Diagnostico laboratorial da
infeccao pelo HIV

Em 1985, surgiu a primeira geracao de ensaios para o diagnostico da infeccao pelo HIV. Esses
ensaios empregavam antigenos virais, obtidos a partir da lise viral em cultura de células.

A detecgao de anticorpos era baseada na metodologia denominada ELISA indireto, detalhada na
imagem, a seguir.
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Figura 1 — Representacao esquematica de um ELISA indireto. Fonte: Telelab
Em 1986, o diagnostico laboratorial comegou a ser realizado no Brasil.

Em 1987, surgiu a segunda geragao de ensaios, que empregavam o mesmo formato indireto da
primeira geragao.

A diferenca entre essas duas geracgoes foi a utilizagao de antigenos recombinantes e peptideos
sintéticos, originados de regioes especificas de proteinas do virus. A introducao de antigenos
recombinantes aumentou a sensibilidade e a especificidade dos ensaios.

No inicio dos anos de 1990, o problema da variabilidade do HIV tornou-se evidente. Os ensaios
passaram a incluir antigenos para o HIV-2, com 0 objetivo de possibilitar o reconhecimento de
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2. Adicionalmente, novos antigenos do HIV-1, grupos M, N e O
foram incluidos.




Em 1994, surgiram os ensaios de terceira geragao, que passaram a utilizar outro formato,
denominado ELISA sanduiche ou imunométrico, detalhado na imagem abaixo.
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Figura 2 — Representagao esquematica de um ELISA sanduiche
ou imunométrico. Fonte: Telelab

A modificagéo do formato dos testes para ELISA sanduiche ou imunomeétrico tornou o ensaio
mais sensivel e especifico, pois todas as classes de anticorpos anti-HIV (IgG, IgM e IgA)
passaram a ser detectadas. Os ensaios de terceira geracao reduziram o periodo de janela
imunologica.

A evolugao tecnoldgica permitiu o desenvolvimento dos ensaios de quarta geragao. Esses
ensaios apresentam as mesmas caracteristicas dos ensaios da geragao anterior, mas sao
capazes de detectar, também, o antigeno p24.

Atualmente, uma grande variedade de métodos manuais, semiautomatizados e automatizados,
baseados na reagao antigeno-anticorpo, esta disponivel para o diagnostico da infecgédo pelo HIV.
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muito utilizados no diagnostico da infeccao pelo HIV.
Descrigao:

I. Na fase solida dos ELISA do tipo sanduiche ou imunomeétrico
estao fixados antigenos.

. Esses antigenos ligam-se aos anticorpos (imunoglobulinas)
presentes na amostra.

lll. Em seguida, € adicionada uma solugao de proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos do HIV-1 e grupo O e HIV-2,
conjugadas com uma enzima.

IV. A revelacdo da reagao ocorre pela adigao de um substrato
(cromogeno e peroxido de hidrogénio — H,0,), que produzira cor e
sera medida por um espectrofotometro?.

V. Os resultados sao determinados pela leitura da densidade 6tica,
obtida no final do ensaio. Cada conjunto diagnostico indica como
calcular o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reagoes sao
interpretadas como reagentes, nao reagentes ou indeterminadas.

Leia atentamente a bula do conjunto
diagnastico e siga rigorosamente as
instrugoes do fabricante.
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Observe, na figura a seguir, detalhes de um teste ELISA tipo sanduiche de terceira geragao para
pesquisa de anticorpos anti-HIV.
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Figura 3 — Representagao esquematica de um teste ELISA do tipo sanduiche
ou imunométrico de terceira geragao para deteccao de anticorpos
do tipo IgG e IgM anti-HIV. Fonte: Telelab

Ensaio imunoenzimatico combinado ou ELISA combinado ou testes de 4.2
geracao

Os testes ELISA de quarta geracgdo sao capazes de detectar, simultaneamente, a presenca de
antigenos e (ou) anticorpos em uma amostra.

Descrigao:

I. Na fase solida, estao fixados: anticorpos contra o antigeno p24 e antigenos (proteinas) do
HIV-1 (como as proteinas gp160, gp120 e gp41), antigenos do grupo O e antigenos de HIV-2 .

Il. A presenca de anticorpos, na amostra, é detectada pela adigao de uma solugéo de proteinas
recombinantes e de peptideos sintéticos do HIV, conjugadas com uma enzima. A presencga de
antigeno, na amostra, ¢ indicada pela adicao de uma imunoglobulina anti-p24 conjugada a uma
enzima.

l1l. A revelagao da reacao acontece pela adicao de um substrato (cromogeno e peroxido de
hidrogénio — H,0,) que resultara na formacao de cor, indicando a presenca de antigenos ou de
anticorpos, na amostra. A intensidade da cor serd medida em um espectrofotometro.

IV. Cada conjunto diagndstico indica como calcular o ponto de corte (cut off), a partir do qual
as reagoes sao interpretadas como reagentes, nao reagentes ou indeterminadas.




Ensaio imunoenzimatico de microparticulas (MEIA) 3.- biotina — vitamina (87)

do complexo B.

