MINISTERIO DA SAUDE

SECRETARIA DE POLITICAS DE SAUDE
COORDENAGCAO NACIONAL DE DST E AIDS

Brasilia/DF, 06 de fevereiro de 2002.

Oficio circular n° 040/ 02 — UDAT (LAB)/ CN DST e AIDS/ SPS/ MS

Prezado(a) Senhor(a),

Encaminhamos anexo, Nota Técnica a respeito dos novos testes para a
quantificacdo da Carga Viral do HIV-1, disponiveis na Ata de Registro de Preco do Ministério
da Saude.

Preso aa exposto.

Atenciosamente,

. o T C}L*o\ 'Jé;x-_..

osue N. de Lima

‘\D’Aass;éssor Responsavel
Unidade de Diagnostico Assisténcia e Tratamento
CN DST e AIDS/ SPS/MS

As Coordenagdes Estaduais de DST/Aids
As Coordenagoes Municipais de DST/Aids
As Secretarias Estaduais de Saide

A Rede Nacional de Carga Viral

ONGs Aids e Sociedades Civis
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CN-DSﬁAIDS

Ministéno da Saude
Secretaria de Politicas de Salde
Coordenacio Nacional de DST e Aids

NOTA TECNICA
METODOLOGIAS PARA QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL DO HIV-1
DISPONIVEIS NA ATA DE REGISTRO DE PRECO DO MINISTERIO DA SAUDE

Vdrios métodos moleculares de quantificag@o da carga viral do HIV-1 foram
desenvolvidos e introduzidos na pratica clinica a partir de 1996, possibilitando uma maior
acurdcia no monitoramento do individuo infectado pelo HIV. Desde entdo sabia-se que era
necessdrio uma escala de conversdo entre as metodologias disponiveis para quantificagdo
da carga viral. Esse conceito vem sendo reformulado, uma vez que as novas versdes dos

kits permitem comparagdo direta entre os resultados.

1. MENSURACAO QUANTITATIVA DO HIV-1

Alguns dos métodos disponiveis e rotineiramente utilizados para detecgdo e

quantificagdo do RNA do HIV-1 no plasma sdo:

o NucliSens® HIV-1 QT (BioMerieux) — amplificagdo de dcido nucleico baseado em
seqiiéncia (NASBA);
e b-DNA HIV-1 — RNA v. 3.0 (Bayer Diagnostics)- amplificagdo de sinal através da
técnica de sonda ramificada para o acido nucleico
e Amplicor HIV-1 Monitor v.1.5 (Roche Molecular Systems, Inc.) — reagdo da
transcriptase reversa seguida pela reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR):
As trés metodologias citadas encontram-se disponiveis para a Rede Nacional de

Carga Viral e sdo descritas a seguir:
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1.1 AMPLIFICACAO DE ACIDO NUCLEICO BASEADO EM SEQUENCIA (NASBA)

Este sistema envolve o isolamento do &cido nucleico por lise e sua ligagao a
particulas de silica, seguida de amplificagdo isotérmica usando transcriptase reversa (RT),
RNAase H e T7 RNA polimerase. Para quantificagdo do écido nucleico amplificado sdo
utilizados trés niveis de calibradores (controles internos), seguido de um sistema de

detecciio por eletroquimioluminescéncia.

A reprodutibilidade do método situa-se em torno de 0.3 log, com faixa dinamica
de detecgdo de 6 ordens logaritmicas de magnitude (40 a 10 milhdes de copias/mL) e 0 uso
dos trés controles internos (calibradores) acrescenta confiabilidade extra ao método. A
quantidade de plasma a ser utilizado é de 1,0 mL, quando entdo, a faixa de sensibilidade
situa-se entre 80 a 10.000.000 copias/mL. Utilizando-se 2.0 mL de plasma, a sensibilidade
aumenta para 40 copias/mL. O plasma pode ser estocado a uma temperatura de ~70°C até o
momento da andlise ou quando adicionado a um tampéo de lise, mantém a amostra estavel
por 48 horas 4 temperatura ambiente ou 15 dias entre 4-8°C. (Nunca em temperaturas
menores) . Este procedimento facilita o transporte e estocagem, principalmente em locais
que possuem poucos recursos para congelamento do material. A utilizagdo de 1 mL de
plasma, ¢ uma quantidade relativamente grande, quando considera-se a coleta de amostra

em criangas e/ou 0 uso em sorotecas para pesquisa cientifica.

1.2 DNA pE CADEIA RAMIFICADA (bDNA)

O DNA de cadeia ramificada (b(DNA) é um método de hibridagdo tipo sanduiche.
onde 0 RNA ¢ capturado por um conjunto de sondas que ligam-se a diferentes regides do
RNA e em seguida. sondas marcadas com fosfatase alcalina hibridam-se a esse complexo
imobilizado para ser posteriormente detectado por meio de reagdo com um substrato
quimioluminescente.

