AVALIACAO DE UM IMUNOENSAIO CROMATOGRAFICO RAPIDO NA DETECCAO DE ANTI-
CORPOS CONTRA O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

EVALUATION OF A RAPID IMMUNOCHROMATOGRAPHIC ASSAY FOR THE DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST THE HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS

SUZANE PRETTI FIGUEIREDO NEVES *; ANDRE BASTOS, **; MARILIA TROPIA BARROS**; VANIA LINO**

RESUMO

Visando atender situagdes de urgéncia para o diagnostico da
infeccdo pelo HIV (ex: acidentes de trabalho) foram criados os
chamados “testes rapidos”. Objetivando avaliar o desempenho
do teste rapido Determine HIV 1/2 — Abbott, comparou-se este
imunoensaio cromatografico qualitativo, de execugdo simples,
rapida e de leitura visual, com uma combinagéo de testes sorolo-
gicos padronizada pelo Ministério da Saude (dois testes de tria-
gem seguidos por teste confirmatério — Immunoblot ou
Imunofluorescéncia Indireta — nas amostras positivas ou duvido-
sas). Utilizamos dois imunoensaios seguidos por Western
Blot/Line Immunoassay. Foram analisadas 105 amostras de soro
humano, das quais 50 se apresentaram positivas, 54 negativas e
01 indeterminada — as custas de uma banda n&o viral — para a pre-
senca de anticorpos anti-HIV quando analisadas pela combina-
¢ao de testes acima citada. A técnica proposta foi 100% concor-
dante com a padronizagdo do Ministério da Saude para os resul-
tados positivos e negativos (sensibilidade e especificidade de
100%), mostrando-se, assim, util e confiavel no diagnostico da
infeccao pelo HIV em situagdes nas quais o individuo pode bene-
ficiar-se da terapéutica anti-retroviral imediata.
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O virus da imunodeficiéncia humana tipos 1 e 2
(HIV 1 e HIV 2), inicialmente isolado em 1983, ¢ o
agente etiolégico da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA/AIDS), uma doen¢a que provoca o
comprometimento progressivo da habilidade do sistema
imune em controlar infec¢des e algumas desordens malig-
nas proliferativas." Embora as origens da doenga perma-
necam obscuras, sabe-se que o HIV jd ocorria como casos
isolados desde os anos cinqiienta. O virus disseminou-se
na década de setenta e, devido ao seu longo tempo de
incubagio, os primeiros sinais da AIDS, como epidemia,
tornaram-se evidentes apenas no inicio da década de
oitenta. A infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia huma-
na tipos 1 e 2 afeta hoje, no mundo, mais de 40 milhoes
de pessoas.?

Testes para a identificagio de anticorpos anti-HIV
vém sendo utilizados largamente na identifica¢do de por-
tadores do virus que podem atualmente, ser beneficiados
pelo tratamento anti-retroviral precoce, na identificagio
daqueles nio portadores do virus que necessitam aconse-
lhamento, para a monitorizagio epidemioldgica e para o
planejamento de ag¢bes de satde publica. O diagndstico
da infecgdo ¢ realizado utilizando-se testes sensiveis para

triagem, sendo as amostras positivas entdo submetidas a
um teste confirmatdrio.’?

No Brasil, o Ministério da Sadde padroniza a triagem
com dois imunoensaios de principios e/ou preparagoes
antigénicas diferentes e a confirmagio daqueles positivos,
por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta e/ou
immunoblotting. Os testes de triagem, como os imunoen-
saios enzimdticos, e os testes confirmatdrios, como o teste
de Western-Blot, sao procedimentos relativamente lentos,
trabalhosos e dependentes de laboratérios bem equipados
e profissionais treinados. Testes rdpidos para detecgdo de
anticorpos anti-HIV podem ser realizados em uma média
de 10 minutos. S3o, portanto, de grande valor em situa-
¢des nas quais os profissionais de sadde necessitam tomar
decisbes e condutas imediatas, tais como o inicio de qui-
mioprofilaxia para HIV (por exemplo, em casos de expo-
sicdo ocupacional a sangue e fluidos corpéreos ¢ para par-
turientes que nio fizeram pré-natal) e para defini¢io soro-
légica de doadores de érgaos para transplantes.”'
Mediante tal utilidade e diante da necessidade de valida-
¢do destes ensaios, decidimos avaliar o desempenho do
teste rdpido Determine™ HIV1/2, no intuito de adotd-
lo no Setor de Urgéncias do Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, para uso 24 horas por dia.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 105 amostras de soro humano pela
combinagio de testes adotada para detec¢do de anticorpos
anti-HIV no Setor de Soro-Imunologia do Servigo de
Medicina Laboratorial do HC - UFMG. Estas amostras
pertenciam ao banco de soros do setor — soroteca — onde
sao mantidos a — 20°C todos os soros dos pacientes que
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se submetem a testes anti-HIV no complexo do Hospital
das Clinicas. Para realizagio dos exames os pacientes for-
neceram consentimento por escrito. A rotina soroldgica
para HIV incluiu a etapa de triagem, na qual utilizamos
dois imunoensaios enzimdticos — um imunoensaio enzi-
mdtico em microparticulas/MEIA (Abbott Laboratories,
Wiesbaden, Germany) e um ELISA indireto (Ortho®,
Ortho Diagnostic System, Raritan, USA), seguidos por
Western Blot (Cambridge Biotech — Rockville, USA) ou
Line Immunoassay (Lia-Tek HIV 3rd, Organon Teknika
para Innogenetics, Gent, Belgique) nas amostras positivas
ou duvidosas. A Tabela 1 relaciona os antigenos e princi-
pios utilizados nos kits. Para a interpretacio do teste de
Western Blot e Line Immunoassay foram observados os
seguintes critérios adotados pelo Ministério da Satide:

* Amostra ndo-reagente: auséncia de quaisquer

bandas

* Amostra reagente: presenca de, no minimo, duas ban-

das dentre as gp120/160, gp41 e p24

* Amostra indeterminada: qualquer outro padrio de

bandas diferente dos descritos anteriormente

Os resultados foram liberados segundo as normas da

Portaria 488/98 do Ministério da Satde. A partir deste
momento, as amostras foram entdo analisadas pelo teste
répido Determine™ HIV1/2 (Abbott Laboratories,
Tokyo, Japan), um imunoensaio cromatogrifico qualita-
tivo, de execugio simples, rdpido e de fdcil leitura visual,
no qual anticorpos presentes no sangue reagiam com o
antigeno fixado em coldide-selénio e com o antigeno fixa-
do na fase sélida formando uma linha vermelha. Nesta
etapa, os executantes dos testes ndo tinham conhecimen-
to dos resultados liberados e os soros a serem ensaiados
foram identificados por nimeros. Todo o procedimento
foi realizado seguindo rigorosamente as instrugdes
do fabricante.

Tabela 1 - Especificagoes dos imunoensaios para anticorpos anti-HIV

esperada de positivos e negativos igual a 98%, precisio de
aproximadamente 4% e nivel de confianga de 95% (IC
95% calculado pelo método de Fleiss Quadrdtico).
Assim, a amostra necessdria para o estudo seria de 47 indi-

viduos HIV positivos e 47 HIV negativos.

Das 50 amostras positivas na combinagio
ELISA/Western Blot, todas elas se mostraram positivas no
Determine™ HIV1/2 e as 54 negativas nos dois testes de
ELISA foram também negativas no Determine™
HIV1/2. Uma amostra de resultado indeterminado
(MEIA negativo, ELISA positivo em baixas concentracoes
¢ Western Blot indeterminado apresentando uma banda
inespecifica, ndo viral) mostrou-se negativa no
Determine™ HIV1/2. O teste rdpido foi 100% concor-
dante com a combinagio de testes utilizada como padrao-
ouro para os resultados positivos e negativos, evidencian-
do sensibilidade e especificidade de 100% (IC 95% 91,1 a
100% e 91,7 a 100% respectivamente) na populagdo estu-
dada. Os resultados encontram-se detalhados na Tabela 2.

Tabela 2 - Comparagio entre os resultados dos ensaios ELISA-BLOT
(padrio-ouro) e teste rdpido para HIV

Combinagdo ELISA-WESTERN-BLOT

DETERMINE Positivo Negativo Indeterminado Total
Positivo 50 0 0 50
Negativo 0 54 1* 55
Indeterminado 0 0 0 0
Total 50 54 1 105

KIT Tipo de imunoensaio Preparacgao antigénica

AXSYM HIV_ gO Imunoensaio enzimatico Ag. recombinantes HIV-1
em microparticulas - MEIA  envelope, HIV-1 core e
HIV-2 envelope e HIV-1
grupo O

ORTHO HIV-1 HIV-2 ELISA Ag. recombinantes HIV-1
Ab-capture envelope (2), HIV-1 core,
HIV-2 envelope
DETERMINE HIV 1/2  Imunocromatografia Ag. recombinantes e
peptideo sintético

Cambridge-Biotech Western Blot Lisado viral de HIV
HIV Blot

Lia-Tek HIV 3rd Line-Immunoassay Ag. recombinantes HIV-1
core, envelope e %a ,
HIV 2 envelope e HIV-1

grupo O

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o pro-
grama EPI-INFO, versao 6.04 (CDC Adanta, GA). Para

o cdlculo da amostra, trabalhamos com percentagem

Triagem realizada com 2 imunoensaios de principios diferentes
* Presenga de uma banda n&o viral e MEIA negativo

O método padrio de triagem para detecgio de anti-
corpos anti-HIV ¢ o imunoensaio enzimdtico?®, dentre os
quais encontram-se as reagoes de ELISA. A sensibilida-
de relatada para os testes licenciados, sob condigoes
experimentais dtimas é superior a 99% e a especificida-
de de um teste de ELISA repetidamente reativo ¢ de
aproximadamente 99%.' Entretanto, as técnicas de
ELISA requerem até cerca de 3 horas para sua realizacio
e as técnicas confirmatdrias como Western Blot podem
requerer um minimo de 24 horas para a obtengio do
resultado, dependendo do kit utilizado. Em resposta
necessidade de ensaios de triagem rdpidos, simples, exa-
tos e que nio necessitam de mdquinas para sua execu-
¢do, foram desenvolvidos os chamados “testes rdpidos”.