0 ensaio imunoenzimatico de microparticulas, em inglés, é denominado
Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA).

Descrigao:

I. A fase solida é formada por microparticulas de latex recobertas
com antigenos do HIV (proteinas recombinantes de HIV-1, incluindo
0 grupo O, e de HIV-2), aos quais irdo se ligar os anticorpos da
amostra.

Il. As microparticulas ligam-se, irreversivelmente, a uma matriz de
fibra de vidro.

lll. Em seguida, é adicionado um conjugado composto de
antigenos recombinantes do HIV e peptideos sintéticos do envelope
do HIV-1 e HIV-2, ambos conjugados a biotina3. Os antigenos
desse conjugado ligam-se aos anticorpos, formando um complexo
antigeno-anticorpo-antigeno.

IV. A seguir, é adicionado um segundo conjugado — composto de
anticorpos antibiotina conjugados com uma enzima —, o qual se
liga a0 complexo antigeno-anticorpo-antigeno.

V. A revelagao da reacao € feita com a adicao de um substrato
(4-Metilumbeliferil-Fosfato), que reage com a enzima, originando
um produto fluorescente (4-Metilumbeliferona), que sera medido
pelo equipamento.

VI. A presenca ou auséncia de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) anti-
HIV-2, na amostra, € determinada pela intensidade da fluorescéncia
obtida, comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do

qual as reagoes sao interpretadas como reagentes, nao reagentes
ou indeterminadas. Existem, no mercado, ensaios que utilizam a
metodologia MEIA e detectam, simultaneamente, antigeno p24 e
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2.
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Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunoenzimatico de microparticulas para pesquisa
de anticorpos anti-HIV.

N~ |
Figura 4 — Representacao esquematica de um ensaio imunoenzimatico de
microparticulas (MEIA) de 3.2 geragao. Fonte: Telelab
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Ensaio imunologico com revelacao 4 atlo - lament
eletroquimioluminescente (EQL) quimico metalico de

simbolo Ru, pertencente
ao grupo VIII da tabela

0 ensaio imunoldgico com revelagao eletroquimioluminescente, em periodica, 0 mesmo da
inglés, é denominado Electrochemiluminescence (EQL). platina.

Descricao: 5 - estreptavidina -
proteina (obtida da bactéria

e - V. . - Streptomyces avidinii)
|. A etapa inicial desta reagao ocorre em meio liquido, por isS0 N0 que se liga fortemente 4

apresenta uma fase solida. molécula de biotina.

. A primeira incubagao consiste na mistura de:
e amostra do usuario;

 anticorpos monoclonais anti-p24 marcados com biotina;

 antigenos recombinantes especificos do HIV marcados
com biotina;

* peptideos sintéticos especificos do HIV marcados com
complexo de ruténio®;

 anticorpos monoclonais anti-p24 marcados com complexo
de ruténio;

 antigenos recombinantes especificos do HIV marcados
com complexo de ruténio.

. Os anticorpos da amostra ligam-se aos antigenos marcados
com ruténio e aos marcados com biotina. Os antigenos da
amostra ligam-se aos anticorpos anti-p24 marcados com ruténio
e a0s marcados com biotina. Formam, assim, complexos do tipo
sanduiche (antigeno-anticorpo-antigeno e anticorpo-antigeno-
anticorpo).

IV. Em seguida, sao adicionadas microparticulas revestidas com
estreptavidina®.

V. Na segunda incubacao, os complexos do tipo sanduiche
ligam-se a fase solida, por meio da interagao entre biotina e
estreptavidina.

VI. A mistura de reagao é aspirada para uma célula de leitura, em
que as microparticulas sao fixadas, magneticamente, a superficie
de um eletrodo. Os elementos nao ligados sao removidos. A
aplicagao de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissao
quimioluminescente, que é medida por um fotomultiplicador.
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VII. A presenca, ou auséncia, de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) anti-HIV-2 ou de antigeno

P24 na amostra é determinada pela intensidade da emissdo quimioluminescente obtida,
comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reacoes sao interpretadas
como reagentes, nao reagentes ou indeterminadas.

Observe, na figura a seguir, detalhes de um EQL para o diagndstico da infecgéo pelo HIV.
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Figura 5 — Representagao esquematica de um ensaio imunologico com revelagao
eletroquimioluminescente (EQL) de 4.2 geragao. Fonte: Telelab

Ensaio imunoldgico com revelacao fluorescente (ELFA)

0 ensaio imunoldgico com revelagao fluorescente, em inglés, é denominado Enzyme-linked
Fluorescent Assay (ELFA).

