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Introducio

O virus da imunodeficiéncia bumana (HIV) é o agente etiologico da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, AIDS, uma doenca de grande
preocupagcdo médica. O genoma deste virus encontra-se arranjado em nove
genes individuais e por duas estruturas idénticas denominadas de repeticoes
terminais nas extremidades 5 e 3°. Tivemos como objetivo analisar a
sensibilidade do teste da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o teste de
ensaio imunoenzimdtico (ELISA), como teste para triagem de doadores de
sangue para HIV. Foram analisadas 200 amostras de doadores e pacientes,
da Fundagcdao HEMOPA, com padyrdo positivo e indeterminado no teste ELISA.
Na triagem sorologica pelo ELISA tiveram como resultado 35 amostras
positivas, 75 amostras negativas e 90 amostras indeterminadas as quais
Jforam submetidas ao teste pela PCR. Vinte e cinco amostras tiveram resultado
positivo e 175 amostras negativas. Com estes resultados concluimos que a
reacdo de PCR apresenla-se positiva somente nas amostras em que o leste
ELISA apresenta relagcdo DO/cutoff , acima de 3.
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rapida replicacao in vitro e a subseqiiente
identificacao de seqiiéncias especificas do acido

O virus da imunodeficiéncia humana
pertence a familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae, género Lentivirus (1), o qual é
o agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, AIDS, uma das
doencas de grande preocupaciao médica e
social (2).

A reacao em cadeia da polimerase (PCR)
tem melhorado significativamente o diagnéstico
molecular nos ultimos anos, seguindo uma

nucléico. A amplificacao de seqiiéncias de DNA
humano e de muitos DNA alvos resulta,
freqiientemente, em uma producao abundante
e especifica do fragmento desejado, permitindo
entdo, a deteccao simples e sem ambiglidade
do produto de diagnostico (3).

O principio da técnica de PCR ¢
simples e baseia-se em ciclos de sintese de
DNA, onde cada ciclo ¢ constituido por trés
passos: 1) desnaturacao da dupla fita de DNA,
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2) anelamento dos primers, e 3) extensao dos
primers. Um ciclo faz tipicamente ~3-5
minutos e € repetido 20-40 vezes. Um tubo
da reacio de PCR contém uma mistura de
tampao, nucleotideos, primers, enzima (Taq-
DNA-polimerase) e dcido nucléico do
espécime de interesse (4).

Neste trabalho tivemos como objetivo a
avaliacao da sensibilidade da técnica de PCR
em individuos  soro-positivos  ou
indeterminados para HIV-1 na triagem
sistematica de doadores de sangue na Fundac¢iao
HEMOPA (Belém-Pard) em relacao a técnica
de ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Casuistica e Método

Foram selecionadas 200 amostras de
doadores e pacientes da Fundacio HEMOPA,
com padrao positivo, indeterminado e negativo
para HIV-1 e HIV-2, pela triagem da técnica
de ELISA para serem submetidas a confirmacao
pela técnica de PCR.

Foram extraidos os DNAs g;l“? 200 amostras
com o kit GonomicPrep  Amersham
Pharmacia®©.

Com a obtenc¢ao do DNA da amostra a ter
o seu resultado confirmado, foi realizado o
exame da reacdo em cadeia da polimerase, do
tipo Nested-PCR. Para a primeira reacao 1
preparou-se o mix em um tubo de 0,2mL,
multiplicando a quantidade de amostras mais
um, pela quantidade de reagentes. Os reagentes
utilizados foram: 4dgua bidestilada, tampao,
cloreto de magnésio, DNTPs, primer 1 com
seqiéncia 5-CAA TGT ACA CAT GGA ATT-3,
primer 2 com seqiiéncia 5’-ATT ACA GTA GAA
AAA TTC CC-3’ (GenBank acession number
K02007) e 1U de Tag-DNA-polimerase.
Distribuiu-se 22pL do mix em cada tubo de
0,2mL. A cada tubo foram adicionados 3pL da
amostra de DNA. As amostras foram levadas
ao termociclador com o seguinte programa: 1
ciclo de 94°C 5’, 54°C 2’; 35 ciclos de 72°C,
94°C, 50°C e 1 ciclo de 72°C 10’. Ao término da
primeira reacao, os tubos foram abertos
cuidadosamente para evitar contaminac¢ao e
adicionados 25 pL de mix para a segunda
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reacao, que foi preparada da mesma maneira
que a primeira reaclo, apenas substituiu-se os
Pprimers externos pelos internos, sendo o primer
interno 1 com seqiiéncia 5’-GCA GTC TAG CAG
AAG AAG-3 A e o primer interno 2 com
sequiiéncia 5’-TGG GTC CCC TCC TGA GGA T-
3'(GenBank acession number K02007). Os
tubos foram levados ao termociclador e
acionou-se novamente o programa de 1 ciclo
de 94°C 5, 54°C 2’; 35 ciclos de 72°C, 94°C,
54°C e 1 ciclo de 72°C 10.