A reprodutibilidade do método situa-se em torno de 0.3 log, com faixa dindmica de
detecgdo de 4 ordens logaritmicas de magnitude (50 a 500.000 copias/mL). Utiliza-se
1,0omL de plasma, que deve ser mantido e transportado (quando necessdrio) a uma

temperatura de —70°C, até o momento da analise.
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1.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PRECEDIDA DA TRANSCRICAO REVERSA
(RT-PCR)

Esta metodologia ¢ baseada em um sistema de amplificagdo que utiliza a
tecnologia de RT-PCR, onde se utiliza uma enzima de agdo dupla — transcrigdo reversa do
RNA e amplificacdo da cadeia do DNA - com iniciadores (“primers”) biotinilados. Os
produtos de PCR sdo capturados por sondas, seguido de detecgio colorimétrica .

Nesta técnica € utilizado um calibrador interno, que é co-amplificado juntamente
com a amostra e a relagdo da densidade optica correspondera tanto ao calibrador, quanto as
amostras, sendo entdo utilizada para o calculo do nimero de copias por mL.

No sistema € incorporado um controle enzimatico que evitar contaminagdo de
amostras amplificadas. Este sistema enzimatico degrada possiveis amplicons produzidos
em reagdes anteriores.

A reprodutibilidade do método situa-se em torno de 0,3 log,. A faixa dinimica de
detecgdo de 4 ordens logaritmicas de magnitude, ¢ alcangada pelo uso combinado do teste
ultra-sensivel , com sensibilidade de 50 a 100.000 copias/mL e do teste padrdo, com faixa
de sensibilidade de 500 a 750.000 copias/mL..

2. CORRELAGCAO QUANTITATIVA ENTRE AS METODOLOGIAS.

Existe grande interesse na determinagdo da correlagdo quantitativa entre as
diferentes metodologias.

Neste momento, faz-se necessario o entendimento da correlagdo entre as trés
metodologias disponiveis para a Rede Nacional de Carga Viral, comercializadas pelas
empresas Bayer, BioMerieux e Roche, conforme descri¢do anterior.

Em um estudo conduzido por Murphy e colaboradores foram analisadas 460
amostras clinicas, comparando os resultados obtidos pelas metodologias NASBA,
Amplicor e bDNA, onde o resultado das trés metodologias apresentam uma correlagdo
extremamente significativa. Neste estudo, todos os métodos quantificaram de forma

semelhante os isolados dos subtipos ndo B do HIV-1.
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Outro estudo conduzido no Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP. em
colaboraciio com o Laboratorio de Virologia Molecular ¢ Animal da UFRJ, avaliou 67
amostras brasileiras e um painel de amostras africanas do subtipo A-G, com intuito de se
determinar um fator de correlagiio entre os resultados das trés metodologias citadas (dados
ndo publicados). Este estudo difere dos anteriores por ter testado amostras provenientes de
sobrenadantes de culturas de HIV-1 previamente quantificadas por p24 e microscopia
eletronica, apresentado  50.0000 copias/mL. Os resultados mostraram que @
reprodutililidade foi semelhante em todas as metodologias, e de uma maneira geral. a
correlagdo entre elas foi mantida. Estes dados sugerem que ndo ha necessidade da

aplicagdo de um fator de corregéio por ocasidio do uso alternado entre as metodologias.

3. SENSIBILIDADE AOS DIFERENTES SUBTIPOS DO HIV-1

Os primeiros estudos usando versdes mais antigas do Amplicor, indicavam que
esta metodologia apresentava baixa sensibilidade na detec¢do dos subtipos A, F e D. Tal
fato ndo mais se verifica. Este problema foi bastante eliminado nas versdes mais modernas
do kit e novos estudos relatam a quantificagdo eficiente de isolados dos subtipos ndo B. Um
outro estudo também indicou que o0 NASBA substimaria a quantificagdo de amostras dos
subtipos G e H. Estudos recentes sugerem que o bDNA provavelmente quantifique todos os

subtipos de forma bastante acurada.
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4. CONCLUSOES

e Considerando as novas versdes dos kits para quantificagdo de carga viral
bDNA HIV-1 - RNA versio 3.0; Amplicor HIV-1 Monitor v.1.5 e
NucliSens® HIV-1 QT A especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade das

trés metodologias citadas sdo boas e comparaveis.

e Nio ha necessidade do uso de fator de corregdo entre as trés metodologias por
ocasido do uso alternado dos testes. Isto se deve ao fato da reprodutibilidade

entre os testes encontrar-se sempre abaixo de 0,5 log.

o No geral. as trés metodologias apresentam boa sensibilidade na detec¢do de
subtipos nio B. Existe entretanto uma recomendagdo tedrica para que se
tenha especial atengdo na quantificagio de RNA do HIV-1 de individuos

infectados por subtipos ndo B.

e Asrecomendagdes sdo aplicadas as novas versdes dos kits descritos nesta nota
técnica. Salientamos que para os Laboratorios da Rede de Nacional de Carga
Viral (servico publico), serdo adquiridos estes kits. Caso algum paciente
apresente resultado de carga viral obtido por um kit distinto dos aqui

mencionados. os resultados devem ser avaliados com cautela.
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