O ensaio avaliado no nosso estudo — Determine™
HIV1/2 — atende as necessidades acima citadas, sendo
todo o procedimento e leitura (visual) realizados em um
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minimo de 15 a 20 minutos, nio requerendo aparelha-
gem ou técnicos treinados, o que o torna um teste extre-

mamente valioso em Servigos de Urgéncias.
Os resultados obtidos com o Determine’ HIV1/2

apresentaram-se plenamente concordantes com os dados
da literatura, que mostram sensibilidade e especificidade
entre 99% e 100% para os testes rdpidos anti-HIV.!
Em nosso estudo, o Determine™ HIV1/2 apresentou
uma concordédncia de 100% quando comparado com a
combinacio de testes ELISA/Blot, evidenciando sua acu-
rdcia. Uma amostra, entretanto, negativa pelo teste rdpi-
do, foi indeterminada ao Western Blot, apresentando
uma banda inespecifica ndo viral. Esta mesma amostra
apresentou-se negativa ao MEIA e positiva préxima ao
cut off ao ELISA. Sabe-se que resultados falso-positivos
geralmente apresentam baixa reatividade. Dependendo
do rigor da defini¢do aplicada, postula-se que um resul-
tado negativo de Western Blot seja aquele no qual ndo se
visualizem quaisquer bandas*® ou um resultado no qual
ndo sejam detectadas bandas que correspondam a pesos
moleculares de proteinas virais conhecidas.! A presenca
de bandas em localizagbes que nao correspondem a anti-
genos virais conhecidos ¢ um achado razoavelmente
comum e presume-se que reflita contaminantes na pre-
paragdo aos quais algum grau de ligagdo a anticorpos
ocorra.” Se avaliada segundo o dltimo critério, a amostra
de resultado indeterminado seria, na verdade, negativa e,
portanto, concordante com o Determine HIV1/2.
Atualmente, alguns testes confirmatérios ém utilizado
apenas antigenos virais recombinantes, minimizando
estas reagoes inespecificas.'*"

O Determine HIV1/2 se mostra, portanto, util e
confidvel em situagbes nas quais uma conduta emergen-
cial depende do conhecimento do estado soroldégico do
paciente como, por exemplo, nos acidentes com mate-
rial biolégico, em que torna-se essencial também o
conhecimento da sorologia da fonte contaminadora. Em
casos de exposi¢do ocupacional a sangue e fluidos corpé-
reos, um estudo caso-controle evidenciou uma associa-
¢do entre o uso de quimioprofilaxia com zidovudina
(AZT), preferencialmente dentro das duas primeiras
horas pés-exposi¢do, e a redugio de 81% do risco de
soroconversio apds exposi¢io ocupacional.® Por outro
lado, alguns autores relataram redugio efetiva no custo
de medicagao profildtica em casos de acidentes de traba-
lho em que o teste rdpido foi negativo, enfatizando a
reducdo da ansiedade no individuo acidentado e a nio
exposi¢do do mesmo aos efeitos colaterais da medicacio
anti-retroviral." A relevincia deste dado reflete-se no
custo de um teste rdpido, aproximadamente U$5,00.
Além disso, 0 uso do AZT para mulheres HIV-positivas,

no momento do parto, reduz o risco de transmissao

materno-fetal de aproximadamente 35% para 8% », evi-
denciando a importincia desta abordagem na gestante
com sorologia desconhecida.

Acredita-se que a adogdo rotineira de testes rdpidos
potencialmente aumenta a efetividade dos programas de
teste e aconselhamento. Tais préticas visam a prevengio
e redugdo de novas infecgbes, bem como a abordagem
terapéutica adequada do individuo infectado. Dados do
CDC de 1995 mostram que 25% das pessoas que tive-
ram testes positivos para HIV e 33% das pessoas que
tiveram testes negativos em servigos publicos nio retor-
naram para receber seus resultados.’ Tais dados sdo con-
cordantes com nossa realidade, na qual podemos obser-
var que muitos dos resultados de sorologia convencional
para o HIV realizados para o Servico de Pronto
Atendimento — PA. — nio encontram seu destinatdrio
(dados nio mostrados). De acordo com o CDC, um
teste rdpido negativo, devido a alta sensibilidade, nio
exige confirmagio, enquanto resultados positivos devem
ser suplementados por testes convencionais. Testes rdpi-
dos possibilitariam, assim, a orientacdo e interven¢io
necessdrias pelos profissionais destas institui¢des em
tempo adequado e a custo razodvel.
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