Ao término da segunda reacdo, procedeu-
se a deteccao do produto de PCR amplificado
através eletroforese em 100V por uma hora em
gel de agarose a 2%, contendo 30pL de brometo
de etidio a 1%, imerso em tampao TBE 1X.
Adicionou-se em cada poco do gel os 50pL do
produto de PCR mais 5pL de azul de
bromofenol. Foi detectado um fragmento de
299pb correspondente a alca C2-V3 do gene
env do provirus integrado na posicio 7029-
7327 (GenBank K02007) (5).

Resultados

As 200 amostras doadores de sangue que
foram submetidas a triagem sorolégica pelo
teste ELISA tiveram o seguinte resultado: 35
amostras positivas, 75 amostras negativas e
90 indeterminadas. Todas foram submetidas
a reacao de PCR, as quais tiveram como
resultado 25 amostras positivas e 175 amostras
negativas (Tabela 1).

Os resultados do teste de ELISA tiveram
como critérios a andlise dos resultados de dois
testes de marcas diferentes: um de lisado viral
capaz de diagnosticar amostras contaminadas
HIV-1 e HIV-2 mais o grupo O e outro também

Tabelal: Resultados de teste ELISA e PCR

PCR
ELISA POS NEG
POS 25 10
INC 0 90
NEG 0 75
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de lisado viral capaz de diagnosticar HIV-1 e
HIV-2 . Os dois testes basearam seus resultados
numa margem de 10% do cut off , sendo os
positivos as amostras que apresentaram
densidade otica igual ou maior que +10% , os
negativos aqueles que apresentaram densidade
otica igual ou menor — 10% e os indeterminados
as amostras que apresentaram densidade oOtica
entre +10% e —-10% (método utilizado por
Gongales et al) em pesquisa com virus da
hepatite C (6).

Para que o resultado final (andlise dos dois
testes) seja dado como positivo € preciso que
os dois testes tenham resultado positivo e
negativo quando os dois testes sio negativos e,
conseqlientemente, indeterminado quando um
dos testes € positivo e o outro negativo ou DO
borderline.

Discussao

Foi observado que as reacdoes de PCR
apresentaram amplificacdo nas amostras com
teste ELISA com relacao DO/C entre 3 e 19,9
(3), ou seja, somente foi observada amplificacao
por PCR em amostras com ELISA a partir de
DO/C >3.

Nao foi observada em 10 de 35 com teste
ELISA positivo (28%) e este fato pode ser
explicado pela possivel mutacio na regido de
onde se ligam os primers. Esta observacao
permite concluir que a auséncia de amplificacao
na reacao de PCR nio pode ser usada como
teste confirmatorio negativo para os casos com
teste ELISA positivo ou indeterminado. Por este
motivo, a PCR pode ser usada como teste
confirmatorio somente quando apresentar
amplificacao, ou seja, positivo, para os testes
com resultado tanto positivo como
indeterminado para ELISA.

Portanto, ¢ recomendavel que sejam
usados primers a partir de consultas no GenBank
de isolados brasileiros, para corrigir o problema
de especificidade dos mesmos, que devem ser
especificos para a populacao brasileira. Além
disso, € necessiario que seja feito
seqlienciamento da regido analisada do virus, a
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alca V3, para verificar possiveis mutagcoes que
possam ter levado a inespecificidade dos primers
nestas 10 amostras analisadas.

Observou-se também que das amostras
indeterminadas no teste ELISA, por
apresentarem resultado negativo em um teste e
positivo em outro, 6 amostras apresentaram
relacio DO/C entre 6,2 e 17,9 em um teste e
zero em outro, sendo que todas com resultado
negativo para PCR. Esta observacio pode ser
indicativa de reaciao cruzada devido a alta
sensibilidade. Porém, o virus pode ter sofrido
mutacoes a ponto de nao afetar somente a
sequéncia de ligacao do primer, mas também
os epitopos utilizados no teste ELISA. Assim,
tendo em vista estes resultados, o
seqlienciamento, pelo menos da al¢a V3, torna-
se recomendavel para melhor compreensio de
possivel mutacio dessa regido e o seu papel na
biologia do HIV-1.
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Abstract

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is
the etiological agent of the Acquired
Immunodeficiency Syndrome, (AIDS), a disease
of great concern in the medical world. The
genome of this virus is found arranged in nine
genes and by two identical structures named
terminal repetitions on the 5 and 3’ extremities.
As our objective, the sensitivity of the Polymerase
Chain Reaction (PCR) and Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA) tests were
analyzed as an evaluation for blood donors who
are infected with HIV. Two hundred samples
from donors and patients from the HEMOPA
Foundation were analyzed, with the positive and
indeterminate standard of the ELISA test. In the
ELISA test selection, the results were thirty-five
positive samples, seventy-five negative samples
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and ninety indeterminate samples. These samples
were subsequently submitted to the PCR test where
twenty-five samples bad a positive result and one
bundred seventy five had negative results. With
these results we conclude that only samples that
bhad a relation between the optical density and
the cutoff above three (ELISA) were found positive
in the PCR test.
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