assay-ELISH fluorimetria, quimioluminescéncia, Recém-nascido reagenteo encontro de an-
radioimunoprecipitacdoRadio Immunoprecitation icqrpos 1gG ELISA, WB), no sangue para o virus,
Assay-RIP aglutinacdo de particulas de latex, imuy 34 hermite o diagnéstico da infecgéo antes dos quin-

nofluorescéncia indireta A(If) wiestern-Blo(WB). .ze a dezoito (15-18) meses de idade, devido a possibi-
biIidao(Ig gg;@ﬁg WB tém, atualmente, alta senshjq e g transferéncia passiva de anticorpos da,. mae
Em termos de diagnéstico sorolégico de infecPara o fe‘_[o_, havendo, assim, necessidade de métodos
laboratoriais de detecc¢éo direta do virus ou de seus

¢do pelo HIV, o Ministério da Satde do Brasil precogntigenos. Deve-se lembrar que, no Brasil, cerca de

niza que seja realizado o ELISA, em duplicata, com ) N N
d J P 0% dos casos de aids na infancia deve-se a trans-

método de triagem, e um outro método como teste. "~ " flho do HIV
confirmatorio de positividade, que pode ser a aglutinz{I"SS"’10 mae-iino do o S
Adulto ndo reagente indica que o individuo

¢éo de particulas de latex, ou a If, na dependéncia das
condicdes do laboratério. Ao realizar-se o ELISA: Nao entrou em contato com o HIV-1 ou, caso tenha

1-caso 0 exame seja negativo, considera-se negd?iaVido infeccdo, ainda ndo soroconverteu, porém po-
va a amostra: dera fazé-lo em algumas semanas.

2 -se o resultado for duvidoso ou indeterminado,  ELISA indeterminado: pode se tratar de in-
deve-serepetir o procedimento em duplicata e dividuo em fase de soroconversao, em vias de se tor-

persistindo a duvida, proceder ao teste confif?ar reagente, ou pacientes em fase terminal da doen-
matério (If ouaglutinacdo do latex); ¢a, ou se tratar da deteccao de anticorpos inespecificos

3 -se a amostra for positiva, realizar o teste confildU€ S€ ligam casualmente, sem significado clinico,
matério como reag&o cruzada, como aloanticorpos, pacientes
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com doengas auto-imunes; pode ocorrer, também, O modelo de bandas especificas pode variar de
quando ha infec¢éo pelo HIV-2 e nos casos de parthdividuo para individuo, e a intensidade pode flutuar
cipantes de ensaios em vacinas anti-HIV. Nessas Cie acordo com a relativa quantidade de anticorpo anti-
cunstancias, sugere-se a repeticao do teste em UPB/-1 especifico, circulante em algum dado momen-
nova amostra, e, caso persistam dlvidas, faz-se 0 $6e com a preparacdo comercial em uso. Muitas pre-
guimento soroldgico do paciente e apds trinta (30) garacdes de WB comerciais sdo especificamente sen-
sessenta (60) dias, repetindo-se o teste anteriormegigeis para a deteccdo de anticorpo anti-p24 e o seu
solicitado para nova avaliagdo. Quando o teste WEBparecimento no “imunoblotting” pode ocorrer relati-
também resultar indeterminado, sugere-se novo Wamente cedo no periodo pds-exposi¢do ao virus, oca-
apos trinta (30) dias ou a reagéo de cadeia de polimgionalmente servindo para anunciar o processo de
rase (PCR). soroconversao. O aparecimento de niveis detectaveis
de anticorpos contra os produtos dos g@ots env
4. INTERPRETACAO DO TESTE DE WES- Pode ser mais tardio, embora isso _seja,, u_sual,men_te,
TERN-BLOT (WB)1? tao breve que seu impacto no sorodiagnéstico € muito
pequeno. Anticorpos contra outros genes do HIV-1,
O teste WB tem 0 mesmo principio do ELISA,tais comonefou outros elementos reguladores, séo,
isto €, captura de anticorpos, porém com antigenggralmente, nio detectaveis pelo WB convencional.
especificos do HIV, previamente separados eletrof@ importante ter em mente que o WB n&o é indicado
reticament&%18), Na técnica de WB, existe a possi-como um teste de triagem inicial. Devido & alta fre-
bilidade de se revelar a presenga de anticorpos contjaéncia de reacdes indeterminadas, a maioria das quais
nove (9) proteinas do HIV-1: gp160, gp120, gp42, p6Gode ser nio especifica, 0 WB néo é apropriado como
p51, p31, p55, p24, p17. As trés primeiras séo codifferramenta para uso em triagem inicial de grandes
cadas pelo gereny, as trés seguintes, pelo ggg@¢  populacdes. Seu emprego deve ser reservado como
e as restantes, pelo geyeg Soros que apresentemum teste confirmatério, em especial em populacdes
reatividade contra pelo menos uma proteina de cadan que tenha havido positividade pelo ELISA ou ou-
um dos trés grupos génicos séo considerados reagém-teste em uma triagem inidiél.
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra, pelo menos, uma pro-
teina de dois grupos génicos dife
tes, sendo uma delalsrigatorianen-
te doeny, sadoconsiderados reagen-
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra duas proteinas etos |
séo igualmente consideradoagen-
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra, pelo menos, uma pro-
teina de dois grupos génicos diferen-
tes, desde que ndo sejanmede sao
considerados indeterminados. Soros
que apresentem reatividade contra,
pelo menos, uma proteina de um gru-
po génico, desde que nédo seja pl7,
sdo considerados indeterminados.
Soros que reajam isoladamente con-
tra p17 sao considerados negativos.
Soros que nao reajam contra henhu-

