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RESUMO

Introdugé&o: Os kits empregados no diagndstico do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) devem
cumprir requisitos da RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, para registro junto a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria e da Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976, para comercializacdo no
pais. Uma das etapas do registro é a analise prévia laboratorial dos produtos de maior classe
de risco (classe 1V), realizada pelo Laboratorio de Sangue e Hemoderivados (LSH). Na analise
dos produtos sdo utilizados painéis sorologicos constituidos de amostras verdadeiro positivas
como principal ferramenta na avaliagdo de sensibilidade. Objetivo: Revalidar painel sorologico
verdadeiro positivo para HIV, destinado a avaliacdo de kits de diagnéstico in vitro do HIV.
Método: Foram realizadas a avaliacao retrospectiva e a selecao dos resultados do painel frente
aos kits recebidos para analise prévia de janeiro de 2010 a dezembro de 2011 que obtiveram
resultado satisfatorio. Foi utilizado como critério de revalidacdo a reatividade das amostras do
painel em trés ensaios imunoenzimaticos (ELISA), em trés ensaios de quimiluminescéncia (CLIA),
em trés ensaios imunocromatograficos (testes rapidos) e em trés western blot; e reatividade
em um ensaio enzimatico fluorescente ligado a enzima (ELFA), além do volume igual ou superior
a 1 mL. Resultados: No periodo foram recebidos para analise no LSH 73 kits para diagnostico
in vitro da infeccao pelo HIV, sendo 47 (64,4%) satisfatorios, assim distribuidos: 43,0% (20/47)
ELISA, 34,0% (16/47) ensaios imunocromatograficos, 13,0% (06/47) western blot, 2,0% (01/47)
ELFA e 8,0% (04/47) ensaios de quimiluminescéncia. Apos a avaliacdo, 77,0% (34/44) das
unidades foram revalidadas, sendo excluidas do painel 23,0% (10/44), pois ndo alcancaram
os critérios estabelecidos. Conclusdes: O painel revalidado atualmente é composto por 34
unidades de amostras verdadeiro positivas, com resultados consistentes, aumentando, assim, a
confiabilidade e a seguranca das analises realizadas e dos testes comercializados no pais.

PALAVRAS-CHAVE: HIV; Painel Soroldgico; AIDS

ABSTRACT

Introduction: Kits used in the diagnosis of the human immunodeficiency virus (HIV) must
meet the requirements of RDC No. 36, of August 26, 2015 for registration with the National
Health Surveillance Agency and Law No. 6.360, of September 23 1976 for commercialization
in the country. One of the registration steps corresponds to the previous laboratory analysis
of the products with the highest risk class (class IV), carried out by the Laboratory of Blood
and Blood Products (LSH). In the analysis of the products, serological panels consisting of
true positive samples are used as the main tool in the sensitivity assessment. Objective: To
revalidate a true HIV positive serological panel for the evaluation of in vitro HIV diagnostic kits.
Method: A retrospective evaluation and selection of the panel results was performed against
the kits that obtained satisfactory results and were received for prior analysis from January
2010 to December 2011. The reactivity of the panel samples in three immunoenzymatic
assays (ELISA), in three chemiluminescence assays (CLIA), in three immunochromatographic
assays (rapid tests) and in three western blots was used as revalidation criterion; and
reactivity in an enzyme-linked fluorescent enzyme assay (ELFA), in addition to a volume
equal to or greater than 1 mL. Results: During the period, 73 kits for in vitro diagnosis of HIV
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infection were received for analysis at the LSH, 47 (64.4%) of which were satisfactory, distributed as follows: 43.0% (20/47) ELISA, 34.0%
(16/47) immunochromatographic assays, 13.0% (06/47) western blot, 2.0% (01/47) ELFA, 8.0% (04/47) chemiluminescence assays. After
the evaluation, 77.0% (34/44) of the units were revalidated, and 23.0% (10/44) were excluded from the panel, as they did not meet the
established criteria. Conclusions: The revalidated panel currently consists of 34 units of true positive samples, with consistent results, thus

increasing the reliability and safety of the analyses carried out and of the tests marketed in the country.
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INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), identificada em
1981, tornou-se um marco na historia'. Em busca de respostas sobre
a doenca, se iniciava assim, uma corrida contra o tempo que per-
dura até nossos dias, na busca da cura dessa sindrome. Em outubro de
1983, no Instituto Pasteur, foi realizado o primeiro isolamento do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), retirado de linfonodos de pacien-
tes com linfoadenopatia, caracteristica de um estagio inicial da AIDS2.

