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Resumo

As criancas verticalmente infetadas por VIH-1 tém elevado risco de progressao para
SIDA nos primeiros anos de vida. Por um lado, este facto evidencia a importancia do
diagndstico precoce da infecdo permitindo tratamento atempado, e por outro lado,
fundamenta ainda a procura constante da melhoria dos ensaios experimentais de diagndstico.

A técnica de nested PCR implementada no laboratério para diagndstico precoce é
sensivel e especifica, mas obriga a uma manipulacdo de produtos amplificados com maior risco
da ocorréncia de contaminacdes. E também considerado um método moroso ja que associa a
duas reac¢Oes de amplificacdo sequenciais uma eletroforese em gel de agarose para detecdo
dos produtos amplificados.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um ensaio experimental sensivel e
especifico, alternativo a técnica de nested PCR, que pudesse conduzir a obten¢do de ganhos no
tempo de saida de resultados e na redugdo do risco de ocorréncia de contaminagdes.

Diferentes ensaios experimentais de PCR em Tempo Real foram desenvolvidos para a
amplificacdo de fragmentos do VIH-1 (regido LTR e pol) e efetuada uma avaliagdo prévia de
resultados com a utilizagdo de 3 grupos de amostras de referéncia: amostras positivas (n=15),
amostras com ADN VIH-1 quantificado (n=8) e amostras negativas (n=11, positivas para VIH-2).
Nos ensaios, foram diretamente testadas amostras de ADN viral extraido de CMSP ou
sintetizado a partir de plasma, e também, amostras correspondentes a produtos de PCR
gerados por uma prévia amplificacdo do ADN através de PCR Convencional. Foi selecionado o
algoritmo experimental que revelou melhor desempenho na detecdo da infe¢do VIH-1 para
anadlise de amostras clinicas. Estas amostras foram obtidas entre 2009 e 2011, e correspondem
a amostras colhidas a maes infetadas (positivas VIH-1, n=149) e a filhos em que ndo ocorreu a
transmissdo do virus (amostras negativas, n=20).

O algoritmo experimental em Tempo Real escolhido correspondeu a amplificacdo de
fragmentos de VIH-1 (regido LTR) utilizando a combinagdo dos primers HLA56N e HL602C com
a sonda TagMan SHL478N, a partir de amostras de ADN previamente submetidas a PCR
Convencional com os primers externos HL456N e HL650C. Em resultado da prévia avaliagdo
com amostras de referéncia, este algoritmo revelou sensibilidade de 86,7% e um limite de
detecdo ADN VIH-1 de 0,8 cdpias/amostra. Com amostras clinicas foi obtida uma sensibilidade
de 75,2 % e de especificidade de 100%. A confirmac¢do da infecdo com primeiras e segundas
amostras foi conseguida em 87,5% dos casos (112 casos positivos entre 128 estudados). Foi
também obtido um valor de Kappa de 0,417 que mostrou uma concordancia moderada entre
resultados esperados e obtidos. Comparativamente, na técnica de nested PCR eram
conhecidos valores de sensibilidade e especificidade respetivamente de 81,9% e 100% e uma
concordancia estimada pelo valor de Kappa de 0,565. A confirmacdo dos casos de infecdo com
primeiras e segundas amostras foi conseguida em 95,3% dos casos (122 casos positivos entre
128 estudados).

Embora se tenha conseguido informacdo util e obtido ganhos em tempo através do
algoritmo experimental desenvolvido, este apresenta sensibilidade inferior a técnica de nested
PCR utilizada no laboratério. Deste modo, para além do aumento da populagdo/amostras em
estudo, que se concluiu ser necessario para melhor tratamento estatistico dos resultados, sera
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também essencial um incremento da sensibilidade dos ensaios que poderda ser obtido
explorando outras regides gendmicas alvo alternativas as utilizadas no presente estudo.

Palavras-chave: VIH-1; PCR em Tempo Real; LTR e pol; sensibilidade e especificidade

iii
Vanessa Sofia Gomes Almeida



Abstract

Vertically HIV-1 infected children have increased risk of progression to AIDS in the early
years of life. On one hand, this highlights the importance of early detection of infection
enabling prompt treatment, and moreover, underlies the constant search for improved
experimental tests for diagnosis.

The nested PCR technique implemented in the laboratory for early diagnosis of HIV
infection is sensitive and specific but requires handling of amplified products with a higher risk
of contamination. It is also considered a time consuming method that combines two
sequential amplification reactions and agarose gel electrophoresis for detection of amplified
products.

The aim of this study was to develop a sensitive and specific assay, alternative to
nested PCR technique, which could lead to gains in response time and reducing the risks of
contamination.

Different experimental assays of Real Time PCR were developed for amplification of
fragments of HIV-1 (LTR and pol region) and a preliminary evaluation of results was performed
with the use of three groups of reference samples: positive samples (n= 15), quantified DNA
HIV-1 samples (n= 8) and negative samples (n= 11, positive for HIV-2). In the assays were
directly tested samples of viral DNA, extracted from PBMC or synthesized from plasma, and
also samples corresponding to PCR products generated by a previous amplification of the DNA
by Conventional PCR. The experimental algorithm that showed better performance in the
detection of HIV-1 infection was selected to analyze the clinical samples which were obtained
between 2009 and 2011, and correspond to samples collected from the infected mothers (HIV-
1 positive, n=149) and children to whom no virus transmission occurred (negative, n= 20).

The chosen experimental algorithm for Real Time amplification corresponded to
fragments of HIV-1 (LTR region) using the combination of primers HL456N, HL602C and
SHL478N TagMan probe, from DNA samples previously subjected to conventional PCR with the
external primers HL456N and HL650C. As a result of preliminary evaluation, this algorithm has
shown a sensitivity of 86.7% and a detection limit of 0.8 copies for sample. In clinical samples
was obtained a sensitivity of 75.2% and specificity of 100%. Confirmation of infection with first
and second samples was achieved in 87.5% of cases (112 positive cases among 128 studied). It
has also obtained a Kappa value of 0.417 which showed a moderate agreement between
expected and obtained results. Comparatively, for the nested PCR technique were known
sensitivity and specificity of 81.9% and 100% respectively and a concordance estimated by
Kappa value of 0.565. The confirmation of infection cases with first and second samples was
achieved in 95.3% of cases (122 cases between 128 positives).

Although this study has achieved useful information and gains in time through the
algorithm developed, this shows lower sensitivity than the nested PCR technique already used
in the laboratory. Thus, in addition to the increase in population/samples to be analyzed for
improved statistical treatment of the results, is also essential an increment in the sensitivity of
assays which can be obtained by exploring other genomic regions alternatives to the target
used in this study.

Keywords: HIV-1; Real Time PCR; LTR e pol; sensibility and specificity
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e

1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH)

Em 1983, o isolamento de um novo retrovirus humano a partir do nodulo linfatico de
um individuo com linfoadenopatia [1] mais tarde designado de Virus da Imunodeficiéncia
Humana (VIH), marcou o inicio da investigacdo da patogenicidade do agente causativo da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) [2,3].

S3ao conhecidos dois tipos de virus, o VIH-1 e o VIH-2 [4], que evoluiram a partir de
diferentes Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV) [5]. Estes dois tipos sdo distinguiveis ao nivel
da organizacdo gendmica e das relagdes filogenéticas com outros lentivirus de primatas [1,6].

O Homem ndo é um hospedeiro natural para o VIH [6] mas fortes evidéncias
filogenéticas sugerem que o VIH-1 teve origem numa transmissdo zoondtica entre espécies do
SIV, a partir de chimpanzés (Pan troglodytes) para os humanos [6-8)]. Esta hipdtese é
fundamentada pelas semelhangas na organizacao do genoma dos virus, relagdes filogenéticas,
prevaléncia no hospedeiro natural, detecdao do virus em areas geograficas especificas e rotas
de transmissdo similares [6,7]. Apesar desta homologia entre o SIV e o VIH, os lentivirus de
simios ndo causam doenga nos seus hospedeiros naturais [6,9,10], enquanto o VIH causa
danos no sistema imunitario do hospedeiro, deixando o organismo suscetivel ao aparecimento
de infecGes oportunistas [5].

O VIH encontra-se entre os agentes patogénicos geneticamente mais varidveis que
afetam o Homem. A infecdo ocorre através de um populacdo de virus ndo-idénticos mas
altamente relacionados chamada de quasispecies [11,12].

Em Africa, o contacto frequente entre o homem e espécies de primatas ndo-humanos
infetados facilitou a transmissdo entre espécies do virus e poderd ser a explicacdo para os
atuais multiplos grupos e subtipos de VIH existentes no Mundo [6]. No entanto, muitos destes
contactos ndo originam infecGes produtivas devido a inviabilidade do virus, sendo a infecdo
eliminada. A razdo pela qual a pandemia da SIDA apenas evoluiu no século XX ainda ndo estd
determinada [13] mas poderd dever-se a mudangas culturais e sociais das populacdes [14-17].
Também as caracteristicas inerentes a forma de replicacdo do virus permitem que este evolua
rapidamente, gerando variantes viricas apds algumas geragdes. A infe¢do VIH resulta numa
doenga insidiosa, persistente, apresentado laténcia clinica, taxas de mutacdo e de
recombinacdo genética elevadas com possibilidade de algumas variantes viricas poderem
escapar ao sistema imunitdrio e aos anti-retroviricos [6].

1.1.1 Morfologia e Organizacdo Gendmica

De acordo com o Comité Internacional para a Classificagdo Taxondmica dos Virus
(ICTV), o VIH pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Lentivirus [18].

A principal caracteristica dos retrovirus advém de possuirem uma enzima denominada
transcriptase reversa (TR) com capacidade de converter genomas de ARN em genomas de ADN
de dupla cadeia aquando da infecdo [19]. Os lentivirus caracterizam-se por possuirem
genomas complexos e uma capside conica [20].

As particulas virais apresentam forma esférica, com didametro de aproximadamente
110 nm, com uma capside revestida por uma matriz e um invélucro que sdo essenciais para
manter a integridade do virido [20-22].
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e

O VIH-1 tem um genoma com cerca de 9,8 kb [23], de ARN de cadeia simples de
sentido positivo [4,5]. O virido contém duas cépias de ARN [4,24], as proteinas Nef, Vif, VPR e
p6 e as enzimas Integrase (IN), TR e Protease (PR) (Figura 1.1) [5,20,21]. O genoma contém trés
genes principais ou estruturais comuns a todos os Retrovirus que sdo o gag (group-specific
antigen), pol (polimerase) e env (proteinas do invdlucro) (Figura 1.2)[5,25,26].

MA

ARN viral

Membrana

PR

Figura 1.1 — Representagdo esquematica da particula VIH (Adaptado) [27].

5 PBES 37
cap |R |U5| gag pol | env IU3| Hl A,
MA CA NC PR RT RH IN sSuU ™

Figura 1.2 — Organizacgdo dos genes e principais proteinas do genoma do VIH (Adaptado) [5].

O gene gag codifica um percursor de uma poliproteina que ird ser clivada de modo a
formar as proteinas da matriz (MA ou p17), da cépside (CA ou p24), da nucleocdpside (NC ou
p7) e a p6. O gene pol origina as enzimas RT, PR e IN. E por ultimo, o gene env que codifica
glicoproteinas de superficie (SU ou gp120) e transmembranares (TM ou gp41) [5,26].

Para além destes genes estruturais, o genoma inclui também genes reguladores (Tat e
Rev) e genes acessorios (Vpu, Vif, Vpr, Nef) que tém como fungdo controlar a expressdo
gendmica, o transporte de componentes virais e interferir com a resposta imunitaria do
hospedeiro [5,25,26].

Nas extremidades 3’ e 5’ do genoma existem sequéncias terminais repetitivas longas
(LTR), que controlam a iniciagdo e transcricdo do genoma e regulam a produgdo de virides [25].

1.1.2 Ciclo Replicativo

A replicagcdo do VIH compreende duas fases denominadas de fase precoce e de fase
tardia. Na fase precoce ha o reconhecimento da célula alvo e respetiva infe¢do enquanto na
fase tardia existe expressdo génica e formacao de virides [22,26].
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A fase precoce inicia-se com a ligacdo do virido ao seu recetor, a molécula CD4 [22,26]
sendo as células T CD4" o seu principal alvo [5]. Mas para que ocorra entrada do virus na
célula, é necessario também que este se ligue a um coreceptor existente na superficie da
célula hospedeira, o CCR5 ou o CXCR4 [5,26]. A capacidade do VIH estabelecer uma infecao
produtiva dependerd também da expressdo de coreceptores nas células T CD4" [28,29].

Apds estas ligacOes se estabelecerem, ocorrem rearranjos estruturais que resultam na
fusdo da membrana do virido com a membrana da célula hospedeira, e posterior libertacdo do
conteudo do invdlucro viral para o citoplasma celular [5,26,30]. A capside degrada-se deixando
o ARN livre para a acdo da TR [5,21,26] e formacdo do ADN complementar (ADNc) [31].

Uma cadeia dupla de ADN é formada e transportada até ao nicleo onde sera integrada
no genoma da célula hospedeira [32—-34] pela a¢do da enzima IN [20,21,26]. O ADN integrado
mantém-se latente até que surjam sinais que iniciem a sua transcricdao [21,26]. Na fase latente
as células infetadas copiam o provirus para cada uma das células-filhas [5].

No inicio da fase tardia ha transcricido de ARN mensageiro (ARNm) e de novos
genomas virais a partir do provirus [5,22,26], que sdo transportados para fora do nucleo para
que ocorra a traducdo das proteinas estruturais, regulatdrias e acessérias que irdo ser
utilizadas durante a replicagdo viral [26,30]. Depois da sintese de todas as proteinas virais
inicia-se o processo de montagem da particula viral [27,35].

O virido imaturo adquire o seu invélucro através da passagem pela membrana celular
do hospedeiro [5,26], passando posteriormente por um processo de maturagdo no qual as
proteinas estruturais sofrem rearranjos e clivagens por acdo da PR, de modo a se formar uma
particula viral infeciosa [20,26].

O titulo do ADN proviral e a quantificacdo do ARN plasmatico representam dois
marcadores importantes para monitorizar, respetivamente, as reservas e a replicacdo do virus
[32].

1.1.3 Imunopatogénese

O curso tipico de uma infe¢do por VIH-1 inclui uma fase aguda, um periodo de laténcia
clinica e uma fase final da doenga. Na fase aguda pode existir uma sindrome de severidade
variavel enquanto a fase final é caracterizada pelo aumento da suscetibilidade a infecGes
oportunistas e doengas neopldsicas com a progressao para o estadio de SIDA [23,36].