ma proteina séo, obviamente, consi- W ol R Y = T Seai
- igura 1 - Western Blot. Representativos Western Blot para -1. Segundo

derados r_‘ega“VQS- os critérios de interpretagdo (vide texto), os soros A E 7 sdo considerados
AFigural ilustra exemplo de positivos, soros 3 e 4 indeterminados e o0s soros de nimeros 5 e 21 negativos.

teste WB.
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5. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA zacgdo, com baixo custo. Entre estes métodos estd o
(IF)49 teste rapido de aglutinacéo do latex, um processo que

] -~ pode ser realizado em minutos e que requer o0 minimo
Apesar da rapidez e facilidade do emprego dge reagentes e habilidade técnica. Este método é uma

WB como teste confirmatério, alguns laboratorios €myificacao do teste padréo de aglutinagéo de latex e
preferido usar aimunofluorescéncia indireta (If) comg,g4 proteinas recombinantes, derivadas de regi&o al-

um teste confirmatério ou mesmo em 'Friagem. A"ar{amente conservada do genoma do HIV-1, ligadas a
tagem desse método € que ele é rapido e muito faglaras de polistireno.

de ser realizado, requerendo todavia habilidade na lei- Alguns trabalhos tém estimado sua sensibilida-

tura, que é subjetivg. Entretfanto, requer a ex_isténciae em 99,3% e especificidade em 100%, em compa-
no laboratorio, de microscopio de fluorescéncia, 0 AYgczo ap WB. Entretanto, a interpretagéo destes re-
encarece 0 metodo, assim como € necessario CQfyjitados deve ser feita com cautela, uma vez que fo-

fiar-se n,oforne_\cedor das laminas, as quais dever_‘Fbm aplicados em populagdes com incidéncia de in-
conter células infectadas pelo HIV-1 (geralmente, I'fecgéo acima de 1894.

nhagens H9 ou CEM). A If pode tornar-se positiva

mais cedo, no transcurso da infeccdo pelo HIV-1, d . ,
que a do ELISA ou a do WB. g TI]?ZS‘;[(‘E) DE DETECCAO DE ANTIGENO
6. RADIOIMUNOPRECIPITACAO (RIPA)®¥ A técnica mais empregada para a pesquisa de

antigeno p24 é o teste de ELISA. A indicacdo € no

RIPA € um outro teste que pode, eventualmerdiagndstico laboratorial precoce de infec¢des pelo
te, ser utilizado como teste confirmatodrio, embora resd1V-1, na fase anterior a conversdo sorolégica e no
trito aos laboratdrios que mantenham continuamentiagnadstico da infeccao pelo HIV-1 no recém-nascido
culturas celulares para o HIV-1. de mae soropositiva. Até pouco tempo atras, antes da