A transmissao do HIV pode ocorrer principalmente por via sexual,
por contaminac@o sanguinea ou por transmissao vertical®. A infec-
cao pelo HIV pode ser caracterizada em trés fases: fase aguda (nas
primeiras semanas de infeccdo, nas quais ha intensa replicacéo
viral), fase persistente (caracterizada pela manutencao dos niveis
de TCD4+ e baixa concentracdo de HIV plasmatico) e AIDS (quando
ocorre reducéo significativa de células TCD4+, altos niveis de HIV
plasmatico e aparecimento de manifestacdes clinicas caracteristicas
e infeccbes oportunistas)#. Existem dois retrovirus capazes de levar
a AIDS, o HIV-1 e o HIV-2, sendo o tipo 2 apresentado em individuos
que tiveram contato com a populacao do continente africano®.

No Brasil, o diagnostico da doenca em individuos com idade acima
de dois anos é baseado na deteccéo de anticorpos, em concordancia
com a Portaria do Gabinete do Ministro/Ministério da Saiide (GM/MS)
n° 59, de 28 de janeiro de 2003. Para a identificacdo da infeccao pelo
HIV em criancas com idade inferior a dois anos, sao utilizados testes
para quantificacdo da carga viral do HIV-1, em funcao da transferén-
cia passiva de anticorpos da mae para o bebé, que pode ocasionar
resultados falso positivos nos testes para deteccao de anticorpos®.

Os testes para deteccao de anticorpos anti-HIV podem ser classi-
ficados em testes de triagem ou confirmatorios. Sao considerados
de triagem os primeiros testes realizados para identificar possiveis
individuos infectados pelo HIV, sendo eles: o ensaio imunoenzi-
matico (ELISA), o ensaio enzimatico fluorescente ligado a enzima
(ELFA), o ensaio de quimioluminescéncia (CLIA) e o imunocroma-
tografico (teste rapido), pois apresentam alto grau de sensibili-
dade. Os confirmatérios sdo testes ou conjuntos de testes que
podem definir o diagndstico de uma unidade de sangue apds um
resultado inicial reagente, tais testes possuem alto grau de espe-
cificidade, ou seja, correspondem ao percentual de resultados
negativos obtidos quando ha auséncia de determinado marcador
na amostra, séo eles: o western blot, reacdo de imunofluorescén-
cia indireta (IFl) e a deteccdo do genoma do virus HIVé.

De acordo com a Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n° 36, de 26
de agosto de 2015, os produtos de diagnéstico de uso in vitro sdo clas-
sificados pela relevancia epidemioldgica e para fins de regularizacao
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junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em quatro
classes de risco (I, I, Il e IV). Os kits para o diagndstico do HIV perten-
cem a classe de maior risco (1V) e, de acordo com a legislacdo vigente,
devem ser registrados pela Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976,
somente produtos registrados na Anvisa podem ser comercializados.
Uma das etapas do registro corresponde a analise prévia laboratorial
para verificacdo do desempenho do produto, na qual os parametros
de sensibilidade e de especificidade devem ser atendidos’®.

Desde 1995, a avaliagao prévia desses produtos é realizada pelo
Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH) pertencente ao
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz)?.