Na infe¢do em fase aguda surge uma virémia elevada acompanhada por uma queda
transitdria dos niveis de células T CD4" no sangue periférico [5,37,38]. Neste periodo podem
ocorrer sintomas similares a uma gripe ou uma mononucleose infeciosa que se podem
prolongar por algumas semanas [5,39,40]. Na maioria dos individuos, a infecdo aguda origina
uma replicacdo viral persistente, e na auséncia de terapéutica anti-retrovirica, a virémia
continuara detetdvel durante a progressao da infegao [2].

Na fase de laténcia clinica o sistema imunitdrio responde de modo a controlar a
replicagdo viral e a infe¢do passa a ser assintomatica mas continua a existir replicagcdo viral
intensa [38]. A infecdo persiste apesar da resposta imunitaria, pois o principal tipo de células
infetadas s3o as T CD4" que também est3o envolvidas na resposta imunitdria. Durante algum
tempo o organismo é capaz de tolerar a infecdo substituindo rapidamente as células
destruidas. Porém a concentracdo das T CD4" acaba por decair, aumenta o nivel de virémia e
desenvolve-se a SIDA. Esta sindrome é caracterizada por uma disfungdo imune e neuroldgica
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[40], pela existéncia de uma contagem de linfécitos inferior a 200 células por microlitro [38] e
pelo aparecimento de infe¢cOes oportunistas que podem levar a morte [38,41]. Outras doengas
podem manifestar-se nesta fase, sendo o sarcoma de Kaposi e o linfoma ndao-Hodgkin as
neoplasias mais frequentemente associadas a SIDA [5].

A seroconversdo, ou seja, a producdo de anticorpos anti-VIH, ocorre cerca de 2 a 8
semanas apos a infecao [4,42]. Cerca de 12 semanas apds a infecdo comecam a aparecer os
designados anticorpos neutralizantes. No entanto, esta resposta aparenta ser ineficaz e tardia,
pois os virus suscetiveis a neutralizacdo sdo rapidamente substituidos por virus resistentes
[43,44).

Existe uma grande variabilidade na progressao da doenga de individuo para individuo,
em particular na duragdo do periodo de laténcia clinica em que continuam a existir altas
concentracdes de VIH no plasma e nos tecidos linféides [23,45]. Estima-se que na auséncia de
intervencao terapéutica a progressao para SIDA ocorra apds um periodo médio de 8 a 10 anos
[5,45]. Contudo, a progressao da doenca depende de varios fatores nomeadamente o nivel de
ARN e o tipo de virus, o nivel das células T CD4", a idade na altura da seroconvers3o e a idade
dos individuos [33,46].

Durante a fase primaria da infecdo desenvolvem-se reservatérios de VIH [47] que se
tornam um dos maiores obstaculos a erradicacdo do virus do hospedeiro infetado mesmo sob
o efeito de terapéuticas de elevada eficdcia HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy)
[2,34,48-50].

Reservatdrios de VIH podem ser encontrados em tecidos linfaticos que permitem que
o virus possa entrar rapidamente em contacto com um grande numero de células alvo,
resultando na ampla disseminacdo da infecdo. Também os reservatérios celulares (células
mononucleadas do sangue periférico - CMSP), que consistem maioritariamente em células T
CD4", podem conter virus latentes [2,49,50] e sdo caracterizadas por um turnover lento, assim
permanecem mais tempo em circulagdo o que possibilita uma maior disseminacdo viral
[33,50-52].

1.1.4 Vias de Transmissdo

A transmissdo do VIH esta relacionada com a concentragdo de virus infeciosos que
existe num determinado fluido corporal e o tempo de contacto com esse mesmo fluido [23].

O VIH é transmitido por contacto sexual, que representa a via de transmissdao mais
comum em todo o Mundo, e também pela exposicdo a sangue contaminado (p. ex. transfusdes
e partilha de agulhas contaminadas) [12].

A maioria das infe¢des VIH em criangas ocorre por transmissao vertical [12], durante a
gravidez (in utero) ou durante o parto (intrapartum). No entanto, o virus também pode ser
transmitido durante o periodo de aleitamento materno [53,54].

A transmissdo in utero ocorre devido a exposi¢cdo do feto a células infetadas existentes
no liquido amnidtico ou na placenta da gravida infetada. Durante o parto também podem
ocorrer microtransfusGes entre o sangue da made e do feto. A ocorréncia de nascimentos
prematuros e de partos em que ocorreu rutura das membranas aumenta o risco de
transmissdo do virus da mae ao filho [55]. No periodo de amamentacdo as células infetadas do
leite materno podem penetrar na mucosa intestinal do recém-nascido ou entrar diretamente
na corrente sanguinea [56,57]. Na auséncia de prevencdo, o risco de transmissdo do VIH-1 é
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elevado em criancas amamentadas por leite materno, e este risco aumenta com o
prolongamento da amamentac¢do no tempo [56].

A avaliacdo da infecdo VIH/SIDA na gravida infetada deverad incluir a realizagcdo
periddica de exames fisicos e clinicos, e deverd também ser verificado se as linhas de
orientacdo de prevencdo da transmissao vertical de VIH estdo a ser cumpridas. Neste contexto
a monitorizacao laboratorial é importante pois pode confirmar se o nimero de células T CD4+
se mantém dentro de limites normais (valores entre os 500 e 1400 células/mm?®) e se a carga
viral se mantém controlada (abaixo de 50 cépias/mm?) [56].

1.1.5 Terapéutica Anti-retrovirica

A terapéutica anti-retrovirica contra a infe¢do VIH/SIDA teve inicio nos anos 80 com a
administracdo de zidovudina (AZT) em doentes infetados [58]. Com o aumento do numero de
anti-retroviricos produzidos e de ensaios clinicos comprovou-se que a combinac¢do de vdrios
farmacos trazia mais beneficios comparativamente a monoterapia [59,60]. A terapéutica
combinada reduzia os niveis de ARN viral e aumentava a contagem de células T CD4",
prevenindo as resisténcias aos farmacos e a morte por SIDA [61,62].

A administracdo da terapéutica HAART foi iniciada em 1996 [63,64] e consiste no uso
de trés anti-retroviricos de diferentes classes [65]. Nos ultimos 20 anos, estes farmacos tém
sido responsaveis pela diminuicdo das taxas de morbilidade e de mortalidade em populagées
tratadas [66—69].

No entanto, embora a terapéutica HAART possa limitar o aparecimento de infe¢Oes
oportunistas ndo consegue eliminar o virus do organismo [46,49,70,71] mesmo apds 2 ou 3
anos de tratamento efetivo [72]. A terapéutica anti-retrovirica também diminui o titulo de
ADN proviral, mas a taxa de decréscimo é menor comparativamente com o titulo de ARN viral,
e pode permanecer detetdvel mesmo apds tratamento prolongado [73].

Em gravidas infetadas, a terapéutica anti-retrovirica deve ser administrada, ou como
tratamento, ou como estratégia de prevencdo da transmissdo do virus ao filho, dependendo
da situagdo clinica e imunoldgica materna e seguindo as linhas de orientagdo publicadas [65].

Ainda no ambito da preven¢do da transmissdo vertical do VIH, o recém-nascido faz
profilaxia anti-retrovirica durante as primeiras 4-6 semanas de vida [74,75]. As medidas de
prevencao adotadas em paises desenvolvidos permitiram uma redugdo, nos ultimos anos, do
risco de transmissado vertical de 30-40% para valores inferiores a 2% [76].

1.2 Prevaléncia e Epidemiologia Molecular da Infe¢do VIH-1

A infecdo por VIH-1 é pandémica e a principal causa de SIDA no Mundo [4].

O crescimento global do nimero de casos de infe¢ao VIH parece ter estabilizado, com
o numero de novas infe¢des a decrescer ligeiramente desde o final da década de 90 [75].
Contudo, e apesar da Africa subsariana continuar a ser o epicentro global da infe¢do, as taxas
de infe¢do aumentaram nos Ultimos tempos na antiga Unido Soviética e em partes da Asia,
incluindo a india e a China [6]. Apesar dos esforcos preventivos, na auséncia de uma vacina
efetiva, estima-se que irdo continuar a existir taxas de infecdo substanciais [12].

O ultimo relatério da OMS (Organizagdo Mundial de Saude) aponta para a existéncia
de cerca de 34 milhGes de pessoas infetadas com VIH no Mundo. Cerca de 10% dos casos sao
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em criangas e 50% dos casos em mulheres. Para o ano de 2010 estimou-se a ocorréncia de 2,7
milhGes de novas infe¢des e 1,8 milhdes de mortes devido a SIDA [75]. Em Portugal, até 31 de
Dezembro de 2010 foram notificados, ao nucleo de vigilancia laboratorial de doencas
infeciosas no INSA, 39347 casos de infecdo por VIH/SIDA [77].

A transmissdo da mde ao filho do VIH é a principal via de infecdo em criangas. Na
auséncia de tratamento, esta infecdo pode conduzir ao desenvolvimento de SIDA logo nos
primeiros anos de vida [78,79]. Estimou-se que no ano de 2010 cerca de 250 mil criangas
morreram devido a progressdao da infecdo. A maioria destes casos ocorreu em paises com
recursos econdmicos limitados, onde o diagndstico e o tratamento s3do escassos e a
morbilidade e mortalidade elevadas. Contudo, estimou-se também que 48% das mulheres
gravidas infetadas por VIH usufruiram de regimes anti-retroviricos efetivos, evitando a
transmissao do virus em mais de 350 mil criangas [75].

A classificacdo do VIH-1 subdivide os virus em quatro grupos filogenéticos: M (major),
N (non-M/non-0), O (outlier) [7,12,80-83], e mais recentemente, o grupo filogenético P [84].

Enquanto os casos de infecdo VIH pertencentes aos grupos filogenéticos O, N e P sdo
raros e est3o, essencialmente, descritos nos Camardes e na Africa Central [12,84,85], os virus
pertencentes ao grupo M s3do responsdveis por mais de 90% das infecdes mundiais
[82,83,86,87]. Este grupo esta dividido em 9 subtipos, A-D, F-H, J e K, [80-83,88] incluindo 55
formas recombinadas em circulagdo (CRF, Circulating Recombinant Forms) [89]. A classificacdo
do VIH-1 em grupos e subtipos baseia-se na semelhanca das sequéncias nucleotidicas de
multiplas regides subgendmicas (gag, pol e env) ou na analise do genoma completo [90].

O subtipo A inclui os sub-subtipos Al a A4 [82,88,91] e é mais prevalente na Europa do
Leste, Asia Central e Africa Oriental e Central [12,90,92]. O subtipo B é o mais comum na
Europa, na América do Norte e na Austrdlia, apesar de nos ultimos anos ter existido um
aumento de infe¢Bes por subtipos diferentes de B (ndo-B) fundamentada pela migracdo das
populagdes. O subtipo C é mais frequente na india, China e Africa [12,90,92]. Os restantes
subtipos possuem baixa prevaléncia e existem principalmente na Africa Central e Ocidental,
embora possam também existir noutras regides. A exce¢do é o subtipo F que possui dois sub-
subtipos (F1 e F2) e pode ser encontrado na América do Sul [12,82,90].

Na Europa, onde a infe¢do pelo subtipo B tem sido dominante nos grupos de risco
(utilizadores de drogas injetaveis e homossexuais), as infecdes pelos subtipos ndo-B e algumas
CRF tém vindo a ser introduzidos na populagdo em associagao com o aumento da transmissao
heterossexual entre migrantes de regides onde a infe¢ao é endémica [93,94].

Portugal possui um perfil molecular de infe¢des Unico que o distingue do resto dos
paises europeus [95,96]. Caracterizando-se por uma elevada prevaléncia de subtipos de VIH
nao-B e formas recombinantes [96,97] Devido a diversidade genética do virus no pais, este
perfil pode colocar desafios para o diagndstico molecular da infecdo [98]. Em Portugal, tem
sido observado um aumento da propor¢do de casos de infegdo com o subtipo G, na sua forma
pura ou recombinada com o subtipo A [95,99]. Mais recentemente, uma elevada diversidade
genética da infecdo por VIH numa populacdo de mades infetadas, transmissoras e ndo
transmissoras do VIH aos filhos mostrou que os subtipos G e B e as formas recombinantes AG e
BG sdo responsaveis pela maioria das infe¢des (84,5%) identificadas no grupo estudado [100].

Varios fatores podem influenciar a elevada taxa de variabilidade do VIH. A ndo
existéncia de um mecanismo de correcdo de erros cometidos pela TR [5,101], o rapido
turnover in vivo [102], a pressdao do sistema imunitdrio do hospedeiro [103] e a pressao
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seletiva dos anti-retroviricos sdo algumas das razGes para a diversidade do VIH. A ocorréncia
de eventos de recombinacdo genética, resultando na formagdo de um genoma mosaico, caso a
célula tenha sido infetada por um genoma heterozigético, é também uma das principais
formas de produgdo de variantes virais [24,102].

A diversidade genética tem implicacGes negativas para a dete¢do do virus através de
ensaios moleculares [90] e dificulta a producao de uma vacina eficaz contra a infecdo VIH [85].
Os virus com potenciais infeciosos distintos podem recombinar entre si, originando variantes
eventualmente mais transmissiveis ou resistentes a terapéutica [90,104].

1.3 Métodos Moleculares de Diagndstico da Infe¢ao VIH-1

Os métodos mais usuais para detetar a infecdo por VIH em adultos sdo os ensaios
seroldgicos com pesquisa de anticorpos anti-VIH. No entanto estes ensaios sdo limitados no
diagndstico de infecGes para alguns casos especificos [105].

Métodos de amplificacdo para a detecdo de acidos nucleicos virais sdo considerados
como uma abordagem especifica e sensivel para detetar a infecdo VIH em individuos em que
ainda ndo ocorreu seroconversdo, em recém-nascidos e em casos de esclarecimento de
resultados serolégicos indeterminados [4,68].

Criancas nascidas de maes infetadas apresentam anticorpos anti-VIH maternos que
podem persistir até aos 12-15 meses de vida [106]. O método de amplificacdo por PCR com
detecdo de ADN proviral VIH é aceite como sendo gold standard para diagndstico precoce da
transmissdo do virus da mde ao filho [107]. Este diagndstico deve ser efetuado o mais
precocemente possivel para que a crianga possa iniciar uma terapéutica adequada [108],
reduzindo o risco de progressdo para SIDA nos seus primeiros anos de vida [107,109].