Varios aspectos deste método inviabilizam a suexisténcia da quantificagdo da carga viral do HIV-1
adocdo em laboratorios clinicos e o torna menade maneira rotineira, ele era usado na avaliacdo da
atraentegue o WB para uso na rotina: a necessidadeecessidade de introducdo e monitorizagdo da tera-
de manter estoque de virus e linhagens celulares pg@utica anti-retroviral. Uma limitacdo para seu uso é
cultura, a necessidade de estocagem e manutengfe 40% a 70% dos pacientes, na fase aguda;itém
de material radioativo, além de cuidados especiais comia detectada por este critério. Apos esta fase inicial
os residuos e experiéncia do pessoal técnico. Entite cerca de dois (2) a trés (3) meses, este marcador
tanto ha certas circunstancias em que o clinico podegrmanece, habitualmente, indetectavel, ou detecta-
eventualmente, langar mao do RIPA, em especial ne&l, esporadicamente. Uma outra limitagédo é que ele
deteccao de baixos titulos de anticorpos ou na avalisemente é capaz de detectar antigeno p24 livre e ndo
¢do de individuos com padrdes indeterminados de WBs antigenos complexados com anticorpos anti-p24.

A sensibilidade e especificidade do RIPA, O encontro do testeagenteindica a presen-
usualmente, excedem aquelas do WB e o RIPA tega de antigeno do HIV-1 ou p24 circulante em niveis
proporcionado esclarecimentos em relagéo a natursdperiores a 8 pg/ml (limite médio de sensibilidade do
za da resposta soroldgica para proteinas de alto peeste). No caso de recém-nascidos, indica infecgéo. A
molecular do envelope viral (gp120, gp160), em estéeiturando reagentandica auséncia de antigendete
dios precoces no processo de soroconversdo. Enttével, dentro dos limites de sensibilidade da técnica.
tanto, nos estadios iniciais da infeccdo, o RIPA pode

ser menos sensivel que o WB, na detec¢éo de anticOgOrgSTES DE AMPLI ACAO DO GENOMA
para antigenos virais p24 ou gp41. DO HIV

9.1. Deteccao do DNA do HIV-1 integrado ao ge-
noma leucocitirio (PCR-DNA quantitativo)®

Usa-se areacdo em cadeia de polimepadye-
A complexidade e o custo dos diversos testemerase chain reaction-PCRm especial para o
para deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 tém estimwdiagndéstico de infeccao pelo HIV-1, em crian¢as nas-
lado o desenvolvimento de testes de mais facil realtidas de mées soropositivas, sendo altamente especi-

7. TESTE RAPIDO DE AGLUTINACAO DO
LATEX®9
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fico e sensivel em lactentes de um a dois (1-2) messs eliminado. No sangue, o virus pode estar associa-
de idade e para o esclarecimento diagndstico de indie as células, sob forma de provirus integrado ao ge-
viduos com perfis indeterminados ao WB noma celular, mas aparece, também, sob a forma livre

O teste pode se tornar positivo apenas apos trifrion infeccioso), produto da replicagéo ativa do vi-
ta (30) a sessenta (60) dias de vida da crianga, poiss. A carga viral corresponde a quantidade de virus
este seria 0 tempo necessario para que houvesse ingplicativo ou latente presente em um individuo infec-
gracdo do genoma viral ao genoma leucocitario, etado. Na linguagem corrente, a carga viral do HIV
um numero significativo de células circulantes. Aind&orresponde, geralmente, a quantidade de virus pre-
no primeiro més de vida da crianca, existe a possibibente no compartimento sangulineo. Dependendo da
dade de que algumas células infectadas da mae ese@plicacéo do virus no sangue, a carga viral pode néao
jam circulando na crianca e representem, portanttgr o mesmo valor:@arga viral celular corresponde
falsa positividade do teste no recém-nasgéitio a quantidade de provirus que infecta as células mono-