Na analise prévia dos produtos destinados ao diagnostico do HIV sao
utilizados painéis sorologicos constituidos de amostras verdadeiro
positivas como principal ferramenta na avaliacao da sensibilidade
clinica ou diagnéstica, além da utilizacéo de padrdes internacionais
e painéis internacionais comercialmente disponiveis. O painel é um
conjunto de unidades de plasma consideradas improprias para o uso
terapéutico, provenientes de servigos de hemoterapia das diversas
regides do pais. As unidades de plasma obtidas a partir do fraciona-
mento do sangue total de doadores que apresentaram reatividade
para HIV e atenderam aos critérios de validacdo do LSH, realizadas
a partir do ano de 1996, formam o painel sorologico verdadeiro
positivo (PSVP) para HIV, atualmente composto por 44 amostras.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi realizar a revalidacao do
painel do HIV, que é de extrema relevancia para manutencéao da
confiabilidade e seguranca dos testes empregados no diagnostico
sorologico, uma vez que anualmente sao disponibilizados novos
kits no mercado nacional e internacional, com finalidade de aten-
der a demanda da populacéo por testes cada vez mais sensiveis’.

METODO

Com o objetivo de revalidar o painel soroldgico positivo para HIV,
foram avaliados os resultados das unidades que comp6em o painel do
HIV utilizadas na avaliacdo da qualidade dos kits de diagnéstico para
essa patologia, que foram encaminhados para analise prévia ao LSH
em cumprimento a RDC n° 36/2015 para fins de registro na Anvisa.

Foram considerados para o presente estudo somente os kits que obti-
veram laudo satisfatdrio para os parametros de sensibilidade (100,0%)
e especificidade (= 99,5%) no periodo de janeiro de 2010 a dezembro
de 2011, esses parametros foram adotados junto a Anvisa. Foi reali-
zado o levantamento dos resultados das amostras que compéem o
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painel soroldgico frente as metodologias de ELISA, ensaio imunocro-
matografico, western blot, ELFA e CLIA, realizadas no laboratdrio no
periodo selecionado. Os dados obtidos foram compilados em planilha
de resultados no Excel®. Nas planilhas dos testes de ELISA, ELFA e
CLIA, foram acrescentados os valores da razdo, que é obtido através
do calculo entre a densidade dptica (DO) e cut-off (CO, ponto de
corte) — (DO/CO) dos testes rapidos e no teste de western blot foi
adicionada a reatividade (R) ou ndao (NR) apresentada no teste.

Para a revalidacao do painel do HIV, foi estabelecido como critério
a positividade das amostras em trés testes ELISA, em trés ensaios
imunocromatograficos, em trés western blot, um ELFA e trés CLIA,
além de volume igual ou superior a 1 mL das amostras em estoque
ou em rotina laboratorial. Os critérios de revalidacao estabeleci-
dos foram baseados nos critérios de validaco realizados na con-
feccao do painel, a fim de garantir resultados fidedignos'©.

Nas metodologias ELISA e CLIA, foram consideradas positivas somente
as amostras que apresentaram valor da razdo (DO/CO) > 1,5, para
maior garantia da reatividade e melhor uniformidade aos resultados©.

Foram revalidadas somente as unidades de amostra que cumpri-
ram todos os critérios previamente estabelecidos. As amostras
que nao atenderam na totalidade os critérios foram excluidas do
painel para HIV e segregadas, passando a compor um painel de
amostras indeterminadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro 2010 a dezembro de 2011 foram encaminha-
dos para analise prévia no INCQS 73 kits de diagnostico in vitro do
HIV como requisito para o registro de produtos junto a Anvisa, nas
metodologias ELISA, teste rapido, western blot, ELFA e CLIA. Apds
a avaliacao laboratorial, 47 (64,0%) produtos foram considerados
satisfatorios para os parametros de sensibilidade (100,0%) e especi-
ficidade (> 99,5%) e 26 (36,0%) foram insatisfatérios. No que diz res-
peito as metodologias avaliadas, os testes satisfatorios corresponde-
ram a 20 (43,0%) testes ELISA, 16 (34,0%) testes rapidos, seis (13,0%)
western blot, um (2,0%) ELFA, e quatro (8,0%) CLIA (Figura 1).