A quantificagdo do numero de cdpias de ARN de VIH-1 no plasma (carga viral) é o
principal indicador no progndstico da progressao da doenca, tendo um importante papel na
monitoriza¢do da eficacia dos anti-retroviricos [96,110,111].

A quantificacdo do ADN proviral, tanto nas CMSP como no tecido linfatico, pode ser
atil para monitorizar os pacientes e pode servir como marcador quando o ARN baixa para
valores indetetdveis [33,112]. Também pode contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas envolvendo a formulacdo de farmacos que combatem o virus em
varias fases do seu ciclo de replicativo [113,114].

A reacdo de amplificagdo por PCR (Polymerase chain reaction) e a evolugdo de técnicas
de PCR convencionais para PCR em Tempo Real permitiram um avanco no diagndstico de
agentes infeciosos [115]. Contudo a variabilidade genética do VIH pode causar problemas
significativos na sensibilidade e especificidade dos testes moleculares de diagndstico [90].

1.3.1 Reacdo de Amplificacdo por PCR Convencional

A reacdo de PCR, descoberta em 1986 [116], é uma técnica in vitro que permite a
amplificacdo de um fragmento especifico de ADN, que se situa entre duas regides conhecidas
[117], resultando num grande nimero de cdpias idénticas [118].

A reacdo é feita a partir de moldes de ADN, que podem ser de cadeia simples ou
cadeia dupla. Para ocorrer reacdao de amplificacdo sdo necessarios dois primers (direto e
complementar reverso), a amostra alvo contendo a sequéncia de ADN a ser amplificada,
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dNTPs, uma polimerase de ADN e respetivo tampdo de reacdo com ides de magnésio
[117,119].

Cada ciclo de PCR ocorre de acordo com o principio natural de replicacao de ADN e
pode ser sumarizada em trés passos: desnaturacdo da dupla cadeia de ADN, geralmente a
temperatura igual ou superior a 902C; hibrida¢do dos primers com temperatura dependente
do seu ponto de fusdo geralmente entre 40 e 602C; e sintese ou extensao da sequéncia alvo,
geralmente a temperatura 6tima da polimerase, 729C [119]. A quantidade de sequéncias
duplica a cada ciclo, resultando no final uma acumulagdo exponencial de produto [57,120].

A temperatura de hibridacdo depende dos primers, que devem ter temperaturas de
desnaturacdo semelhantes para formarem complexos estaveis com a sequéncia alvo [118].

Os ciclos de temperatura, o tempo de incubacdo a cada temperatura e o nimero de
repeticdes de ciclos sdo controlados por um termociclador de acordo com uma programacao
escolhida [118], sendo que o numero de ciclos depende da quantidade de sequéncia alvo e da
eficiéncia da reagao [121].

O passo final da PCR é a detecdo do produto amplificado no end-point, ou seja, ap6és a
reacdo estar concluida [121] sendo feita uma eletroforese em gel de agarose na presenca de
brometo de etidio ou outro corante intercalador. Os fragmentos resultantes sdo analisados,
apos irradiacdo do gel com luz ultravioleta [117,119].

Na mistura de reacdo de PCR, a presenca de eventuais inibidores da amostra, a
concentragdo limitante de reagentes ou a acumulagdo de subprodutos pode levar ao término
da reacdo, deixando de se formar produto. Isto torna dificil a quantificacdo no end-point, pois
reacOes replicadas podem gerar diferentes quantidades de produto, diminuindo a
reprodutibilidade de resultados. Assim, apenas durante a fase exponencial é possivel
extrapolar a quantidade inicial de ADN [122].

Na reacdo de amplificacdo por PCR Convencional um par de primers produz um
fragmento amplificado que pode ser visualizado apds corrida eletroforética em gel de agarose.
No entanto, este produto amplificado pode ser submetido a uma nova amplificagdo numa
reacdo designada de nested PCR. Deste modo o primeiro par de primers (externos) produz um
fragmento maior, que vai ser utilizado como molde para a hibridagdo de um segundo par de
primers (internos) que produz um subfragmento de menores dimensdes [116]. A sensibilidade
e especificidade da reagdo amplificagdo podem aumentar significativamente ao usar este
procedimento. A especificidade aumenta devido a uma eliminagdo de muitos dos produtos
nao especificos eventualmente amplificados na primeira reacao de PCR que nao servem de
molde para a segunda reacdo de amplificacdo. A principal desvantagem desta dupla
amplificacdo é o elevado risco de contaminagdo pelo manuseamento dos produtos
amplificados aquando da realizagao da segunda reagao de PCR [117].

Outra versdo de nested PCR sdo os designados heminested PCR, em que existe
repeticdao de um primer externo na segunda reagdo de amplificagdo, juntamente com um novo
primer interno ao fragmento obtido na primeira reagdo [117].

1.3.2 Reacdo de Amplificacdo por PCR em Tempo Real

A PCR em Tempo Real foi documentada pela primeira vez em 1993 por Higuchi [123] e
permite fazer em simultaneo a amplificagdo e a detegdo ou quantificagdo do produto,
eliminando a necessidade da manipulagdo dos produtos amplificados [124]. Este método
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combina a tecnologia de amplificacdo por PCR com a detecdo do produto em tempo real
através do uso de corantes fluorescentes no mesmo tubo de reacdo [125,126].

A escolha do local de hibridacdo dos primers no genoma para amplificacdo de uma
regido de interesse deve ter em conta que os produtos resultantes da amplificacdo devem ser
fragmentos pequenos para uma maior eficiéncia das reagdes. No caso da PCR em Tempo Real,
fragmentos considerados de tamanho ideal variam entre 50 a 150 pb [122].

O ciclo de PCR em Tempo Real a partir do qual o sinal de fluorescéncia é detetado
designa-se de ciclo threshold (Ct) [118,127—-129]. Uma maior concentracdo de ADN alvo no
inicio da reacdo leva a que seja necessario menos ciclos para que o sinal de fluorescéncia
ultrapasse o limiar de threshold [130].

A progressao da reagdo de PCR em Tempo Real passa por duas fases distintas, a fase
exponencial e a fase de plateau. Na fase exponencial potencialmente existe a desnaturacdo de
todas as cadeias de ADN de dupla cadeia, hibridacdao dos primers com sintese dos produtos
através da acdo da polimerase. Esta fase é sensivelmente metade do total dos ciclos da reacgao.
O numero de ciclos que a reacdo demora a entrar na fase exponencial depende da quantidade
inicial de ADN alvo, por isso nenhum intervalo especifico pode ser definido, devendo ser
identificados experimentalmente para cada sistema [121].

Durante os primeiros ciclos da reacdo, o sinal de fluorescéncia é fraco e ndo se
consegue distinguir do background. Com o incremento da quantidade de produto formado o
sinal de fluorescéncia aumenta exponencialmente [118], até que se atinge a fase plateau que
corresponde aos ciclos finais da reacdo. Esta fase de plateau é atingida pela limitacdo dos
reagentes, inativacdo da polimerase ou reducdo da eficiéncia da desnaturacdo (Figura 1.3)
[131].

O sinal de fluorescéncia é detetado por um termociclador adaptado com um software
que traduz graficamente em tempo real os dados da emissdo de fluorescéncia obtidos durante
a amplificacdo [122].

Plateau

@
Q
c
@ _| /
§ / Fase exponencial
g .
{5y
Threshold Ct
Baseline
[ [
0 20 40

Ciclo de PCR
Figura 1.3 — Representacdo grafica do processo de reacdo de PCR em Tempo Real (Adaptado) [122].

10
Vanessa Sofia Gomes Almeida



1. Introdugao
e

Holland et al demonstraram que a Polimerase de ADN tinha atividade exonucledsica de
5’ para 3’ [132]. Esta atividade permite a clivar sequéncias hibridadas com o ADN alvo, que
surjam durante a sintese da nova cadeia [117]. Com base neste conhecimento, este grupo
mostrou também que a clivagem de uma sonda durante a reacdo de PCR pela atividade
exonucleasica da polimerase de ADN podia ser usada para detetar a amplificacdo do produto
em tempo real [132].

As sondas designadas de TagMan (5’Nuclease) sdo utilizadas para detetar produtos de
PCR, em que um sinal fluorescente é gerado durante a amplificacdo e detetado no tubo de
reacdo em tempo real. Para tal é necessario que a sonda se encontre marcada com um
reporter na extremidade 5’ e um quencher na extremidade 3’ [130,132-135]. A extremidade 3’
é marcada de forma a ndo existir extensao da cadeia, assegurando que a sonda ndo funcione
como primer [122,132]. Na marcacao das sondas podem ser usados varios corantes, FAM, TET,
HEX ou VIC como reporter e TAMRA ou DABCYL como quencher [117,122].

A reacdo tem inicio quando a sonda marcada nas extremidades 5’ e 3’ se liga a cadeia
complementar de ADN [125]. Devido a proximidade dos corantes estes sofrem FRET
(Fluorescente Ressonance Energy Transfer) antes da clivagem [129], ou seja, quando a sonda
estd intacta ha emissdo de energia pelo reporter num comprimento de onda especifico, que é
transferida para o quencher que dissipa essa energia sob a forma de calor
[122,123,129,132,133]. Simultaneamente, a sintese da cadeia efetuada a partir do local de
hibridacdo dos primers a sequéncia alvo pela Taq polimerase leva a que a sonda seja clivada
pela atividade de exonuclease de 5’ para 3’ da enzima interrompendo o FRET entre o quencher
e o reporter da sonda (Figura 1.4) [122,129,130,132-134,136]. A clivagem separa a sonda da
sequéncia alvo a amplificar, permitindo a sua sintese através dos primers, ndo interferindo
assim com a acumulacdo exponencial de produto [122]. A quantidade de corante reporter
libertado é proporcional a quantidade de ADN que esta a ser amplificado. No caso da sonda
ndo hibridar com a sequéncia alvo, esta fica intacta e ndo emite fluorescéncia detetavel
[122,136].

1.3.3 Vantagens e Desvantagens

O desenvolvimento da técnica de PCR em Tempo Real permite a quantificagdo do
produto final amplificado, permitindo extrapolar a quantidade inicial de ADN alvo na amostra.
Contrariamente, a maioria dos ensaios de PCR Convencional sdo qualitativos e a quantidade
inicial de ADN apenas pode ser estimada com base no resultado da corrida eletroforética
[137].

Devido a amplificagdo exponencial do ADN, na técnica convencional qualquer variacdo
durante a reagao de amplificacdo pode levar a grandes variagdes na quantidade de produto
final amplificado [137,138]. Assim, a vantagem da técnica de PCR em Tempo Real reside no
fato de esta ndo se basear na quantidade de produto final para a extrapola¢do da quantidade
de ADN [137,139], mas sim na quantidade de produto formado na fase exponencial, onde as
condigbes de reagao sao 6timas [129,130,137] e existe uma forte correlagdo entre o threshold
e a quantidade inicial de ADN na amostra [112,122,123,127].
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5 FAM 3’ TAMRA
( |

Sonda TagMan

5’ FAM 3’ TAMRA
L ]
3 —— ’
Sequéncia alvo
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> Polimerase ! !
3’ z

Sequéncia alvo

Figura 1.4 — Esquema de atividade das sondas TagMan marcadas com FAM e TAMRA.

No caso da técnica de PCR em Tempo Real, a quantificacdo do produto amplificado é
feita através da medicdo da fluorescéncia emitida pelo corante reporter da sonda [140]. Esta
técnica permite também a andlise de vdrias amostras em simultdneo sem a preocupac¢do que
atinjam a fase plateau em tempos de reagao diferentes [129]. Tipicamente, na técnica de PCR
em Tempo Real, todas as curvas de rea¢do saturam ao mesmo tempo [118].

Por outro lado, a implementacdo da técnica de PCR em Tempo Real permitiu colmatar
algumas das desvantagens da reacdo de PCR Convencional, como o elevado risco de
contaminagdo, especialmente no caso de reagdes de nested e heminested PCR, em que
existem duas amplificacGes consecutivas. Também a fraca capacidade de quantificacdo
[127,138] e a baixa reprodutibilidade da quantidade de ADN amplificado entre reag¢des sdo
consideradas desvantagens na PCR Convencional [138].

A técnica de PCR em Tempo Real permitiu um aumento do rendimento e
automatizagao das reag¢des, diminuindo o risco de erro humano e o tempo de realizagdo dos
ensaios [122,125,141]. Esta evolucdo deve-se ao fato da técnica de PCR em Tempo Real
possuir baixa variabilidade inter e intra ensaio, uma elevada sensibilidade e especificidade e
uma grande precisdo [127,141], com elevada reprodutibilidade de resultados [122,129,137].

A utilizacdo de sondas na reacdo de amplificacdo por PCR em Tempo Real leva a um
aumento de especificidade da reacdo, pois serd necessdrio que exista hibridacdo especifica
tanto do par de primers como da sonda com a sequéncia alvo para que possa ocorrer
amplificacdo e aparecimento de fluorescéncia [122,139]. E possivel utilizar varias sondas na
mesma reacdo de PCR em Tempo Real, permitindo a detecdo de multiplas sequéncias alvo
num unico tubo de reagao [135].
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Também o fato de a reacdo de PCR em Tempo Real ser efetuada num sistema
fechado, que ndo requer processamento pds-PCR das amostras, diminui o risco de
contaminacgdes [122,129,137].

Outras vantagens da reacdao de PCR em Tempo Real incluem um amplo intervalo
dindmico de detecdo [128,141] evitando a necessidade de diluicdo das amostras e repeticdo
dos ensaios devido a resultados fora dos limites de detecdao [142]. O que pode ocorrer
frequentemente em ensaios de quantificacdo de ARN VIH-1 (carga viral) no momento inicial da
infecdo [128,141].

No entanto, o tempo e o trabalho empirico e experimental necessario para otimizacao
da reacdo de amplificacdo de PCR em Tempo Real a novas aplicagdes surgem como uma das
grandes desvantagens desta técnica [134]. Também a incapacidade de determinar o tamanho
do produto e a incompatibilidade de alguns sistemas como quimicos fluorogénicos sdo
apresentadas como desvantagens [122].
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2. Objetivo

Para um diagndstico laboratorial precoce da transmissdao do VIH da mae ao filho, o
Laboratério Nacional de Referéncia desenvolveu uma técnica de PCR convencional com
pesquisa de ADN VIH-1 (nested PCR) e detecdo dos produtos amplificados através de uma
eletroforese em gel de agarose.