O teste seréeagentequando houver presen- nucleares e reflete o reservatorio celular, @ama
ca de células com DNA viral integrado e, portantoyiral plasmatica corresponde a quantidade de parti-
infectadas, endo reagentena auséncia de célulasculas virais, livres no plasma.
infectadas pelo HIV-1, dentro do limite de sensibilida- A utilizacao da técnica de PCR permitiu mos-
de da técnica. A interpretacdo de testes executadtdr que o HIV se replica de maneira variavel em to-
em recém-nascidos requer especial atencéo e, fA9s 0s estagios da doenca, o que contradiz a concep-
qlientemente, é associada a pesquisa de outros ng&o inicial de laténcia virologica apos a primoigéee
cadores. A coleta de material para PCR, em papel de  Esquematicamente, as cargas virais celulares
filtro, é alternativa Gtil para estudos de campo, apré&U plasmaticas podem ser avaliadas por meio de téc-
sentando sensibilidade e especificidade comparavéigas de culturas celulares ou plasmaticas em dilui-
as da técnica convencional. ¢Bes sucessivas, que constituem métodos de referén-

cia, bem como, por meio de técnicas de biologia mole-
9.2. Detec¢io do RNA do HIV-1 no plasma cular (Tabela ).
(PCR-RNA qualitativo)®

Emprgga-se PCR apés transcricao revers; Tabela | - Principais técnicas de quantificagdo do
(RT-PCR). E indicada para o diagnoéstico da infecgé v
pelo HIV-1 em criancas nascidas de maes soroposil
vas e diagndstico de infeccao pelo HIV-1 em adultc Carga viral Técnica
expostos recentemente (até dois (2) ou trés (3)
ses), portanto antes de soroconversdo. Nestes ca:
o0 teste se torna reagente entre quinze (15) a sesse
(60) dias, ap6s a infeccao.

A deteccdo do RNA viral requer cuidados no
manuseio e preservacao do material clinico. O sanc!

deve ser colhido adequadamente, as suas células

Celular (DNA pré-viral) Culturas celulares simulta-
neas, em diluicbes suces-
sivas (viremia celular)
Técnicas de Biologia Mole-
cular:

— PCR quantitativa

paradas dentro de duas horas e o teste realizado in — PCRin situ
diatamente ou a amostra estocada a -70°C. Plasmatica (RNA viral)  Cultura plasmatica em di-

Testereagentesignifica presenga de virus cir- luicdes sucessivas (viremia
culante no plasma e, portanto, infec¢éao, enquanto t¢ plasmatica)
te ndo reagente auséncia de virus circulante ou pre - Técnicas de Biologia Mole-
senca, em quantidades abaixo do limite, de detecg: cular:
da técnica. — RT-PCR quantitativa

— NASBA

9.3. Deteccao do RNA do HIV-1 no plasma _ BIA mErlieEe e

glil::ln t(l(t;};(‘;g) ou Determinagio da Carga Celular (RNA mensageiro) Ilfjél(;r:cas de Biologia Mole-

Ainfeccao pelo HIV é crbnica, persistente, du - — RT-PCR quantitativa
rante a qual o virus se replica constantemente, St
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As técnicas mais freqientemente empregadascnica do DNA ramificado (Tabela Il). Cada um des-
para determinacéo da carga vii@b: PCRjuantitativo  tes “kits” permite obter uma medicdo da carga viral
porcompetic@dpranchedchain DNABDNA),NASBA  plasmatica extremamente confiavel, mas necessita de
(Nucleic Acid Sequenced Based Amplification pessoal qualificado e equipamento especifico. A car-

A quantificacdo do RNA viral plasméatico podega viral plasmatica € expressa em numero de copias
ser realizada, atualmente, por meio de “kits” cofou equivalentes-copias) de RNA viral por ml de plas-
merciis, que utilizam amplificacdo génica, tais comana, freqientemente traduzido, para facilitar, num
a PCR ou NASBA, hibridizacdo molecular, como dogaritmo de base 10 (log).