As avaliacdes foram realizadas com o objetivo de garantir o desem-
penho dos produtos disponibilizados no mercado nacional. Os kits
com laudo insatisfatorio nao obtiveram registro na Anvisa e, por-
tanto, ndo foram incluidos no estudo. No Brasil, a utilizacao de pro-
dutos para o diagnodstico in vitro nao registrados, além de ilegal,
pode impactar na qualidade e fidelidade dos resultados, o que nao
pode ocorrer quando se trata da seguranca da salde do usuario®.

Aavaliacao retrospectiva dos resultados, objetivando a revalidacao
do painel soroldgico do HIV, inicialmente composto de 44 amostras
verdadeiro positivas, foi realizada frente aos 47 kits avaliados e
que obtiveram laudo satisfatorio. Os valores da razao (DO/CO) das
amostras nos testes ELISA, ELFA e CLIA e a reatividade ou nao nos
testes imunocromatograficos e western blot foram compilados e
comparados em planilha Excel®. Com base nos critérios de revali-
dacao estabelecidos, verificamos que oito (18,0%) nao atenderam
a um ou mais critérios. Um total de sete unidades de amostras
(87,0%) apresentou razao inferior a 1,5 no CLIA, uma (12,0%) foi
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Fonte: Laboratorio de Sangue e Hemoderivados, 2020.

Figura 1. Distribuicao por metodologia do quantitativo de kits para o
diagndstico do HIV com laudo satisfatorio.

nao reagente no teste ELFA, e duas (25,0%) foram negativas no
western blot. Todas as amostras analisadas foram positivas nos trés
ensaios imunocromatograficos e apresentaram valores de razao
(DO/CO) superiores a 1,5 nos trés testes ELISA avaliados.

Ressaltamos que as amostras do painel positivo para HIV vém
sendo utilizadas na rotina laboratorial por um periodo superior
a 20 anos, e o longo periodo de uso poderia justificar a perda ou
diminuicao da reatividade, principalmente nas unidades com bai-
xos titulos de anticorpos, dificultando assim sua identificacao®©.

Outra hipétese avaliada em relacao a reatividade foi o processo de
congelamento e descongelamento dos soros, entretanto, segundo
estudo de Castejon et al.", o impacto dos multiplos ciclos de con-
gelamento e descongelamento das amostras de soro estocadas a
-20° C nao possui efeito significativo na reatividade dos anticorpos
especificos, assim nao interferindo na reatividade delas'.

Para a revalidac&o, além de cumprir os critérios relacionados a meto-
dologia, as amostras deveriam possuir um volume minimo de 1 mL
em estoque ou em utilizacao no LSH'®. Verificamos que 26 (59,0%)
amostras possuiam volume igual ou inferior a 5 mL. Um total de 16
(36,0%) possuia volume superior a 5 mL e 5,0% (2/44) nao estavam
disponiveis em estoque. Sendo assim, duas unidades de amostras
foram excluidas por ndo apresentarem volume suficiente para uso.

Do total de amostras positivas do painel HIV, composto inicial-
mente por 44 validadas, oito (18,0%) nao apresentaram reativi-
dade em trés (7,0%) testes CLIA, uma (2,0%) em ELFA e duas (4,0%)
no western blot e duas (4%) ndo possuiam volume suficiente em
estoque. Apos exclusdo das amostras com resultados discordantes
ou com volume insuficiente, 34 (77,0%) foram revalidadas e dez
(23,0%) excluidas por ndo se adequarem aos critérios estabelecidos
para revalidacao referentes a metodologia e ao volume (Figura 2).

CONCLUSOES

0 estudo avaliou o painel soroldgico do HIV do LSH, composto por 44
unidades de amostras frente a 47 kits de metodologias e fabricantes
diferentes recebidos no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de
2011 no INCQS, com a finalidade de revalidacao do painel.
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Fonte: Laboratorio de Sangue e Hemoderivados, 2020.

Figura 2. Quantitativo de amostras revalidadas e excluidas do painel do
HIV do Laboratério de Sangue e Hemoderivados.

0 plasma humano utilizado para confeccao do painel sorologico
possui volume limitado e esgotavel, sendo assim, ha uma grande
necessidade de insercao de novas amostras no painel, sendo o
processo dindmico e randdmico. A medida que os novos plasmas
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