E fundamental nesta area de diagndstico, que a metodologia selecionada possua uma
sensibilidade elevada para detetar a infecdo e, que simultaneamente possa permitir obter
resultados rapidos para uma reposta atempada. De facto, na auséncia de diagndstico ou
tratamento, criancas infetadas por transmissdo vertical podem desenvolver SIDA nos primeiros
anos de vida.

As amostras clinicas estudadas correspondem a uma popula¢do de maes e filhos, cujo
sangue foi colhido para estudo da transmissao vertical de VIH-1 entre 2009 e 2011.

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um método de PCR em Tempo
Real, alternativo ao nested PCR utilizado no Laboratdrio, que possa conduzir a obtencdo de
ganhos na sensibilidade do ensaio e a reduc¢do do tempo de processamento das amostras.

Para se atingir o objetivo principal foram seguidos os seguintes objetivos especificos:

e Desenho de ensaios experimentais de PCR em Tempo Real nas regides LTR e
pol do VIH-1 e sua avaliagdo com amostras de referéncia.

e Recolha de informagdo sobre a populagdo de amostras clinicas,
nomeadamente: idade, naturalidade, terapéutica de prevencdo (sim ou nao) e
valores de ARN VIH-1 (carga viral) dos individuos infetados.

e Escolha de um modelo experimental adequado a detecdo da infecao VIH-1 por
PCR em Tempo Real.

e Andlise e comparacao dos resultados obtidos com os resultados esperados.

e Determinacdo da sensibilidade e especificidade do ensaio experimental de PCR
em Tempo Real.

e Compara¢do dos resultados do ensaio de PCR em Tempo Real com os
resultados previamente conhecidos obtidos com a técnica de nested PCR.
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3.1 Diagrama Geral do Estudo

O desenvolvimento de uma nova técnica in house para detegao do VIH-1 foi
fundamentado na experiéncia e nos resultados experimentais obtidos ao longo dos ultimos
anos através de uma técnica de PCR Convencional (nested PCR) aplicada a deteg¢do precoce da
infecao VIH em criangas nascidas de maes infetadas.

Em estudos de avaliagdo da técnica de PCR Convencional, realizados no Laboratério
Nacional de Referéncia VIH, aquando da sua implementacdo, observou-se que esta
apresentava um bom desempenho na detecdo do VIH-1, nomeadamente para a maioria dos
subtipos de VIH-1 ja identificados na populagdo residente em Portugal. Estes estudos
revelaram também que esta técnica, tendo por base a amplificacdo das regides alvo, LTR e pol,
apresentava uma especificidade e uma sensibilidade préximas dos 100%.

Desta forma, as potenciais regides gendmicas do HIV-1 a amplificar assim como alguns
primers utilizados em nested PCR foram selecionados para o desenvolvimento da nova técnica
de PCR em Tempo Real, que se pretende implementar no presente estudo.

Neste contexto, diferentes ensaios experimentais foram desenvolvidos para a
amplificacdo de fragmentos de VIH-1 (regido LTR e pol) e uma avaliacdo prévia de resultados
foi efetuada tendo por base a utilizagdo de grupos de amostras de referéncia (Figura 3.1).

Amostras de referéncia

v ¥ ¥

Controlo de Qualidade o - )
(QCMD) - 2009 Casos de Infecdo VIH-2 Casos de 'fflegao VIH-1
ADN VIH-1 ADNVIH-2 Plasma |y CMSP

n=8 n=11 ARNVIH-1 = ADNVIH-1 J

Y

[ Extrac3o de ARN =» Sintese ADNc VIH-1

Amostras a submeter aos diferentes ensaios experimentais
desenhados para a amplificacdo de fragmentos VHI-1(LTR e po/)

| ]

PCR Convencional
(Primers externos)
¥
Produto de PCR
LTR ou pol
A 4
PCR em Tempo Real
Sonda TagMan

¥

Analise dos resultados para selecdo da opcao experimental a seguir nos
futuros ensaios utilizando as amostras clinicas

Figura 3.1 — Diagrama de trabalho baseado nos ensaios experimentais desenvolvidos no presente
estudo com a utilizagdo de amostras de referéncia.
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O algoritmo experimental que apresentou melhor desempenho foi selecionado para o
estudo de um conjunto de amostras clinicas, que correspondem a casos incluidos em
protocolos de estudo da transmissao vertical mae-filho do VIH-1, cujas amostras estavam
disponiveis e foram recebidas no laboratdrio entre 2009-2011 (Figura 3.2).

[ Amostrasclinicas ]
Casos de infecdo VIH-1 (Maes) Casos negativos (Filhos)
ADN VIH-1 ADN
n=149 n=20

F PCR Convencional )
Primers externos
HLA56N+HL650C
R LTR o
v
'q p
Produto de PCR (194 pb)
LTR
8 &
@
[ PCR em Tempo Real
Sonda TagMan
HL456N+SHL478N+HL602C
- J
Resultados Nested PCR
VIH-1LTR

Previamente conhecidos

v

[ Comparagdo e avaliagdo dos resultados ]

Figura 3.2 — Algoritmo experimental selecionado no presente estudo para o ensaio de amostras clinicas.
3.2 Primers e Sondas

Diferentes primers e sondas foram utilizados nas vdrias abordagens experimentais
desenhadas para a amplificacdo de fragmentos da regido LTR e pol VIH-1, pela técnica de PCR
em Tempo Real.

As sondas utilizadas neste trabalho sdao do tipo TagMan marcadas na regido 5° com
FAM (reporter) e na regido 3’ com TAMRA (quencher).

Na Tabela 3.1 constam as sequéncia dos primers e/ou sondas utilizados neste estudo.
A potencial capacidade de hibridacao dos primers e das sondas com sequéncias virais para os
subtipos de VIH-1 mais frequentemente descritos em Portugal, foi analisada através do
programa QuickAlign disponivel no site
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QUICK_ALIGN/QuickAlign.html.
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Tabela 3.1 — Primers e/ou sondas utilizadas no presente estudo com indicagdo da respetiva sequéncia e
localizagdo no genoma do VIH-1.

Regido Nome Sequéncia 5’-3’ Localizagdo
HL456N GTCTCTCTNGYTAGACCA 456 > 473
HL478N TAGGCCTGGGAGCTCTCTGGCT 478 > 499
LTR VIH-1 SHL478N © TAGGCCTGGGAGCTCTCTGGCT 478 > 499
HL602C ¥ CTGAGGGATCTCTAGWRACCAGA 580 € 605
HLe50C ®! CCTGTTCGGGCGCCACTGCTAGAGATTTT 622 € 650
HP3543N © CARGGGCHAAGRCCARTGGACAT 3543 - 3564
HP3601N ) CAGGAAARTATGCAARAA 3601 > 3618
SHP3601N ® CAGGAAARTATGCAARAA 3601 > 3618
IVIHA SHP3679N © CAGARAGCATARTRATAT 3679 > 3696
o -
P HP3744C "0 CCCATGTTTCYTTTYGKA 3727 € 3744
HP3794C CTCCCANTCAGGAATCCAG 3776 € 3794
SHP3794¢ *? CTCCCANTCAGGAATCCAG 3776 € 3794
HP3814C *? GRTACCAYAATTTYACTA 3814 < 3831
Legenda:

(1) Primer HLA56N desenhado de novo para este trabalho.

(2) Primer HL478N descrito por Berry et al, 1998.

(3) Sonda SHL478N a partir do primer descrito por Berry et al, 1998.

(4) Primer HL602C alterado a partir do descrito por Berry et al, 1998, com a eliminagdo dos dois
ultimos nucledtidos.

(5) Primer HL650C descrito por Berry et al, 1998.

(6) Primer HP3543N alterado a partir do HP3541N descrito por Semple et al, 1991, com a
eliminagdo do primeiro nucledtido e substituicdo por bases degeneradas de quatro nucledtidos,
respetivamente na posi¢do 3, 8, 11 e 15 (em sublinhado).

(7) Primer HL3601N alterado a partir do HP3600N descrito por Semple et al, 1991, com a
eliminagdo dos ultimos 5 nucledtidos e substituicdo por bases degeneradas de dois deles,
respetivamente nas posi¢oes 8 e 16 (em sublinhado).

(8) Sonda SHP3601N tendo por base a sequéncia do primer descrito em (8).

(9) Sonda SHP3679N desenhada de novo para este trabalho.

(10) Primer HP3744C alterado a partir do HPOL2 descrito por Semple et a/,1991, com a eliminagdo
dos ultimos 5 nucledtidos e substituicdo por bases degeneradas de trés nucledtidos,
respetivamente nas posi¢ées 11, 15 e 17 (em sublinhado).

(11) Primer HP3794C alterado a partir do HPMH6 descrito por Semple et a/,1991, com a eliminagdo
dos ultimos 5 nucledtidos e substituicdo por uma base degenerada na posicio 7 (em
sublinhado).

(12) Sonda SHP3794C a partir do primer descrito em (12).

(13) Primer HP3814C desenhado de novo para este trabalho.

3.3 Ensaios Experimentais Desenvolvidos

No presente estudo foram testados quatro ensaios experimentais, com a combinag¢do
de diferentes conjuntos de primers, tendo em atengdo que se pretendia implementar uma
reacdo de PCR em Tempo Real com o uso de uma sonda do tipo TagMan (marcada com FAM e
com TAMRA, respetivamente em 5’ e 3’), que foram desenhadas para se ligar, respetivamente,
a regido LTR ou pol do VIH-1.
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Assim, os varios ensaios experimentais (A, B, C, e D) consistiram nas seguintes
combinac¢des de primers e sondas:

A. HL456N+SHL4A78N+HL602C

B. HP3543N+SHP3601N+HP3744C

C. HP3543N+SHP3679N+HP3744C

D. HP3601N+SHP3794C+HP3814C

Todos os ensaios de PCR em Tempo Real foram realizados em paralelo, partindo de
amostras de ADN VIH-1, extraidas de CMSP ou sintetizadas a partir de ARN, e de amostras
previamente submetidas a amplificagdo por PCR Convencional antes da sua utilizagdo nos
ensaios experimentais. Os amplificados foram designados de produto de PCR no sentido de
facilitar a diferenciagdo entre amostras.

Foram amplificados fragmentos da regido LTR ou da regido po/ do VIH-1 de acordo
com cada um dos ensaios experimentais de PCR em Tempo Real escolhidos (A, B, C, D). Os
primers utilizados no PCR Convencional nos ensaios experimentais estdo representados na
tabela abaixo (Tabela 3.2).

Para melhor percecdao do esquema de atuacdo dos primers e das sondas nos produtos
gerados foram desenhados os diagramas apresentados nas figuras 3.3 e 3.4, respetivamente,
para a regido LTR e para a regido pol.

Tabela 3.2 — Primers utilizados em PCR Convencional para gerar os produtos de PCR posteriormente
utilizados nos ensaios experimentais de PCR em Tempo Real, com indicagao do tamanho dos fragmentos
obtidos em cada amplificacgdo.

. . Tamanho do
. Tamanho do Ensaio experimental ’
Primers de PCR fragmento final
. fragmento gerado de PCR em Tempo
Convencional gerado (Pares de
(Pares de bases) Real
bases)

HL456N+HL650C 194 A 146

HP3543N+HP3794C 251 B 201

HP3543N+HP3794C 251 C 201

HP3543N+HP3814C 271 D 213
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Figura 3.3 — Representagdo esquematica da localizagdo e dire¢do dos primers e sondas, bem como o

tamanho dos fragmentos esperados, para a regido LTR do VIH-1 (Ensaio experimental A).
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Figura 3.4 — Representagdo esquematica da localizagdo e diregdo dos primers e sondas, bem como o
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tamanho dos fragmentos esperados, para a regido pol/ do VIH-1 (Ensaios experimentais B, C e D).
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3.4 Amostras de Referéncia

3.4.1 Amostras de ADN incluidas em Programa de Controlo de Qualidade

O Laboratério Nacional de Referéncia VIH participa anualmente num programa de
controlo de qualidade para o diagndstico molecular do VIH-1 (QCMD, Quality Control for
Molecular Diagnostics) o qual integra 8 amostras quantificadas de ADN de VIH-1 que foi
extraido a partir de CMSP. Amostras correspondentes ao programa QCMD de 2009 estavam
disponiveis no laboratdrio para poderem ser utilizadas no presente estudo (Tabela 3.3). Estas
amostras foram submetidas aos ensaios experimentais desenhados no sentido de poder ser
efetuada uma prévia avaliacdo de resultados e, a respetiva sele¢ao do algoritmo laboratorial a
ser posteriormente utilizado em ensaios com amostras clinicas.

Tabela 3.3 — Caracterizagdo de amostras incluidas no programa QCMD de 2009.

Referéncia Tipo de amostra (cgc;:::se/r:r:\a:sst:a) Resultado esperado
HIVDNAO09-01 VIH-1 ADN negativo 0 Negativo
HIVDNA09-02 VIH-1 ADN 20 Positivo forte
HIVDNA09-03 VIH-1 ADN negativo 0 Negativo
HIVDNA09-04 VIH-1 ADN 100 Positivo forte
HIVDNAOQ9-05 VIH-1 ADN 500 Positivo forte
HIVDNAO09-06 VIH-1 ADN 0.8 Positivo fraco
HIVDNA09-07 VIH-1 ADN 0.16 Positivo fraco
HIVDNAO09-08 VIH-1 ADN 4 Positivo

3.4.2 Amostras ADN VIH-1 Positivas

Adicionalmente as amostras de ADN quantificado do programa QCMD 2009, foram
utilizadas na prévia avaliagdo dos ensaios experimentais desenvolvidos dois outros tipos de
amostras bioldgicas, respetivamente derivadas de plasma e de CMSP, e que foram
selecionadas de 15 individuos infetados por VIH-1 dos quais 14 casos estavam sob terapéutica
anti-retrovirica. Em todos os casos foi confirmada clinica e laboratorialmente a infe¢do por
VIH-1.

a) Amostras de ADN obtidas a partir de CMSP

As 15 amostras de ADN VIH-1 utilizadas foram obtidas a partir de CMSP separadas em
gradiente de Ficoll-Paque a partir de sangue colhido em tubo com anticoagulante (EDTA).