Tabela Il — “Kits” comerciais para avaliacdo da carga viral plasmatica do HIV-1

Quantiplex HIV RNA®

Amplicor HIV-1 Monitor®

NASBA QR System®

Chiron Roche Diagnostic System Organon Teknika
Principio Hibridizagcdo molecular Polimerizacéo por Amplificacdo genética
amplificacdo em cadeia

Expresséo Eq RNA/ ml copias / ml copias / ml

Gene identificado pol gag gag

Subtipo M identificado AaF:sim A:-out A:-out

outros subtipos: sim outros subtipos: sim

Subtipo O nao nao nao

Limite inferior de deteccao 500 200-400 400 (para 1 ml)
Nuclisens = 80

Limite superior de detecc&o 1,6 10° 1,5 10° 110’

Variagdo individual 0,3 log 0,45 log 0,3 log

Sensibilidade/plasma HIV" 70% 95% 100%

Reprodutividade +++ ++ ++

— zona cinza de reproduti- <3loge>6log <4log

vidade
— desvio-padréo intra-ensaio 0,12-0,2 <0,15-10,33 0,13 -0,23

Anticoagulante

EDTA ou citrato > heparina

EDTA > citrato

EDTA > citrato ou heparina

Tempo de espera para reali- < 6 horas < 3 horas < 2 horas
zacao do teste

Estocagem -80° C -80° C -80° C
Volume da amostra 2mil 200 pl 100 yla 1 mi
Namero de testes 42 [ 2 dias 20/ 1 dia 10/ 1 dia
Rapidez de andlise +++ ++ ++
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No Brasil, os testes de carga viral estdo disp@®.5. Amplicor HIV-1 - Monitor® (Roche Diag-
nibilizados pelo Ministério da Saude, em laboratérios  nostic Systems)

de uma rede nacional, em algumas cidades do pais,  Eqia “it” utiliza a técnica classica de RT-PCR,

para o.acomp_anhamento de pacientes em uso de t&LR vinte e cinco (25) ciclos, utilizando uma DNA po-
pia anti-retroviral. o limerase termoestavel, capaz de realizar sucessiva-
Deve-se obedecer as técnicas de coleta, qualiente a transcrigio reversa e a amplificagdo. O nd-
to a0 volume e presenca de EDTA, assim como Sifero de copias deada amostra é calculado com
encaminhado o mais rapido possivel ao laboratorio,@jaczo ao seu proprio padréo interno. O limite de sen-
fim de se realizar a separagdo até, no maximo, tréfjlidade ¢ de duzentas (200) copias de RNA por ml
horas apos a colheita. O material deve ser processfs plasma. A durac3o da reaco é de seis (6) horas.
do imediatamente ou estocado a -70°C. Os principais inconvenientes dedti#” sdo a incapa-
Niveis elevados de copias de RNA viral ségidade de reconhecimento de certos subtipos africa-

associados a mau prognostico, enquanto niveis baixgss, notadamente do subtipo A, e elevada variacdo
guardam rela¢éo com curso clinico mais prolongadgaterensaio.

Os valores devem ser decrescentes no caso de Su-
cesso da terapéutica antiviral eficaz. Espera-se qué’@- NASBA QR System® (Organon Teknika)
ponto mais baixo da reducéo da carga viral ocorranas A técnica NASBA permite a amplificacao iso-
quatro semanas apos o inicio do tratamento anti-reérmica do RNA do HIV-1 de filamento simples, utili-
troviral e, portanto, o primeiro de controle deve serando trés (3) enzimas: a transcriptase reversa do vi-
realizado entre um (1) a trés (3) meses apos o inicios da mieloblastose aviaria, uma RNAse H, e a RNA
do tratamento. Considera-se sucesso viroldgico a diolimerase do fago T7. A técnica permite a obtengéo
minui¢&o da carga viral em pelo menos 0,5 log na bage 10 a 10 copias em menos de uma hora. Seu limite
10. Se a carga viral tornar a aumentar, em uso regulg deteccéo passou, recentemente, para oitenta (80)
da medicacéo, deve-se considerar a possibilidade €@pias do RNA viral por ml de plasma, recebendo o
emergéncia de mutantes resistentes, e considerarkf’ 0 nome deNASBAnuclisensHIV-1 Qt. A varia-
modiﬁcagéo da terapia anti-retroviral. (;5.0 interensaios do “kifNNASBA é Comparével a da
Hoje em dia, é possivel calibrar muito finamente £CR Roche.
terapéutica anti-retroviral, por meio da avaliacoi e
da carga viral plasmatica em um paciente tratado.

