Etapa complementar para o
diagnastico da infecgao pelo
HIV - principios metodologicos

As amostras com resultados reagentes, na etapa de triagem, devem ser submetidas a etapa
complementar.

Nessa etapa, devem ser utilizados testes mais especificos que os de triagem. A finalidade desses
testes é confirmar se 0s resultados reagentes, nos testes de triagem, sao de fato decorrentes

da infeccdo pelo HIV. Os testes complementares ndo sao indicados para utilizagdo na etapa de
triagem.

Além disso, é importante que vocé saiba que ao utilizar um teste de 4.2 geracao na etapa | do
fluxograma e um teste capaz de detectar apenas anticorpos na etapa Il (complementar), se 0
individuo estiver no inicio da infeccao, é possivel que os resultados entre 0s dois testes sejam
discordantes.

Isso ocorre porque, em individuos recém-infectados, talvez ainda nao existam anticorpos em
circulacao e apenas antigenos possam ser detectados. Nesses casos, o teste confirmatdrio a ser
escolhido é o exame de quantificacao da carga viral.

I Imunoblot rapido ]

O Imunoblot rapido é um teste com a metodologia DPP (plataforma de duplo percurso). Utiliza
como fase solida uma membrana de nitrocelulose, na qual estao ligados antigenos recombinantes
ou peptideos sintéticos dos virus HIV-1, incluindo o grupo O e HIV-2, que serdo revelados em
linhas diferentes.
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Veja, a sequir, uma ilustragao do dispositivo de teste Imunoblot rapido.

Este teste apresenta trés areas:
earea 1 — onde se aplicam a amostra e 0 tampao;
e area 2 — onde se aplica 0 tampao para permitir a migracao do conjugado;
area 3 — local de leitura do teste e onde estao

fixados 0s seguintes antigenos: frea2 i
* Linha de Teste 1: gp 36 (HIV-2)
» Linha de Teste 2: gp 160 (HIV-1) et
* Linha de Teste 3: gp 120 (HIV-1)
e Linha de Teste 4: gp 41 (HIV-1) frea 1

* Linha de Teste 5: p24 (HIV-1)
* Linha de Controle C: Reagente da area de controle

Figura 1 — Dispositivo do teste Imunaoblot rapido.

Descrigao:
|. A-amostra e o tampao sao aplicados na area 1 do teste e migram em dire¢ao a area 3.

|I. Em seguida, adiciona-se o tampao na area 2, que permitira a migragao do conjugado —
composto por proteina A e particulas de ouro coloidal — em diregao a area 3.

IIl. Se houver anticorpos na amostra, eles vao se ligar aos antigenos fixados na area 3.

Em seguida, o conjugado vai se ligar aos anticorpos. Essas ligacoes serdo visualizadas na
membrana de nitrocelulose, na forma de linhas rosa ou purpura, que indicam a presenca de
anticorpos na amostra (Figura 2).

Leitura e interpretacao do teste Imunoblot rapido
!

Para validar o resultado, em todos os testes, deve aparecer cor
rosa/roxa na linha de controle.




Resultado nao reagente: Presenca de cor rosa/roxa

apenas na linha de controle (C). Area 3
2345C
Resultado reagente para HIV-2: Presenca de cor Area 3
rosa/ roxa na linha de controle (C) e na linha de teste 1. rea
Eventualmente pode aparecer linha em 1 (gp36), 5 (p24)
e em C (controle). I
2345C
Resultado reagente para HIV-1: Presenca de cor rosa/ Area 3
roxa na linha de controle (C) e em duas ou mais linhas (2, rea
3,4 0ub). I I I
2345C
Area 3

Resultado indeterminado para HIV-1: Presenca de cor

O
N
O

rosa/roxa na linha de controle (C) e em somente uma linha Area3
(2, 3,4 0ub). I I
2345C
Teste invalido: quando NAO apresentar a linha na area Area 3
de controle. rea
2345C
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1 - avidina - proteina
(obtida da clara do ovo)

I Western Biot we) NG

: Que se liga fortemente a
0 WB é uma reagdo que utiliza, como fase sélida, uma membrana dg ~ ; ™Meeeadebiotina
nitrocelulose que possui, fixados, antigenos do HIV distribuidos de :

acordo com seu peso molecular.

Descrigao:

As proteinas e glicoproteinas virais, que atuam como antigenos, sao
separadas por eletroforese — em gel de poliacrilamida, segundo seus
pesos moleculares — e transferidas para a membrana de nitrocelulose.

A reacao entre o antigeno adsorvido a membrana de nitrocelulose e 0s
anticorpos da amostra é revelada por um processo enzimatico.

Adiciona-se o0 conjugado 1, composto por uma anti-imunoglobulina
humana conjugada com biotina. Adiciona-se o conjugado 2, que €
composto de avidina' ou estreptavidina ligada a uma enzima.

Em seguida, adiciona-se o substrato (4-cloro-1-naftol). A degradagao do substrato origina um
produto insollvel e corado que permite, a olho nu, a visualizagao da reagao sobre a fita.

Alguns conjuntos diagnosticos de WB para HIV-1 podem utilizar outros sistemas de revelagao,
sem 0 emprego de avidina (ou da estreptavidina) e biotina.

Sl (p160

el pl7

1- Controle negativo 2- Controle positivo 3 a 10 - Amostras de pacientes

Figura 2 — Representacao de testes Western Blot.
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Interpretacao do WB

A interpretacao do teste de Western Blot devera seguir os critérios expostos adiante.

Amostra nao reagente: auséncia de reatividade (auséncia de bandas),
independentemente da proteina viral utilizada no ensaio.