Este grupo de amostras, disponiveis no laboratério para o presente estudo, foram
colhidas a individuos infetados por VIH-1 do sexo feminino, com média de idade de 32,6 anos
(variando entre 19 e 41 anos). De um total de 14 casos, 8 (53%) tinham naturalidade
portuguesa, 5 (34%) eram oriundas de paises africanos e 1 (7%) era da Republica Dominicana.
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Todas as amostras de ADN apresentavam resultados positivos pela técnica de nested
PCR utilizada no laboratério para diagndstico precoce da infecdo VIH-1.

b) Amostras de ADN complementar obtidas a partir de ARN viral extraido do plasma

Foram utilizadas 15 amostras de ADNc, obtidas a partir do ARN viral extraido de
amostras de plasma do mesmo grupo de individuos acima descrito. Em 12 das 15 amostras
utilizadas, o valor de ARN VIH-1 no plasma, quantificado na altura da colheita, encontrava-se
abaixo do limiar de detecdo da técnica (<50 cdpias/mm?), 2 amostras apresentavam,
respetivamente, os valores de 367 e 412 cépias/mm3 e em 1 caso o valor de ARN VIH-1 ndo era
conhecido.

3.4.3 Amostras de ADN VIH-2 Positivas

Ainda para complementar a prévia avaliagdo dos ensaios experimentais desenvolvidos
de PCR em Tempo Real, foram utilizadas 11 amostras de ADN VIH-2 positivas obtidas de
individuos cuja infecdo foi clinica e laboratorialmente confirmada. Todas estas amostras eram
negativas para a infecdo por VIH-1.

3.5 Amostras Clinicas

Apds a realizagdo dos ensaios experimentais com as amostras de referéncia, e em
funcdo dos resultados obtidos, foi selecionado o algoritmo laboratorial adequado para testar o
grupo de amostras clinicas. Este grupo inclui amostras cujo ADN foi obtido de maes infetadas
por VIH-1 e também amostras de ADN obtido de criangas nascidas de mdes infetadas, em que
nao ocorreu transmissao vertical do virus.

3.5.1 Amostras de M3es Infetadas por VIH-1

No contexto do estudo da transmissdo da mae ao filho, um grupo de 149 amostras
colhidas a 128 maes infetadas por VIH-1 foram disponibilizadas para o presente trabalho. Do
total de 149 amostras analisadas, 128 correspondem a uma primeira colheita efetuada em
média cerca de 24 horas apds o parto, e 21 correspondem a uma segunda colheita efetuada
cerca de 2 meses apos o parto. De salientar que tecnicamente a detec¢do de VIH-1 nestas duas
colheitas seriadas no tempo pode ser influenciada pela diferente pressdo terapéutica.
Contrariamente as condi¢gdes da segunda colheita, na primeira colheita existe uma forte
influéncia dos anti-retroviricos que sdo ministrados na gravidez e no parto como medida de
prevenc¢ao da transmissdo da mae ao filho do VIH-1.

A idade média das mades na altura da colheita foi de 30 anos. A maioria era de
naturalidade portuguesa (52%). No entanto, 34% era oriunda de paises africanos, 3% de outros
paises europeus, 6% de naturalidade brasileira e 1% indiana. Em 4% das mdes ndo se
encontrava disponivel a informacgdo sobre a sua naturalidade.

Em 122 dos 128 casos foi possivel conhecer informacdo sobre a vigilancia da gravidez.
Em 107 (88%) casos a vigilancia clinica e laboratorial foi efetuada regularmente durante a
gravidez, enquanto nos restantes 15 (11%) casos a gravidez ndo foi vigiada.

23
Vanessa Sofia Gomes Almeida



3. Material e Métodos

Em 127 de 128 casos foi possivel conhecer informacdo sobre terapéutica anti-
retrovirica (TAR) de prevengdo da transmissdo vertical, sendo que em 114 (90%) casos existiu
cumprimento do regime TAR preconizado durante a gravidez. Em 13 (10%) casos ndo houve
cumprimento de TAR como medida de prevencao da transmissao VIH-1 da mae ao filho.

Os valores de ARN VIH-1 quantificados no plasma préximos a data do parto eram
conhecidos para 107 de 128 casos analisados, apresentando uma média de 3618 cdpias/mm?
(8 133 cdpias/mm? para as ndo cumpridoras de TAR e 3 350 copias/mm? paras as cumpridoras
de TAR).

Em 68 (64%) casos, os valores de carga viral VIH-1 estavam abaixo de 50 cdépias/mm?
(indetetaveis). Para os restantes casos, 20 (19%) casos apresentavam valores entre 51 e 1000
copias/mm?>, 9 (8%) casos entre 1000 e 10 mil cdpias/mm’e 10 (9%) casos apresentavam
elevados valores de carga viral VIH-1 superiores a 10 mil cépias/mm?.

3.5.2 Amostras de Filhos Nascidos de M3es Infetadas por VIH-1

Foram também estudadas 20 amostras de ADN obtidas a partir de criangas nascidas de
maes infetadas por VIH-1 mas em que ndo ocorreu a transmissao do virus.

Este grupo de amostras corresponde a filhos de 19 maes com uma média de idade de
25 anos, em que 8 (42%) tém naturalidade portuguesa, 8 (42%) eram oriundas de paises
africanos e 2 (10%) de paises europeus. A naturalidade era desconhecida para o restante caso.
Apenas 3 criancas do grupo analisado nasceram de maes em que ndo existiu cumprimento da
TAR de prevencdo. Contudo os valores médios quantificados de ARN VIH-1, para 17 das 19
m3es 3 data do parto, eram de 12 127 cdpias/mm? (8 555 cépias/mm? para as cumpridoras de
TAR e de 25 711 cépias/mm? para as ndo cumpridoras de TAR).

Em 8 (42%) casos, os valores de carga viral VIH-1 estavam abaixo de 50 cépias/mm®
(indetetdveis). Dos restantes casos, 2 (11%) apresentavam valores entre 51 e 1000
cépias/mm?, 2 (11%) casos entre 1000 e 10 mil cépias/mm? e 5 (26%) dos casos apresentavam
uma carga viral VIH-1 acima das 10 mil cépias/mm’. Em 2 (11%) dos casos o valor era
desconhecido.

3.6 Preparagao das Amostras

3.6.1 Separacdo de CMSP e Extracdo e Purificacdo do ADN

As amostras de ADN utilizadas no presente trabalho encontravam-se armazenadas a -
802C e derivaram de CMSP isolados de sangue colhido a cada individuo que foi incluido no
estudo.

As CMSP sdo isoladas através de um gradiente de densidade gerado pelo reagente
Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Ltd, England) apds centrifugacdo. A extragdo e purificacdo
do ADN foi feita em coluna de forma semiautomatica com a utilizacdo do equipamento
QIAcube e de reagentes incluidos no kit QIAGEN QlAamp® DNA Blood (Quiagen® USA)
seguindo as instrugdes do fabricante.
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3.6.2 Extracdo de ARN a partir do Plasma

A extracdo do ARN viral a partir do plasma foi efetuada com o kit comercial QIAmp®
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Germany), seguindo as instruges do fabricante. O passo inicial
consistiu na lise das particulas virais através da adicdo de um tampdo apropriado contendo
ARN carrier. A mistura é depois homogeneizada e incubada a temperatura ambiente durante
10 minutos, apds o qual é adicionado etanol a 96%.

Uma parte do volume da mistura é transferida para uma coluna, seguindo-se uma
centrifugacdo a velocidade maxima (10 000 rpm/min). Este passo é repetido duas vezes até
toda a mistura ter passado a membrana da coluna.

Por ultimo, o ARN foi lavado através da utilizacdo de duas solugdes de lavagem e
eluido com um tampao de eluicdo, obtendo-se assim ARN viral purificado que foi guardado a -
8029C até a sua utilizagado.

3.6.3 Sintese de ADN complementar

A sintese de ADNc foi realizada através do kit comercial RT — Kit plus (Nanogen
Advanced Diagnostics S.r.L., Italy), seguindo as instrugdes do fabricante.

Para a sintese é necessaria a prepara¢do de uma mistura de reacdo por cada amostra
de ARN, que contém transcriptase reversa, um inibidor de RNase e dgua pura. Esta mistura foi
adicionada ao conteldo dos tubos RT-MIX monotest tubes incluidos no kit, onde foi também
posteriormente adicionado o ARN extraido.

A sintese do ADNc ocorreu num termociclador de acordo com o seguinte programa:
252C durante 10 minutos; 372 durante 45 minutos; 952C durante 5 minutos.

3.7 Reagdo de Amplificagdo de Acidos Nucleicos

3.7.1 Reacdo de PCR Convencional

Para a reag¢do de amplificagdo por PCR convencional a partir de amostras de ADN e
ADNc foi utilizado o sistema illustra ™ puReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare,
England). Cada tubo possui uma esfera liofilizada constituida por dNTPs a 200 uM, Tris HCL a
10 mM, KCI a 50 mM e MgCl, a 1,5 mM a qual é adicionado 1 pl de cada primer a uma
concentracdo de 5 uM, 5 ul de ADN e agua até completar o volume final de 25 pul. O programa
de amplificagdo usado com este sistema esta descrito na tabela 3.4.

Nesta mistura de reagdo de PCR convencional para a amplificagdo de um fragmento
gendmico do VIH-1, os primers utilizados foram os designados de externos, nomeadamente o
HL456N e o HL650C para a regido LTR (ensaio experimental A) e o HP3543N e o HP3794C
(ensaio experimental B e C) ou o HP3814C (ensaio experimental D) para a regido po/ do VIH-1.

Em alternativa ao sistema de amplificagdo anteriormente descrito, foi também
utilizada a enzima AmpliTag ® Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, USA). A mistura de
reacao foi efetuada com 5 pl de tampdo de PCR designado GeneAmp 10x PCR Gold Buffer, 3 pl
de MgCl,a 25 mM, 8 pl de dNTPs a 1,25 mM, 2 ul de cada um dos primers a 5 uM e 0,25 pl da
enzima AmpliTag® Gold a 5U/ul. A esta mistura foi adicionada agua até perfazer o volume de
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45 pl. O volume final de 50 ul foi perfeito com 5 pl de ADN ou ADNc. O programa de
amplificacdo deste sistema alternativo esta descrito na tabela 3.5.

Tabela 3.4 — Programa de amplificagdo por PCR Convencional para amostras de ADN e ADNc utilizando o
sistema illustra ™ puReTaq Ready-To-Go PCR Beads.

Fases Temperatura Tempo de duragao Numero de ciclos
Desnaturagao Inicial 952C 9 Min 1
Desnaturagao 95eC 30 Seg
Hibridacao 50°C 1 Min 35
Sintese 72°C 1 Min
Extensdo Final 72°C 7 Min 1

Tabela 3.5 — Programa de amplificagdo por PCR convencional para amostras de ADN e ADNc utilizando
AmpliTaq® Gold.

Fases Temperatura Tempo de duragao Numero de ciclos
Desnaturagdo Inicial 952C 9 Min 1
Desnaturagao 95¢C 30 Seg
Hibridagao 50eC 1 Min 35
Sintese 72°C 1 Min
Extensao Final 72°C 7 Min 1

De modo a evitar possiveis contamina¢des durante as reacGes de amplificacdo, a
preparacdo da mistura de reagdo e a adicdo de amostras foram realizadas em salas diferentes
e fluxos unidirecionais de trabalho. Foram também utilizados controlos positivos da reagdo e
controlos negativos em que nestes ultimos as amostras de ADN ou ADNc foram substituidas
por aliquotas de agua pura.

3.7.2 Reacdo de PCR em Tempo Real

Para a reagdo de amplificagdo em Tempo Real foi utilizado o SensiMix™ Probe Kit
(Bioline Ltd, United Kingdom) de acordo com as instrucdes do fabricante e usando o
equipamento Rotorgene™ 3000 (Corbett Research). Para um volume final de 25 pl foram
utilizados 12,5 ul de 2x SensiMix™, 2 ul de cada primer a 5 uM, 1 pl da Sonda TagMan a 200
nM. Neste caso foram utilizados entre 2-5 pl de ADN ou ADN complementar ou produto de
PCR consoante o ensaio a efetuar. Perfez-se o volume final de 25 pl ao adicionar a quantidade
necessdria de agua.

As combinacGes de primers e respetivas sondas utilizadas nos varios ensaios
experimentais estdo descritos no ponto 1.3 desta secdo e o programa de amplificacdo para
PCR em Tempo Real encontra-se descrito na tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Programa de amplificagdo por PCR em Tempo Real a partir de amostras de ADN ou de
produtos previamente amplificados por PCR Convencional utilizando os primers e a sonda adequada
para amplificagdo da regido LTR ou po/ do VIH-1.

Fases Temperatura Tempo de duragao Numero de ciclos
Desnaturagao Inicial 959C 10 Min 1
Desnaturagao 952C 10 Seg

40
Hibridacao 502C 1 Min

De modo a evitar possiveis contamina¢des durante as reacGes de amplificacdo, a
preparacdao da mistura de reacdo e a adicdo dos diferentes tipos de amostras
(ADN/ADNc/produto de PCR) foram realizadas em salas diferentes e com fluxos unidirecionais
de trabalho. Foram também utilizados controlos positivos da reacdo e controlos negativos em
que os diferentes tipos de amostras foram substituidos por aliquotas de dgua pura.

A andlise dos resultados dos ensaios de PCR em Tempo Real foi efetuada de acordo
com a interpretacdo dos graficos obtidos com base nos valores de fluorescéncia detetados
automaticamente pelo equipamento e usando o programa informdtico recomendado pelo
fabricante (Corbett Rotor-Gene 3000 Application Software, version 6.1.93).

3.8 Andlise Estatistica

Para a andlise de concordancia dos resultados foi aplicado o coeficiente de Kappa
(Cohen) e o teste de McNemar através do programa Statistical Package for Social Studies,
versdo 17.0 (SPSS Inc.,, USA). Este programa permitiu também calcular a especificidade e
sensibilidade da técnica de PCR em Tempo Real e posterior comparagao dos resultados com a
técnica de PCR Convencional (nested PCR).
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4.1 Avaliagdo de Resultados Obtidos nos Ensaios com Amostras de Referéncia

A. Amostras submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real A

O ensaio experimental de PCR em Tempo Real denominado A foi realizado com a
utilizacdo dos primers HLA56N e HL602C e a sonda SHL478N desenhados na regido LTR do VIH-
1. Neste ensaio foram diretamente submetidas as amostras de ADN extraidas de CMSP e
amostras de ADN complementar sintetizado a partir de ARN extraido de plasma de casos VIH-1
positivos. No entanto, estas mesmas amostras foram também submetidas ao ensaio
experimental de PCR em Tempo Real A apés uma amplificacdo prévia do ADN (obtido de CMSP
e de ARN) por uma reacdo de PCR Convencional onde foram utilizados os primers externos
HL456N e HL650C, que potencialmente geravam um fragmento de ADN de 194 pares de bases
na regidao LTR do VIH-1. Em todas as reag¢des foram adicionados controlos negativos e positivos
para o VIH-1 para controlo da rea¢do de amplificacdo e validagao dos ensaios.