A seguir sdo apresentados os “kits” comerciais L o
Os testes de determinacao de resisténcia aos

disponiveis. : o L .
anti-retrovirais devem constituir o préximo passo de

Deve-se escolher um Unico “kitle avaliagdo e i ot AUtico da infeccs
da carga viral plasmatica para monitorar um mesm yolucao no monitoramento terapeutico da infeceao.
s testes de resisténcia podem direcionar a terapia

paciente, embora dados da literatura tenham mostr

do correlacdo dos resultados entre os testes, ficang® mome,”“’ da falha, Atgqlmente, a m“d?‘”‘?a tera-
peutica € baseada na clinica, no conhecimento do

dentro dos limites de reprodutibilidade do teste, que’e . ~ .
inferior a 0,5 log. Existe um interesse do Ministério da ccanismo de agdo das drogas, carga_vwal € evolu-
i ' ¢do do TCD4 e TCDS8. Os testes de resisténcia po-
%em fazer com gue a mudanca de terapia seja menos
empirica. Além disso, existe o potencial de se predi-
9.4. Quantiplex HIV RNA® (Chiron) zer a faléncifa_biolégica ar_1tes que ela ocorra. Como
exemplo historico desse refinamento no monitoramento
A técnica do DNA ramificado utiliza uma da infecgdo pelo HIV, pode-se citar os outros marca-
amplificagéo do sinal obtido por hibridiza¢c&do mole-dores imuno/virolégicos. Com o uso do TCDgor
cular sem amplificacédo génica. A duragao do testexemplo, pode-se detectar o colapso do sistema imu-
€ de dois dias. O limite de detecc¢ao do “kit” atualne antes mesmo do aparecimento de um evento clini-
mente comercializado é de 500 Eqg-c6pias por ndo de progressdo. Com a carga viral, pode-se detec-
de plasma. A principal vantagem dessa técnicatar quais os pacientes que potencialmente estariam
sua reprodutibilidade. Seu principal defeito é su&voluindo rapidamente para o colapso do sistema imu-

baixa sensibilidade. ne, mesmo antes da queda do TCO4lvez com o0s

9.7. Determinacdo de Resisténcia aos Anti-Re-
trovirais

¢ao entre os testes mais usados.
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Testes disponiveis para detec¢@o da infeccao pelo HIV

testes de resisténcia seja possivel predizer o mome®t8. Algumas Consideracoes sobre Testes Ra-
em que a carga viral pode aumentar, mesmo antes pidos para Diagnéstico da Infecciao pelo
gue isso ocorra. HIV@0

Testes de resisténcia tambem seréo Uteis para  Algm dos testes sorol6gicos convencionais, para
melhor introducéo de terapia em casos de infec¢qpyiagnéstico da infeccdo pelo HIV, foram desenvol-

vertical (mae-filho), e em acidentes pos-exposicagyos mais recentemente, os chamados “testes rapi-

ocupacional, onde a avgliagéo prévia de cepas res&%s,,, que t&m a revelacdo em cerca de trinta (30)
tintes_g)odera ”)e'hor dl_ijeuonar a tefr_ap_eutlclz?j a Sffinutos, permitindo andlise de sangue, saliva ou uri-
oterécida ao recem-nascido, ou ao protissional da Sally gqtes testes empregam, geralmente, antigenos virais
de vitima do acidente com material potenmalmentﬁxadOS a um suporte solido, como membranas de ce-
contaminado. ’

NP . : lulose ownylon latex, microparticulas, ou cartelas plas-
A resisténcia pode ser medida por ensaios f%- y P P

notipicos e genotipicos. Os ensaios genotipicos, queé Geralmente, possuem sistema de revelacdo vi-

identificam, numa sequéncia definida de genes, a pre- . : .
q e de genes, aprg al, o que dispensa o uso de equipamento laboratorial,
senca de uma mutacao especifica, sao relativamente

rapidos, mas fornecem somente uma medida indire‘taapOde ter implicacoes praticas para implantacdo de