Amostra reagente: reatividade (presenga de bandas), em pelo menos
duas das seguintes proteinas: p24, gp41 e/ou gp120/gp160.

Obs.: para a interpretacdo do Western Blot, a presenca de gp120 e(ou)
gp160 é considerada como unica banda. Assim, a presenca de gp120 e/
ou gp160 associada a presenga de p24 ou gp41 caracteriza a amostra
como reagente.

9
|
|

:

Amostra indeterminada: qualquer padrao de reatividade (presenca de
bandas) diferente do item anterior.
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2 - POP - Trata-se de
protocolos que descrevem
detalhadamente cada uma
das atividades realizadas
no servico, desde a coleta
até a emissao do resultado
final do teste, com o
objetivo de padronizar as

. . . . . o acoes dos profissionais
Os procedimentos variam segundo o fabricante do conjunto diagnostico envolvidos.

(kit) utilizado. Entretanto, algumas regras gerais devem ser observadas:

Procedimentos e cuidados
na realizacao dos testes para
deteccao da infeccao pelo HIV

* L eia todas as instrugoes de uso do kit antes de iniciar a reagao.

* Mantenha os Procedimentos Operacionais Padrao (POP)?
atualizados, fazendo as alteracoes, sempre que o fabricante fizer
modificagdes nas instrugoes de uso.

» Confira se todos 0s componentes, materiais e reagentes do kit
estao disponiveis.

* Providencie os outros materiais necessarios a realizagao dos
testes.

* Deixe as amostras e 0s reagentes atingirem a temperatura
ambiente, antes de iniciar a reagao.

« Utilize, exatamente, os volumes indicados. Nao faga qualquer
alteragdo com o intuito de economizar tempo ou reagentes.

» Faca um protocolo de trabalho (veja um modelo com o teste ELISA
em anexo).

* Siga, rigorosamente, 0s ciclos de lavagem indicados pelo fabricante
e tenha o cuidado de evitar a contaminagao cruzada de amostras.

*Inclua, além dos controles fornecidos pelo fabricante, controles
positivos e negativos produzidos em seu laboratorio (Controle de
Qualidade Interno — CQl).

* Se 0 procedimento do conjunto diagnostico indicar a necessidade
de leitura da absorbancia em espectrofotometro, utilize o(s) filtro(s)
recomendado(s) nas instrugoes de uso.
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Na sequéncia, estdo descritos alguns cuidados importantes com 0s conjuntos diagnosticos:

« Utilize os reagentes de cada kit até a data de validade, definida pelo fabricante, estampada
na parte externa da embalagem. Quando acabar o dispositivo de teste, ou qualquer reagente
do kit, jogue todo o restante fora em recipiente apropriado.

* Antes de iniciar o teste, verifique se os reagentes encontram-se limpidos, sem turvagao,
precipitados ou com coloracao alterada.

*Nao misture controles, conjugados, pérolas de diferentes lotes ou fabricantes.
 Armazene 0s conjuntos para diagndstico de acordo com as recomendacoes do fabricante.

* Substratos devem ser estocados ao abrigo da luz, pois podera ocorrer a fotodecomposi¢ao
desses reagentes. Devem ser guardados longe do contado com substancias oxidantes ou
metais, para evitar sua decomposicao, o0 que torna o produto impréprio para o uso.

*Faca a limpeza e a manutencao periddica dos equipamentos de lavagem, evitando, assim,
0 acumulo de sais e de outros compostos quimicos.

« Certifique-se de que o filtro de leitura da absorbancia esteja integro, livre de fungos, de
sujidades e devidamente ajustado.

A temperatura ambiente, em laboratorios clinicos, deve estar entre
20 e 26°C.

Amostras para diagnadstico da infeccao pelo HIV

As amostras podem ser de soro, plasma, sangue total ou sangue seco em papel-filtro. Elas devem
ser coletadas em conformidade com o que é preconizado pelo fabricante do teste a ser utilizado.

E proibido utilizar mistura de amostras (pool) para a realizagéo de
qualquer teste laboratorial que tenha a finalidade de diagnosticar a
infeccgao pelo HIV.
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Identificacao dos usuarios que farao o teste para deteccao da infeccao
pelo HIV

E obrigatoria a solicitagdo de um documento oficial com foto do individuo que sera submetido &
coleta. Esse documento deve ser conferido tanto no momento do registro no Servigo de Saude
quanto no momento da coleta da amostra.

Essa exigéncia nao se aplica aos servigos que realizam o diagnostico anonimo da infecgao pelo
HIV. Neste caso, deve-se comunicar ao individuo, no momento do aconselhamento pré-teste, que
nao sera entregue a copia do laudo por escrito.

Erros que podem ocorrer na fase analitica

E possivel que ocorram erros na etapa analitica. A sequir estdo listados os principais.

* Troca de amostras.
*Erros de pipetagem: pipetas nao aferidas, molhadas, volume incorreto.
*\/idrarias e recipientes mal lavados.

* Reagentes e padroes: contaminados, mal conservados, com validade vencida, erros no
preparo dos reagentes, diluigoes erradas.

*Presenca de interferentes na amostra: medicamentos, lipemia, hemalise, ictericia.
* Equipamentos nao calibrados

* Erros no protocolo de automacgao.

* Cubetas arranhadas, com bolhas de ar ou contaminadas com outros reagentes.
» Comprimento de onda incorreto na leitura dos resultados.

*Erros na fonte de energia (luz)

* Sujeira no sistema optico do equipamento

* Ajuste incorreto do zero

*Instabilidade na leitura fotométrica.

« Temperatura ambiente e (ou) da reacao inadequadas.

« Tempo de reagao errado.

*Erros na interpretagao dos resultados.
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