A1) Amostras do programa QCMD 2009

Na comparacdo dos resultados obtidos com os resultados esperados, observou-se que
qguando o ensaio foi efetuado a partir de ADN de CMSP nao ocorreu amplificagdo em 5 dos 6
casos em que se esperava um resultado positivo. Apenas foi possivel observar 1 amostra
(HIVDNAQ9-05) com resultado positivo. Esta amostra de referéncia correspondia aquela que
apresentava maior nimero de cépias de ADN proviral (500 cépias/amostra). Nesta abordagem
experimental foi observada uma reduzida sensibilidade do ensaio (16,7%).

Em contrapartida, analisando os resultados do mesmo ensaio efetuado a partir das
amostras submetidas a uma prévia amplificacdo por PCR convencional (a que designaremos
futuramente por produtos de PCR) ja foi possivel observar amplificacdo em 5 dos 6 casos.
Apenas numa amostra positiva (HIVDNAQ9-07) ndo foi obtida amplificacdo do VIH-1. Contudo,
esta amostra correspondia aquela com o mais reduzido nimero de cépias de ADN viral (0,16
cdpias/amostra) do conjunto das amostras positivas testado (Tabelas 4.1 e 4.2). Foi observado
neste ensaio uma sensibilidade de 83,3% e um limite de detecdo de 0,8 cdpias/amostra.

Tabela 4.1 — Resultados obtidos com as amostras do programa QCMD de 2009, quando submetidas ao
ensaio experimental de PCR em Tempo Real A, na forma de ADN e na forma de potencial produto
resultante de uma prévia amplificacdo por PCR Convencional.

PCR em Tempo Real

ARn; :::Q:ige I:s::‘:::: Resultados do Ensaio experimental A
HL456N+SHL478N+HL602C
QCMD 2009 P/N ADN¥* Produto de PCR**
HIVDNAO09-01 N N N
HIVDNAO09-02 P N P
HIVDNAOQ09-03 N N N
HIVDNAO09-04 P N P
HIVDNAOQ09-05 P P P
HIVDNAO09-06 P N P
HIVDNAO09-07 P N N
HIVDNAO09-08 P N P
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Legenda: N — Negativo; P — Positivo; * Amostra de ADN obtida a partir de CMSP de casos VIH-1 positivos e
negativos; ** Amostra submetida a prévia amplificagdo com a utilizagdo dos primers HLA56N+HL650C numa reagdo
de PCR Convencional para obtengdo de um fragmento de ADN de 194 pares de bases da regido LTR do VIH-1.

Tabela 4.2 — Comparagdo geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em
Tempo Real para as amostras incluidas no programa QCMD de 2009, testadas no ensaio experimental
de PCR em Tempo Real A.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real A

Resultados obtidos

Resultados esperados Amostras de ADN QCMD 2009
Negativos Positivos Total
Verdadeiro negativo 2 0 2
Verdadeiro positivo 5 1 6

Produtos de PCR de amostras ADN QCMD 2009

Negativos Positivos Total
Verdadeiro negativo 2 0 2
Verdadeiro positivo 1 5 6

A2) Amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP

Na comparagdo dos resultados obtidos com os resultados esperados observou-se que
a partir de ADN ocorreu amplificacdo em 6 do total de 15 amostras positivas analisadas. Nao
foi possivel observar a amplificagdo em 9 amostras. A sensibilidade do ensaio para o conjunto
de amostras positivas foi de 40%

No entanto, ao analisar os resultados do ensaio efetuado a partir de amostras
submetidas a uma prévia amplificacdao por reagdo de PCR Convencional, produto de PCR, foi
possivel observar que 13 dos 15 casos revelaram resultado positivo. Apenas em duas amostras
positivas ndo foi obtida amplificacdo do VIH-1 (Tabelas 4.3 e 4.4). Nestas condi¢Oes, a
sensibilidade obtida no ensaio foi de 86,7%.
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Tabela 4.3 — Resultados obtidos com as amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP, quando
submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real A na forma de ADN e na forma de potencial
produto resultante de uma prévia amplificagdo por PCR Convencional.

PCR em Tempo Real

Amostras ADN Resultado . .

Casos VIH-1 positivos o Resultados do Ensaio experimental A

HL456N+SHL478N+HL602C

P/N ADN* Produto de PCR**
ADN -01 P N N
ADN - 02 P P P
ADN -03 P N P
ADN -04 P N P
ADN - 05 P N P
ADN - 06 P N N
ADN - 07 P N P
ADN -08 P P P
ADN -09 P P P
ADN -10 P P P
ADN -11 P N P
ADN -12 P N P
ADN -13 P P P
ADN -14 P P P
ADN -15 P N P

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; * Amostra de ADN obtida a partir de CMSP de casos VIH-1 positivos; **
Amostra previamente submetida a amplificagdo numa reagdo de PCR Convencional com a utilizagdo dos primers
HL456N+HL650C e que potencialmente correspondente a um fragmento de 194 pares de bases da regido LTR do
VIH-1

Tabela 4.4 — Comparagdo geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em
Tempo Real para as amostras ADN VIH-1 positivas testadas no ensaio experimental de PCR em Tempo
Real A.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real A

Resultados obtidos
Amostras de ADN VIH-1 positivas
Negativos Positivos Total

Resultados esperados

Verdadeiro positivo 9 6 15

Produtos de PCR de amostras ADN VIH-1 positivo
Negativos Positivos Total

Verdadeiro positivo 2 13 15

A3) Amostras de ADNc obtidas a partir de ARN VIH-1 extraido do plasma

Para o mesmo conjunto de amostras de ADN testadas em A2) encontravam-se
disponiveis amostras de plasma, a partir das quais foi extraido ARN e posteriormente
sintetizado o ADNc. Ao analisar os resultados destas amostras no ensaio experimental de PCR
em Tempo Real A, em que as amostras foram submetidas quer na forma de ADNc, quer na

Vanessa Sofia Gomes Almeida



4, Resultados
T ————————————  ——————  — N N NhNh}h———

forma de produto resultante de uma prévia amplificagdo por PCR Convencional, ndo foi
observada amplificacdo em nenhum dos 15 casos positivos analisados (Tabela 4.5). No
entanto, em todos os controlos positivos VIH-1 adicionados nos varios ensaios experimentais
foi observado sinal de amplificacdo.

Nestes 15 casos, 12 casos apresentavam valores de carga viral (ARN VIH-1) abaixo de
50 coépias/mm?, 1 caso apresentava um valor de 367 copias/mm?e outro caso um valor de 412
cépias/mm>. Em 1 caso estudado esta informacdo n3o se encontrava disponivel.

Tabela 4.5 — Resultados obtidos com as amostras de ADN complementar de casos de infe¢do VIH-1
obtidas a partir de ARN viral extraido do plasma, quando submetidas ao ensaio experimental de PCR em
Tempo Real A, na forma de ADN complementar e na forma de potencial produto resultante de uma
prévia amplificagdao por PCR Convencional.

Amostras ADNc Resultado PCR em Tempo Real

Casos VIH-1 Positivos P Resultados do Ensaio experimental A

HL456N+SHL478N+HL602C

P/N ADNCc* Produto de PCR**
ADNc-01 P N N
ADNc - 02 P N N
ADNc - 03 P N N
ADNc - 04 P N N
ADNc - 05 P N N
ADNc - 06 P N N
ADNc - 07 P N N
ADNc - 08 P N N
ADNCc - 09 P N N
ADNc-10 P N N
ADNc-11 P N N
ADNc - 12 P N N
ADNc -13 P N N
ADNc-14 P N N
ADNc - 15 P N N

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; *Amostra obtida a partir de extragdo de ARN VIH-1 do plasma e posterior
sintese de ADNc em casos VIH-1 positivos;** Amostra submetida a prévia amplificacgdo em reacdo de PCR
Convencional com a utilizagdo dos primers HLA56N+HL650C para obten¢do de um fragmento de ADN de 194 pares
de bases da regido LTR do VIH-1.

A4) Amostras ADN VIH-2 positivas

Na comparacdo dos resultados obtidos com os resultados esperados, observou-se uma
total concordancia de resultados. Ndo foi observada amplificagdo em nenhum dos 11 casos
positivos para VIH-2 (negativos para VIH-1) testados, quer quando as amostras foram
submetidas na forma de ADN quer na forma de produto resultante da prévia amplificagcdo por
PCR Convencional (Tabela 4.6). Para todos os controlos positivos VIH-1 utilizados no ensaio foi
observado sinal de amplificagdo. A especificidade complementar do ensaio experimental de
PCR em Tempo Real A foi de 100%.
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Tabela 4.6 — Resultados obtidos com as amostras de ADN VIH-2 positivas quando submetidas ao ensaio
experimental de PCR em Tempo Real A, na forma de ADN e na forma de potencial produto resultante de
uma prévia amplificagdo por PCR Convencional.

PCR em Tempo Real

Amostras Resultado . .

ADN VIH-2 positivas EDET Resultados do Ensaio experimental A

HL456N+SHL478N+HL602C

P/N ADN* Produto de PCR**
VIH2 - 01 N N N
VIH2 - 02 N N N
VIH2 - 03 N N N
VIH2 - 04 N N N
VIH2 - 05 N N N
VIH2 - 06 N N N
VIH2 - 07 N N N
VIH2 - 08 N N N
VIH2 - 09 N N N
VIH2 - 10 N N N
VIH2 - 11 N N N

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; *Amostra de ADN extraida de casos de infe¢do VIH-2 positiva (e VIH-1
negativa);**Amostra previamente submetidas a reagdo de PCR Convencional com a utilizagdo dos primers
HL456N+HL650C que potencialmente geram um fragmento de 194 pares de bases da regido LTR do VIH-1.

B. Amostras submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real B

Seguindo o desenho do ensaio experimental descrito anteriormente que tinha como
alvo a amplificacdo da regido LTR do VIH-1, foi desenvolvido nos mesmos moldes, o ensaio
experimental de PCR em Tempo Real designado B mas utilizando os primers HP3543N e
HP3744C e a sonda SPH3601N desenhados na regidgo pol do VIH-1. Também neste ensaio
foram diretamente submetidas amostras de ADN (extraidas de CMSP), e indiretamente
produtos resultantes da sua amplificacdao prévia por rea¢do de PCR Convencional. Nesta etapa
foram utilizados os primers externos HP3543N e HP3794C, que potencialmente geravam
fragmentos de ADN de 251 pares de bases na regido pol do VIH-1 e que posteriormente foram
submetidos ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real B. Controlos positivos e negativos
foram adicionados aos diferentes ensaios para validagdo dos testes.

B1) Amostras do programa QCMD 2009

Ao comparar os resultados obtidos com os resultados esperados, observou-se que ndo
ocorreu amplificagdo em nenhum dos 6 casos positivos incluidos no programa de qualidade
QCMD 2009, tanto partindo de amostras de ADN como de produto de PCR, e que foram
submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real B (Tabelas 4.7 e 4.8). No entanto,
para todos os controlos positivos VIH-1 utilizados no ensaio foi observado sinal de
amplificacdo.
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Tabela 4.7 - Resultados obtidos com as amostras do programa QCMD de 2009, quando submetidas ao

ensaio experimental de PCR em Tempo Real B, na forma de ADN e na forma de potencial produto

resultante de uma prévia amplificagcdo por PCR Convencional.

Amostras de
Referéncia

PCR em Tempo Real

QCMD 2009
HIVDNA09-01
HIVDNA09-02
HIVDNA09-03
HIVDNA09-04
HIVDNA09-05
HIVDNAO09-06
HIVDNA09-07
HIVDNA09-08

l:‘:::':::: Resultados do Ensaio experimental B
HP3543N+SHP3601N+HP3744C

P/N ADN* Produto de PCR**
N N N
P N N
N N N
P N N
P N N
P N N
P N N
P N N

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; * Amostra de ADN obtida a partir de CMSP de casos VIH-1 positivos e

negativos; ** Amostra submetida a prévia amplificagdo com a utilizagdo dos primers HP3543N+HP3794C uma

reacao de PCR Convencional para obten¢do de um fragmento de ADN de 251 pares de bases da regido po/ do VIH-1.

Tabela 4.8 — Comparagdo geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em

Tempo Real nas amostras incluidas no programa QCMD de 2009 testadas no ensaio experimental de

PCR em Tempo Real B.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real B

Resultados esperados

Verdadeiro negativo

Verdadeiro positivo

Verdadeiro negativo

Verdadeiro positivo

Resultados obtidos
Amostras de ADN QCMD 2009

Negativos Positivos Total
2 0 2
6 0 6

Produtos de PCR de amostras ADN QCMD 2009

Negativos Positivos Total
2 0 2
6 0 6

B2) Amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP

Na comparagdo dos resultados obtidos com os resultados esperados verificou-se que

nao ocorreu amplificagdo em nenhuma das 15 amostras VIH-1 positivas quando submetidas ao

ensaio experimental de PCR em Tempo Real B (Tabelas 4.9 e 4.10). No entanto, para todos os

controlos positivos VIH-1 utilizados no ensaio foi observado sinal de amplificagdo.
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Tabela 4.9 — Resultados obtidos com as amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP, quando
submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real B, na forma de ADN e na forma de potencial
produto, resultante de uma prévia amplificagdo por PCR Convencional.

Amostras ADN VIH-1 Resultado U G

positivas Esperado

Resultados do Ensaio experimental B
HP3543N+SHP3601N+HP3744C

Obtidas a partir de

CMSP P/N ADN* Produto de PCR**
ADN -01 P N N
ADN - 02 P N N
ADN -03 P N N
ADN -04 P N N
ADN - 05 P N N
ADN - 06 P N N
ADN - 07 P N N
ADN -08 P N N
ADN -09 P N N
ADN -10 P N N
ADN -11 P N N
ADN -12 P N N
ADN -13 P N N
ADN -14 P N N
ADN - 15 P N N

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; * Amostra de ADN obtida a partir de CMSP de casos VIH-1 positivos; **
Amostra submetida a prévia amplificagdo com a utilizagdo dos primers HP3543N+HP3794C numa reagdo de PCR
Convencional para obtengdo de um fragmento de ADN de 251 pares de bases da regido po/ do VIH-1.