A ~ . estudos em regides sem facilidades laboratoriais.
da resisténcia. Eles ndo conseguem detectar espécies . X
Atualmente, no mercado, existem diferentes tes-

minoritarias (ou seja, aguelas que componham men?s ) L. L . ;
de 20% da cargaral) e nem sempre estdo correlacio- es de diagndstico rapido, produzidos por fabricantes
2 (gli_stintos, que utilizam diferentes tipos de antigenos,

nados com o fenotipo. E possivel pesquisar as mut mo o lisado viral, proteinas recombinantes, peptideos
¢Oes gendmicas que conferem resisténcia a uma su Mo » Proteine » Pep
Intéticos ou a combinagao destes. Geralmente, tem

tancia anti-retroviral por meio de seqlienciamento dintetica o o
gene que codifica 0 alvo da molécula antiviral, Sejaensmllldade e especificidade inferiores aos ELISAs

apos clonagem ou diretamente com produtos de chgnvencionais. _E_mbora de facil inte_rpretagé_o, resul-
Quando as mutacdes que conferem resisténcia j& &d0s falso-positivos podem ser obtidos, variando de
t30 bem identificadas, & possivel pesquisé-las por mdfpte @ teste, em funcéo de varias razGes de ordem

de técnicas de Biologia Molecular. A técnica mais utitecnica. , )
lizada é uma PCR nidificada (isto é, o produto da pri-  Resultados falso-negativos tambeém podem ser
meira amplificacdo serve de alvo a uma segunda affietectados, pnnmpalm_ente em estut,jos utilizando amos-
plificagiio no seu interior). A pesquisa de mutace$as de soros provenientes de paises onde predomi-
pontuais que conferem resisténcia a uma molécula paam 0S subtipos n&o-B do HIV-1, assim como em
uma PCR nidificada diferencial, em diluicio limitada@Mostras de soroconversores recentes.
é uma técnica relativamente sofisticada, que necessi-  Por outro lado, o uso de testes rapidos para
ta cerca de trés (3) a quatro (4) dias de manipulacg/totestagem do estado sorolégico frente a infecgéo
Os ensaios fenotipicos que medem a Cap@ﬁlo HIV por casais antes do inicio da prética sexual
cidade decrescimentan vitro de um organismo iso- Pode levar ao abandono da utilizagcdo de preservati-
lado na presenca de uma droga, representam ui¥s COmo meio de prevencao, podendo servir como
medida mais exata da resisténcia, mas sdo mais |étna arma para a discriminagéo dos individuos em re-
tos na sua execucgéo, podem apresentar resultadosl@¢ionamentos, emprego ou outras situacdes.
ferentes em relacéo a resisténcia fenotipicaineal A Comissao Nacional de aids tragou uma série
vivo, e, da mesma forma como ocorre com os ensai@é recomendagdes para o emprego desses testes, entre
genotipicos, sdo insensiveis as espécies minoritari&as evitar a vulgarizagdo do emprego para o diagnos-
Considerando-se todos os fatores, a determinac&o tieo da infec¢éo pelo HIV e néo ser usado por profis-
fenotipo de sensibilidade do HIV aos anti-retroviraissional ndo credenciado. O seu emprego poderia ser
necessita do isolamento do virus e, posteriormente, sigglizado, em casos de acidentes ocupacionais com
cultura em muitas diluicdes, na presenca de concematerial potencialmente contaminado, pelo profissio-
tracdes crescentes de uma substancia anti-retrovirafl da satde, em estudos epidemiol6gicos ou em tria-
E possivel que, em futuro proximo, tenhamogiens de bancos de sangue.
disponibilidade de “kits” capazes de mensurar, roti- Agradecimentos: Os autores agradecem a bié-
neiramente, o genotipo e o fenotipo de sensibilidadega Rita Angela S. Cardoso pela cessao das fitas do
do HIV aos anti-retrovirais. teste Western Blot.
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ABSTRACT:

Laboratory methods for the diagnosis of human immunodeficiency virus (HIV)
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The authors review the laboratory methods available for the diagnosis of the

Human Imunodeficiency Virus (HIV) infection with emphasis on thes correct application and

interpretation of the results.
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