Descrigao:
I. A fase solida € um cone:

* a parte superior do cone é recoberta com anticorpos anti-p24 e permite a deteccao
do antigeno p24 da amostra;

* a parte inferior do cone é recoberta por antigenos recombinantes e peptideos
sintéticos (proteinas) do HIV-1, incluindo os do grupo O e HIV-2 e permite a detecgao
dos anticorpos anti-HIV.
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Il. No cone se misturam a amostra do usuario e um reagente contendo anticorpo anti-p24
marcado com biotina. Nesta etapa, ocorre:

* alise do virus da amostra para liberagao dos antigenos p24, que se ligarao aos
anticorpos anti-p24, fixados na parte superior do cone. Os anticorpos anti-p24
marcados com biotina também se ligam aos antigenos p24 presentes na amostra;

 simultaneamente, os anticorpos anti-HIV presentes na amostra ligam-se aos
antigenos da parte inferior do cone.

lll. Em uma segunda etapa, € adicionado — apenas na parte inferior do cone — um conjugado
composto de antigenos de HIV marcados com biotina. Esses antigenos ligam-se aos
anticorpos presentes na amostra.

IV. Na terceira etapa, adiciona-se outro conjugado composto de estreptavidina marcada com
uma enzima. Essa estreptavidina liga-se as biotinas presentes tanto na parte superior quanto
na parte inferior do cone.

V. A reacao € revelada com a adigao de um substrato da enzima marcado com uma
substancia fluorescente. A acao da enzima sobre o substrato origina um produto
fluorescente captado e medido pelo equipamento. A intensidade da fluorescéncia obtida é
comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reagoes sao interpretadas
como reagentes, nao reagentes ou indeterminadas.

Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunoldgico com revelacao fluorescente para o
diagnostico da infecgéo pelo HIV.

Legenda
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Figura 6 — Representacao esquematica de um ensaio imunologico com revelacao fluorescente (ELFA). Fonte: Telelab




Ensaio imunoldgico quimioluminescente (CLIA)

0 ensaio imunoldégico quimioluminescente, em inglés, é denominado Chemiluminescent
Imunoassay (CLIA).

Descrigao:

I. Os antigenos recombinantes do HIV-1, incluindo o grupo O e HIV-2, estéo fixados na
fase solida — pogo de reacdo. Os anticorpos presentes na amostra ligam-se aos antigenos
fixados na fase solida, formando um complexo antigeno-anticorpo.

Il. Em uma segunda etapa, é adicionado um conjugado composto de antigenos
recombinantes de HIV marcados com uma enzima (peroxidase). O conjugado liga-se
especificamente aos anticorpos do complexo antigeno-anticorpo, formado durante a primeira
etapa.

lll. Na terceira etapa, é adicionado o substrato (um derivado do luminol e um sal peracido) e
um agente de transferéncia de elétrons.

IV. A reagéo entre o conjugado e o substrato origina um produto luminoso, captado e medido
pelo equipamento.

V. A presenca ou auséncia de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) HIV-2 na amostra é determinada
pela intensidade de luz obtida numa amostra, comparada com o ponto de corte (cut

off), a partir do qual as reagoes sao interpretadas como reagentes, nao reagentes ou
indeterminadas.

Vém sendo desenvolvidos ensaios que utilizam a metodologia CLIA
e detectam simultaneamente antigeno p24 e anticorpos anti-HIV-1
e HIV-2.

Veja, na figura a sequir, detalhes de um ensaio imunoldgico com revelagao quimioluminescente
para o diagnastico da infeccao pelo HIV.
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Figura 7 — Representacédo esquematica de um ensaio imunoldgico
quimioluminescente (CLIA). Fonte: Telelab

Ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético (CMIA)

0 ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético, em inglés, é denominado
Chemiluminescent Magnetic Immunoassay (CMIA).

Descrigao:

I. Combina o uso de microparticulas magnéticas com a leitura da reagao
quimioluminescente.

Il. A fase solida é formada por microparticulas magnéticas recobertas por antigenos
recombinantes de HIV-1, incluindo o grupo O e HIV-2 e anticorpos monoclonais anti-p24.

lll. Os anticorpos da amostra ligam-se aos antigenos recombinantes que recobrem as
particulas magnéticas. Os antigenos p24 presentes na amostra ligam-se aos anticorpos
anti-p24.

IV. Em uma segunda etapa, sao adicionados antigenos recombinantes de HIV-1, peptideos
sintéticos do HIV-1 e HIV-2 e anticorpos monoclonais anti-p24, marcados por um derivado
da acridina.

V. Em sequida, é adicionado o substrato da enzima com peroxido de hidrogénio e hidroxido
de sodio.




VI. A reagao produz luz, que é medida pelo equipamento.

VII. A presenca ou auséncia de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) HIV-2 ou de antigenos é
determinada pela intensidade de luz obtida numa amostra, comparada com o ponto de corte
(cut off), a partir do qual as reagoes sdo interpretadas como reagentes, nao reagentes ou
indeterminadas.

Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético para o
diagndstico da infeccao pelo HIV.

Producao de Luz

Figura 8 — Representagao esquematica de ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético (CMIA). Fonte: Telelab

Os ensaios combinados, ou de 4.2 geragdo, detectam a presencga
da p24, na amostra do usuario. Assim, utilizam anticorpos
anti-p24 para detectar a presenca desse antigeno. Por isso, nos
testes combinados, sao utilizados outros antigenos do HIV-1,
como as glicoproteinas gp160, gp120 e gp41, para detectar a
presenca de anticorpos, na amostra.
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