Tabela 4.10 — Comparacgao geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em
Tempo Real nas amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP, testadas no ensaio
experimental de PCR em Tempo Real B.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real B

Resultados obtidos
Amostras de ADN VIH-1 positivas
Negativos Positivos Total

Resultados esperados

Verdadeiro positivo 15 0 15

Produtos de PCR de amostras ADN VIH-1 positivo
Negativos Positivos Total

Verdadeiro positivo 15 0 15

C. Amostras submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real C

O ensaio experimental de PCR em Tempo Real designado de C foi realizado com a
utilizacdo dos primers HP3543N e HP3744C e a sonda SHP3679N desenhados na regido pol do
VIH-1. A diferenga deste ensaio comparativamente ao ensaio B anteriormente descrito, residiu
na utilizacdo de uma nova sonda. No ensaio C, tal como nos anteriores, foram diretamente
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submetidas as amostras de ADN (extraidas de CMSP) e os potenciais produtos de PCR
resultantes de amplificacdo prévia do ADN numa rea¢do de PCR Convencional utilizando os
primers externos, HP3543N e HP3794C, ja descritos no ensaio experimental B.

C1) Amostras do programa QCMD 2009

Quando as amostras do programa QCMD 2009 foram diretamente submetidas ao
ensaio experimental de PCR em Tempo Real C, bem como indiretamente através dos seus
produtos, obtiveram-se resultados idénticos aos descritos no ensaio experimental B, ou seja,
ndo ocorreu amplificagdo em nenhum dos 6 casos de amostras VIH-1 positivas analisadas.
Contudo, foi observada amplificacdo em todos os controlos positivos VIH-1 utilizados no
ensaio.

C2) Amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP

Os resultados obtidos no ensaio experimental C para as 15 amostras VIH-1 positivas
foram idénticos aos obtidos quando as mesmas amostras foram submetidas ao ensaio
experimental B. Assim, ndo se verificou a existéncia de amplificacdo em nenhum dos casos
positivos, embora contrariamente fosse observado sucesso de amplificagdo para os varios
controlos positivos adicionados aquando da realizacdo dos ensaios.

D. Amostras submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real D

Algumas alteragdes no desenho deste ensaio experimental de PCR em Tempo Real
designado de D foram efetuadas comparativamente ao dos ensaios B e C descritos
anteriormente. Essas alteragGes incluem a utilizagdo dos primers HP3601N e HP3814C e a
sonda SHP3794C desenhados na regido pol do VIH-1 para a rea¢do de PCR em Tempo Real e a
utilizacdo dos primers externos HP3543N e HP3814C para a amplificacdo prévia por PCR
Convencional. Esta prévia amplificacdo gerava um potencial fragmento de 271 pares de bases
na regiao pol do VIH-1.

D1) Amostras do programa QCMD 2009

No ensaio experimental de PCR em Tempo Real D obtiveram-se resultados idénticos
aos descritos nos ensaios experimental B e C para as amostras do programa QCMD 2009, ou
seja, ndo ocorreu amplificagdo em nenhum dos 6 casos positivos testados. Mais uma vez foi
observada amplificacdo em todos os controlos positivos VIH-1 adicionados ao ensaio.

D2) Amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP

Na comparagdo dos resultados obtidos com os resultados esperados observou-se que
a partir de amostras de ADN apenas ocorreu amplificacdo em 2 das 15 amostras positivas
analisadas. Nos restantes 13 amostras ndo foi observada amplificacdo do VIH-1. Contudo,
analisando os resultados do ensaio que foi efetuado a partir de amostras submetidas a prévia
amplificagdo por PCR Convencional foi possivel observar sinal de amplificagdo em mais dois
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casos. Nesta abordagem foram obtidos 4 resultados positivos entre os 15 esperados. Deste
modo, neste ensaio experimental ndo ocorreu amplificacdo do VIH-1 em 11 casos positivos
(Tabelas 4.11 e 4.12) mostrando ter uma reduzida sensibilidade (27%) na detecdo para o VIH-1.

Tabela 4.11 — Resultados obtidos com as amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP,
quando submetidas ao ensaio experimental de PCR em Tempo Real D, na forma de ADN e na forma de
potencial produto resultante de uma prévia amplificagdo por PCR Convencional.

PCR em Tempo Real
Resultados do Ensaio experimental D

HP3601N+SHP3794C+H3814C

P/N ADN* Produto de PCR**
N

Amostras ADN Resultado

VIH-1 positivas Esperado

ADN -01
ADN - 02
ADN -03
ADN - 04
ADN - 05
ADN - 06
ADN - 07
ADN - 08
ADN - 09
ADN -10
ADN -11
ADN -12
ADN -13
ADN -14
ADN -15 P N N

Legenda: N — Negativo; P — Positivo; * Amostra de ADN obtida a partir de CMSP de casos VIH-1 positivos; **

Amostra submetida a prévia amplificagdo com a utilizagdo dos primers HP3543N+HP3814C numa reagdo de PCR
Convencional para obtengdo de um fragmento de ADN de 271 pares de bases da regido po/ do VIH-1.

™ U U U U U U U U U U U U U
v 2 22 0V 222222222
U U U 2 U 2 2222222

Tabela 4.12 — Comparacgao geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos neste estudo por
PCR em Tempo Real nas amostras ADN VIH-1 positivas obtidas a partir de CMSP testadas no ensaio
experimental D.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real D

Resultados obtidos
Amostras de ADN VIH-1 positivas
Negativos Positivos Total

Resultados esperados

Verdadeiro positivo 13 2 15

Produtos de PCR de amostras ADN VIH-1 positivo
Negativos Positivos Total

Verdadeiro positivo 11 4 15
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D3) Amostras de ADNc obtidas a partir de ARN VIH-1 extraido do plasma

Para este ensaio, ao comparar os resultados esperados com os obtidos verificou-se
gue nao existiu amplificacdo em nenhum dos casos positivos, observou-se assim resultados
idénticos aos obtidos para as amostras de ADNc quando submetidas ao ensaio experimental
de PCR em Tempo Real A.

4.2 Avaliacao dos Resultados Obtidos com Amostras Clinicas

A escolha do modelo experimental a aplicar as amostras clinicas baseou-se nos
resultados obtidos com as amostras de referéncia (ADN extraido de CMSP ou de ARN extraido
do plasma) e produtos de PCR obtidos apds uma reacdo de PCR convencional. Foi com os
produtos de PCR gerados a partir de ADN de CSMP que se observou valores de sensibilidade
mais elevados nos ensaios.

Assim, as amostras clinicas foram submetidas ao ensaio escolhido sob a forma de um
potencial produto de PCR gerado a partir de uma prévia amplificacdo do ADN, utilizando os
primers externos HLA56N e HL650C que potencialmente geravam um fragmento de ADN de
194 pares de bases na regidao LTR do VIH-1. Por ter sido o ensaio que mostrou melhor
desempenho em termos de resultados, estes produtos foram submetidos ao ensaio
experimental de PCR em Tempo Real denominado A, que como ja foi descrito anteriormente,
utilizou os primers HL456N e HL602C e a sonda SHL478N correspondendo a uma potencial
hibridacdo em sequéncias virais da regido LTR do VIH-1.

Na comparacdo dos resultados esperados com os resultados obtidos, observou-se que
existiu amplificacdo em 100 entre 128 amostras clinicas testadas. Das 100 amostras maternas,
50 apresentavam carga viral abaixo de 50 cdpias/mm? (indetetdvel), 5 casos apresentavam
carga viral entre 51 e 100 cépias/mms, 14 casos apresentavam valores entre 100 e 1000
cépias/mm3, 7 casos apresentavam valores entre 1000 e 10 000 cc')pias/mm3 e 10 casos
apresentavam valores acima das 10 000 cépias/mm?>. Em 14 dos 100 casos com amplificacdo
VIH-1 a informagao sobre o valor de carga viral na altura da colheita ndo estava disponivel.

Nas condicOGes selecionadas ndo foram amplificadas 28 amostras maternas. Nestas
amostras verificou-se que em 18 casos a carga viral era indetetéavel (<50 cépias/mm?), 1 caso
apresentava valores entre 51 e 100 cépias/mm3, 2 casos apresentavam valores entre 1000 e
10 000 cépias/mm?>. Em 7 dos 28 casos a informag3o sobre o valor de carga viral na altura da
colheita ndo estava disponivel.

Em contrapartida, verificou-se uma concordancia total de resultados para todas as
amostras negativas e que correspondiam a 20 criangas em que ndo ocorreu a transmissao do
VIH-1 da mae ao filho.

Dos 28 casos de mdes infetadas em que se obteve um resultado falso negativo foi
possivel analisar em 21 casos uma segunda amostra, derivada de uma colheita efetuada cerca
de 2 meses apds o parto. Estas segundas amostras estudadas resultaram em 12 casos
positivos. Assim, com este modelo experimental ndo ocorreu amplificagio em 9 de 21
amostras de maes infetadas por VIH-1.

A comparagdo entre os resultados esperados e os resultados obtidos para as primeiras
amostras estdo descritos na tabela 4.13 e para as segundas amostras na tabela 4.14.
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Tabela 4.13 — Comparacao geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em
Tempo Real submetendo previamente as amostras clinicas a reacdo de PCR Convencional para
posteriormente serem utilizadas no ensaio experimental de PCR em Tempo Real A selecionado.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real A

Amostras clinicas

Resultados esperados Resultados obtidos
Negativos Positivos Total
Verdadeiro negativo 20 (100%) 0 (0%) 20 (100%)
Verdadeiro positivo 28 (22%) 100 (78%) 128 (100%)

Tabela 4.14 — Comparacdo geral entre os resultados esperados e os resultados obtidos por PCR em
Tempo Real submetendo previamente as segundas amostras a reagdao de PCR Convencional para
posteriormente serem utilizadas no ensaio experimental de PCR em Tempo Real A selecionado.

Ensaio experimental de PCR em Tempo Real A

Resultados obtidos
Segundas amostras
Negativos Positivos Total

Resultados esperados

Verdadeiro positivo 9 (42,9%) 12 (57,1%) 21 (100%)

Para a andlise estatistica, fez-se a comparacdo dos resultados esperados com os
resultados obtidos no ensaio experimental de PCR em Tempo Real A, para todas as 169
amostras clinicas estudadas (128 primeiras amostras+20 amostras negativas+21 segundas
amostras), e obteve-se um valor de Kappa de 0,417, que indica existir concordancia moderada
de resultados segundo Landis and Koch, 1977.

No algoritmo experimental selecionado para o ensaio das amostras clinicas foi obtida
uma sensibilidade de 75,2% e uma especificidade de 100%. No entanto, se atendermos aos
128 casos de maes VIH-1 infetadas e a analise das segundas amostras como sendo verdadeiros
resultados, a detecdo da infecdo VIH-1 passa de 100 para 112 casos num total de 149 amostras
0 que corresponde a uma sensibilidade de 87,5%.
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A disponibilidade efetiva de uma técnica de detecdo precoce para diagndstico da
transmissdo do VIH-1 da mae ao filho torna-se imperativa, pois a confirmacdo da infecdo na
crianca permite o inicio de um programa terapéutico atempado, diminuindo o risco de
desenvolvimento de SIDA nos primeiros anos de vida da crianca [107-109].

Existem vdrios métodos de detecdo da infecdo VIH-1. No entanto, o diagndstico
precoce da infecdo em crianca nascidas de maes infetadas necessita de uma abordagem
metodolégica especifica e sensivel com detecdo direta do virus, estas caracteristicas sdo
descritas na literatura como estando associadas a técnicas de amplificacdo, nomeadamente a
reacOes de PCR Convencional, bem como a técnicas de PCR em Tempo Real [107-109].

A técnica de PCR que foi implementada no laboratério para diagnéstico precoce da
transmissdao do VIH-1 da mae ao filho, numa reacdo de nested PCR, é uma metodologia
sensivel e especifica, mas que pode ser morosa comparativamente a técnica de PCR em Tempo
Real. De fato, associa a uma amplificacdo dupla sequencial uma eletroforese em gel de agarose
para detecdo dos produtos amplificados. Devido a necessidade do manuseamento dos
produtos de PCR, a técnica de nested PCR também tem a desvantagem de possuir um maior
risco de ocorréncia de contaminacgdes [119,122,129].

Neste contexto desenvolver uma metodologia alternativa, que permitisse detetar
precocemente a transmissdo da mae ao filho e que evitasse o manuseamento de produtos
amplificados, foram objetivos principais do presente estudo.

A reacdo de PCR em Tempo Real com a utilizagdo de um corante fluorescente (SYBR
green) foi uma primeira abordagem ensaiada no inicio do estudo. Contudo, ndo foram
ultrapassadas as dificuldades na otimizacdo das rea¢des com este sistema. Razdes provaveis na
base deste fato poderiam ser a formacdo de estruturas secunddrias de dupla cadeia, onde o
SYBR green tinha a capacidade de se intercalar, existindo uma emissdo de sinal mas que
corresponderia a produtos ndo especificos [126]. Nestes ensaios também ndo foi possivel
obter uma curva de melting concordante para a maioria das amostras analisadas o que
também poderd sugerir a presenga de uma elevada diversidade de sequéncias virais na
populagdo de amostras em estudo. Nestas condi¢des, a otimizacao de reagao teria de ser feita
caso-a-caso 0 que ndo seguia o propdsito deste estudo, que pretendia o desenvolvimento de
uma metodologia alternativa para diagndstico.

Por ser potencialmente mais especifica, a técnica de PCR em Tempo Real utilizando um
sistema de sondas TagMan foi outra abordagem escolhida. Neste sistema é necessario que a
combinag¢do entre a sonda marcada e o conjunto de primers seja desenhado numa regido do
genoma alvo que seja relativamente conservada para que haja sucesso na amplificagdo dos
diferentes subtipos virais em circulagdo na populacdo. Por outro lado, existem varios critérios
aos quais as sequéncias dos primers e sondas devem obedecer quando utilizados na técnica de
PCR em Tempo Real. Os critérios comuns a ambos os oligonucledétidos sdo um conteddo G+C
entre 20 e 80%, o ndao possuir mais de 3 guaninas consecutivas e o nao ter mais do que 2
guaninas e/ou citocinas nos 5 nucledtidos finais. Requisitos especificos para os primers incluem
temperatura de melting entre 58 e 602 C e o tamanho do produto final ndo exceder os 150
pares de bases. No caso das sondas, a temperatura de melting deve situar-se entre 68 e 702C,
e a sequéncia nao deve ter guaninas na extremidade 5’ e deve possuir maior conteddo em
citocinas do que guaninas [143,144].
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Tendo em conta estes critérios, selecionou-se e alterou-se alguns primers previamente
utilizados na técnica de nested PCR para o diagnéstico precoce da infecdo VIH-1. As alteragcbes
feitas basearam-se na delecdo de alguns nucleétidos e substituicdo de outros por bases
degeneradas em posi¢cdes menos conservadas de modo a serem cumpridos os requisitos acima
referidos. Foram desenhados de novo dois primers e uma sonda partindo de alinhamentos de
sequéncias de referéncia contendo diferentes subtipos VIH-1 mais predominantes em
Portugal.

Apds o desenho e alteracdo de primers e sondas, foram desenvolvidos neste estudo
quatro ensaios experimentais de PCR em Tempo Real (A, B, C, D) que combinam sondas
TagMan marcadas em 5 com FAM e em 3’ com TAMRA com os primers desenhados na regido
LTR e na regido pol do VIH-1. Neste ensaio foram submetidas amostras de ADN (diretamente
obtidas através de CMSP ou indiretamente obtidas de plasma) e os potenciais produtos de PCR
obtidos através de uma rea¢do de PCR Convencional prévia.

Enquanto para a reacdao de PCR Convencional, as condi¢cdes e a mistura de reacao
foram adaptadas a partir da técnica de nested PCR implementada no laboratério, para as
reagoes de PCR em Tempo Real, as condi¢Bes seguiram as recomendacgdes do fabricante.

De modo a diminuir o risco de contaminacdo das amostras em estudo, os
procedimentos de extracdo de ARN, a preparacdo das mistura de reacdo tanto para PCR
Convencional como para PCR em Tempo Real, a adicdo de amostras (ADN, ADNc ou produto
de PCR) e a amplificacdo e detecdo dos produtos obtidos foram realizados em espacos
fisicamente separados com fluxos unidirecionais de trabalho. Foram também incluidos
controlos negativos das reacdes e caso existisse amplificacdo destas amostras o ensaio seria
considerado invdlido.

Os quatro ensaios experimentais desenvolvidos foram pré-avaliados através de um
conjunto de amostras de referéncia, sendo posteriormente selecionado o algoritmo
experimental com melhor desempenho para a dete¢do do VIH-1 e no qual foram testadas as
amostras clinicas obtidas entre 2009 e 2011 no contexto do estudo da transmissdo vertical do
VIH-1 da mae ao filho.

Nessa pré-avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos ensaios experimentais
desenvolvidos foram utilizados trés grupos de amostras de referéncia: amostras positivas,
algumas com o seu ADN VIH-1 quantificado e amostras positivas para VIH-2 (negativas para
VIH-1). No caso das amostras VIH-1 positivas, que foram colhidas a individuos em tratamento
anti-retrovirico, sendo que a maioria apresentava ARN VIH-1 indetetdvel. Para estas amostras
era esperado um titulo de ADN proviral baixo e dificuldade de amplificagdo do VIH-1.

ApOs a realizacdo dos ensaios experimentais A, B, C e D com o grupo de amostras de
referéncia, com ADN VIH-1 quantificado, verificou-se que aquele que apresentava melhor
desempenho era o ensaio A quando realizado a partir de amostras submetidas previamente a
uma amplificacdo por PCR Convencional.

Comparando os resultados do ensaio de PCR em Tempo Real A com resultados
conhecidos obtidos pela técnica de nested PCR observamos existir maior sensibilidade na
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técnica de PCR em Tempo Real. De fato, o limite de detecdo encontrado foi de 0,8
copias/amostras enquanto para a técnica de nested PCR foi de 4 copias/amostra.

No grupo de amostras de referéncia VIH-1 positivas e VIH-1 negativas (mas positivas
para VIH-2) também se verificou melhor desempenho no ensaio de PCR em Tempo Real A,
comparativamente aos restantes ensaios.

As amostras VIH-1 positivas foram estudadas quer a partir de ADN extraido de CMSP
qguer a partir de ADNc sintetizado de ARN extraido do plasma. Na comparacdao dos ensaios
realizados, verificou-se que com a utilizacdo de ADN derivado de CMSP se obteve novamente
melhores resultados. A maioria dos casos (14 em 15 casos) estava sob efeito da terapéutica
anti-retrovirica de prevengdo, tendo valores baixos ou indetetaveis de ARN VIH-1 plasmatico e
também provavelmente um titulo de ADN proviral muito baixo. De fato, as amostras VIH-1
positivas especialmente as derivadas de plasma apresentavam um baixo potencial de
amplificacdo do VIH-1.

Os resultados obtidos nesta pré-avaliacdo indicaram existir claramente maior
sensibilidade na detecdo dos casos VIH-1 positivos quando utilizado o ensaio experimental de
PCR em Tempo Real A partindo de amostras de ADN submetidas a uma prévia amplificacdo por
PCR Convencional. Nestas condi¢cdes foi observada uma maior concordancia entre os
resultados esperados e os resultados obtidos para os diferentes grupos de amostras de
referéncia.

A especificidade complementar do ensaio experimental A foi avaliada pela submissdo
de amostras negativas para o VIH-1, mas positivas para VIH-2. Verificou-se que ndo existiu
amplificagdo para nenhuma das amostras estudadas, obtendo-se uma especificidade de 100%
no ensaio.

Assim, o ensaio de PCR em Tempo Real A precedido da prévia amplificacdo de
amostras de ADN por rea¢do de PCR Convencional foi o algoritmo experimental escolhido para
realizar os ensaios com amostras clinicas.

As 169 amostras clinicas utilizadas neste estudo incluiam 149 amostras colhidas a
maes infetadas por VIH-1 (128 primeiras amostras e 21 segundas amostras) e também 20
amostras colhidas a criancas nado infetadas (VIH-1 negativos).

No total das amostras maternas classificadas como positivas (n=128) ndo existiu
sucesso na amplificacdo LTR do VIH-1 em 28 casos. A maioria dos casos com resultado falso-
negativos apresentava informacdo de niveis de ARN VIH-1 abaixo das 50 cépias/mm?>. No
entanto, nos 100 casos em que ocorreu amplificagdo do VIH-1, 50% apresentavam também
valor de carga viral indetetaveis.

Nas 21 segundas amostras maternas analisadas, que correspondiam a casos de maes
com resultado falso-negativo nas primeiras amostras, observou-se que este resultado foi
repetido em 9 amostras. O sucesso da amplificacdo do VIH-1 observado em 12 das 21
amostras pode ter sido devido a paragem da TAR de prevencdo. Este fato conduziu a um
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provavel aumento da carga viral em circulagdo plasmatica e consequente aumento do titulo de
ADN proviral do VIH-1 aquando da colheita da segunda amostra efetuada cerca de 2 meses
apos o parto.

Analisando os resultados conhecidos obtidos por nested PCR para as 128 primeiras
amostras maternas verificou-se que se obteve sucesso de amplificacdo do VIH-1 em 101
amostras. Em 27 casos foram obtidos resultados falso-negativos. Neste ultimo grupo o valor de
carga viral era indetetavel para 74% das amostras avaliadas.

Contudo, nos resultados do ensaio de nested PCR para as 21 segundas amostras
verificou-se que existiu amplificacdo do ADN VIH-1 em todos os casos.

Na comparacdo dos resultados obtidos pelas duas técnicas, nested PCR e PCR em
Tempo Real, verificou-se que no grupo de amostras de mdes infetadas VIH-1 existiu
concordancia de resultados em 99 casos para ambas as técnicas, sendo que 88 foram positivas
e 11 foram resultados falso-negativos (Tabela 5.1). No caso das segundas amostras, existiu
concordancia de resultados em apenas 12 casos, sendo que em 9 amostras foi obtido
resultado positivo por nested PCR e resultado falso-negativo em PCR em Tempo Real (Tabela
5.2).

Assim, embora a diferenca de resultados entre as duas técnicas ndo seja significativa, a
técnica de PCR em Tempo Real apresentou mais 3 casos de resultado falso-negativo
comparativamente a técnica de nested PCR, quando estudadas as 128 amostras positivas de
maes infetadas por VIH-1. No entanto, para as 21 segundas amostras a diferenca de resultados
obtidos mostrou que a técnica de nested PCR possuia maior desempenho na detecdo da
infecao VIH-1.

Tabela 5.1 — Comparagdo de resultados conhecidos na técnica de nested PCR e com os resultados
obtidos no ensaio de PCR em Tempo Real A para as 128 amostras positivas derivadas de méaes infetadas
por VIH-1.

Comparagio entre os Ensaio de PCR em Tempo Real A
resultados obtidos Negativos Positivos LG
§ Negativos 11 (41%) 16 (59%) 27
b
2
2 Positivos 13 (13%) 88 (87%) 101

Tabela 5.2 — Comparagdo de resultados obtidos na técnica de nested PCR e com os resultados obtidos
no ensaio de PCR em Tempo Real A para as 21 segundas amostras colhidas a maes infetadas por VIH-1.

Comparagdo entre os Ensaio de PCR em Tempo Real A Total
resultados obtidos Negativos Positivos
z .
= Negativos 0 0 0
s
&
g Positivos 9 12 21
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Valores de especificidade e sensibilidade foram calculados através do grupo de
amostras clinicas. Para a técnica de PCR em Tempo Real obteve-se o valor de sensibilidade de
75,2% e de especificidade de 100%, enquanto na técnica de nested PCR obteve-se o valor de
sensibilidade de 81,9% e de especificidade de 100%.

O valor elevado de especificidade é fundamentado no fato de em nenhuma das técnica
ter existido sinal de amplificacdo quando utilizadas amostras de casos negativos para VIH-1
(incluindo amostras positivas para o VIH-2).

Na pré-avaliagcdao dos ensaios experimentais desenvolvidos verificou-se que o limite de
detecdo da técnica de PCR em Tempo Real era mais baixo comparativamente com a técnica de
nested PCR e por isso, possivelmente mais sensivel na detecdo da infecdao VIH-1. No entanto,
durante os ensaios com amostras clinicas ndo foi possivel observar esta tendéncia, existindo
mesmo uma maior sensibilidade da técnica de nested PCR para o grupo das amostras clinicas
analisadas.

Na avaliacdo do desempenho das técnicas calculou-se o valor de Kappa, que mede o
grau de concordancia entre o resultado esperado e o resultado obtido para a mesma amostra
[145], e também o valor de McNemar, que se utiliza quando existe mais do que um resultado
para a mesma amostra, de modo a calcular o grau de concordancia de resultados entre
técnicas [146]. Assim, foi obtido para a técnica de PCR em Tempo Real um valor de Kappa de
0,417 e para a técnica de nested PCR um valor de 0,565. O valor de Kappa varia entre <0
(concordancia fraca) e 1 (concordancia quase perfeita). O intervalo de valores entre 0,41 e 0,60
indica uma concordancia moderada entre os resultados esperados e os resultados obtidos.

Na comparacdo dos resultados obtidos pela técnica ja implementada de nested PCR e
de PCR em Tempo Real foi obtido um valor de McNemar de 0,034, ou seja, um valor abaixo de
0,05, o que indica que a dimensdo da amostra clinica estudada ndo é suficiente para que se
possa concluir com seguranga estatistica o significado das diferengas obtidas entre as duas
técnicas.

Existem hipdteses explicativas para a existéncia de resultados falso-negativos por
técnicas moleculares como por exemplo a presenca de terapéutica HAART pode conduzir ao
sequestro dos virus em locais de dificil acesso, resultando numa baixa carga viral plasmatica e
influenciando o titulo de ADN proviral pela redugdo do nimero de células infetadas [147].

Esta hipotese poderd explicar a existéncia de resultados falso-negativos para ambas as
técnicas, visto que as amostras dos individuos infetados apresentam, na sua maioria, valores
de carga viral abaixo de 50 cépias/mm?’ (indetetavel) e encontram-se sob terapéutica anti-
retrovirica.

Em relagdo ao tempo necessdrio para obtengdao de resultados, o ensaio de PCR em
Tempo Real permite processar as amostras em cerca de 3h30 apds o inicio da reacdo,
enquanto na técnica de nested PCR s3o necessarias cerca de 5h para as reagbes de
amplificacdo e ainda a realizagdo de uma eletroforese em gel de agarose para a visualizagao
dos resultados.
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5. Discussao

A metodologia de PCR em Tempo Real apresenta-se como uma boa alternativa a
nested PCR nos ensaios desenvolvidos necessitando de ser melhorada em termos de
sensibilidade para detecdo de VIH-1 em amostras clinicas. Provavelmente, o desenvolvimento
de um método tendo como alvo outras regides gendmicas do VIH-1 pode ser uma hipdtese a
desenvolver num futuro préximo.

A técnica de nested PCR ja implementada no laboratdrio apresenta uma maior
sensibilidade, continuando por isso, de momento, a ser a técnica mais adequada para o
diagndstico precoce da infegdo VIH-1.
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6. Conclusao

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um algoritmo para diagndstico
precoce da infe¢do VIH-1, alternativo a técnica de nested PCR, que permitisse obter ganhos na
sensibilidade e no tempo de processamento das amostras. Para tal, foram desenvolvidos
varios ensaios experimentais baseados na reacao de PCR em Tempo Real.

Foi selecionado o ensaio experimental A desenvolvido para a amplificacdo da regido LTR
do VIH-1. Este algoritmo possibilitou:

e \Verificar um aumento da sensibilidade do ensaio quando usadas amostras
previamente submetidas a amplificagcdo por PCR convencional.

e Obter uma especificidade de 100%, uma sensibilidade de 86,7% e um limite de
detecdo de ADN VIH-1 de 0,8 copias/amostra, para as amostras de referéncia.

e Obter uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 75,2% para amostras
clinicas.

e A detec¢do ou confirmacgdo da infecao VIH-1 em 87,5% dos casos estudados.

e Uma concordancia moderada entre os resultados esperados e os resultados obtidos
das amostras em anlise.

e Ganhos no tempo de processamento das amostras e na saida de resultados.

e Uma diminuicdo do risco de eventuais contaminacGes no ensaio por uma menor
manipulagdo dos produtos amplificados.

Assim, a metodologia de PCR em Tempo Real apresenta-se como uma potencial alternativa
a técnica de nested PCR. No entanto, estudos futuros neste ambito devem incidir no aumento
da sensibilidade do algoritmo de PCR em Tempo Real descrito, investigando a influéncia da
amplificacdo de outras regides gendmicas alvo, e com um maior nimero de amostras clinicas
VIH-1 positivas no sentido de um melhor tratamento estatistico dos resultados.
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