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RESUMO:

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ¢ uma doenca infecto-
contagiosa causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que acomete
aproximadamente 33,2 milhdes de pessoas no mundo todo, sendo que quase todas estdo
infectadas pelo HIV tipo 1 (HIV-1). A quantificacdo do HIV-1 (carga viral) ¢ a
determinagdo dos niveis de células T CD4" sdo pardmetros essenciais para os
monitoramentos da progressdo da infeccdo e do tratamento com anti-retrovirais. Os testes
comerciais disponiveis para avaliar a carga do HIV-1 sdo, em sua grande maioria, baseados
em metodologias de quantificagdo dos acidos nucléicos (DNA e RNA). O presente
trabalho descreve e avalia uma técnica de ‘“nested” RT-PCR em tempo real para
quantificagdo do RNA do HIV-1 plasmaético. Os resultados obtidos demonstraram que a
técnica apresentou alta especificidade e boa correlagdao (R2 = 0,943) entre a carga viral (em
log;o copias de RNA/mL) e o ciclo limite de detec¢ao (“threshold cycle” ou simplesmente
Cr) determinada a partir da analise de varias amostras de carga viral conhecida. Além
disso, a técnica “nested” RT-PCR em tempo real demonstrou sensibilidade analitica de 96
copias de RNA/mL e alta correlagdo com o teste Amplicor Monitor (“Roche Diagnostic
Systems”) realizado tanto no procedimento padrio (R2=0,880) como ultra-sensivel
(R2=0,859). Portanto, a técnica de “nested” RT-PCR em tempo real desenvolvida e
avaliada consiste em uma opg¢ao para o monitoramento da carga do HIV-1 durante todo o

periodo da infec¢do e tratamento com anti-retrovirais de pacientes portadores.

Palavras Chave: HIV-1 — PCR em tempo real — Quantificagao viral.



ABSTRACT:

The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) is a pandemic infected-
contagious disease caused by the Human Immunodeficiency Virus (HIV). Approximately
33.2 millions people are infected with HIV in the world, most of them with HIV type 1
(HIV-1). Serial measurements of HIV-1 viral load in combination with CD4" T-cell counts
are the main markers for monitoring the infection progression and antiretroviral treatment.
The great majority of the available commercial HIV-1 quantitation assays are nucleic acids
based techniques. This study describes the evaluation of a real time nested RT-PCR assay
to HIV-1 quantitation. The results demonstrated that the assay presented high specificity
and a strong linear relationship (R2 = 0.943) between the Cr values and the number of
HIV-1 RNA copies/mL in plasma. The limit of detection of the assay was 96 copies/mL.
Moreover, the HIV-1 RNA values obtained by real-time nested RT-PCR assay were highly
correlated with those obtained by the Amplicor Monitor (Roche Diagnostic Systems),
standard and ultrasensitive methods (R2 = 0.880 e 0.859, respectively). The real-time
nested RT-PCR assay evaluated is an efficient option for monitoring viral load throughout

the course of HIV infection and during antiretroviral therapy.

Keywords: HIV-1 — Real Time PCR — Viral quantitation.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ¢ uma doenca infecto-
contagiosa pandémica, cujo agente etioldgico causador ¢ o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). Esse virus causa uma progressiva deplecdo e um desequilibrio no sistema
imunologico, promovendo uma debilitagdo do corpo humano, que fica suscetivel a
neoplasias e infec¢des oportunistas (ESSEX et al., 1997).

Atualmente, o HIV infecta aproximadamente 33,2 milhdes de pessoas no mundo,
sendo 30,8 milhdes de adultos e 2,5 milhdes de criangas e adolescentes com idade inferior
a 15 anos. Em 2007, ocorreram aproximadamente 2,5 milhdes de novas infecgoes e 2,1
milhoes de infectados vieram ao oObito devido a AIDS. Na América Latina, existem
aproximadamente 1,6 milhdes de pacientes HIV positivo, cerca de 100 mil novas infec¢des
ocorrem por ano e¢ 58 mil portadores vieram ao dbito devido a AIDS no ano passado

(UNAIDS, 2008).

1. Historico

A partir dos anos 60, foram registrados em diferentes locais do mundo diversos
casos de doencas oportunistas em humanos sem causa aparente. Mais tarde foi apontado
que o principal motivo do desenvolvimento dessas doengas era a deplecao de células T
CD4", que provocava uma deterioragio do sistema imunoldgico. Esse quadro clinico foi
bem caracterizado em pacientes homossexuais norte-americanos no ano de 1981, sendo
entdo denominado de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés “Acquired
ImmunoDeficiency Syndrome”). Mais tarde identificaram-se quadros clinicos semelhantes
em usuarios de drogas injetaveis, hemofilicos e casais heterossexuais, revelando que a
transmissdo do agente infeccioso ocorria pelo sangue contaminado e pela relacdo sexual.
Posteriormente, evidenciou-se que a infeccdo por esse agente infeccioso também era
transmitida de mae para filho através da placenta, parto e amamentacdo. Devido a
similaridade de transmissao com os patogenos da Hepatite B (HBV) e principalmente dos
virus que possuem tropismo pelos Linfocitos T (HTLV-I e II), intensificou-se a

investigagdo de um virus como provavel causador da AIDS (ESSEX et al., 1997).



Em 1983, anticorpos contra retrovirus foram identificados em amostras sanguineas
de pacientes com AIDS por ensaios de neutralizagdo. Esse procedimento foi
posteriormente estabelecido como o teste da AIDS, patenteado pelo “United States
Department of Health and Human Service” (ESSEX et al., 1997). Nesse mesmo ano, o
agente causal, um retrovirus, foi descoberto e caracterizado por pesquisadores americanos
e franceses, concomitantemente (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1983).
Em 1984, o virus foi definitivamente associado a AIDS e nomeado pelo Comité
Internacional de Retropatologistas como Virus da Imunodeficiéncia Humana, ou
simplesmente HIV (ESSEX et al., 1997).

Ao evidenciar que a doenga evoluia diferentemente em algumas pessoas, isolados
virais foram caracterizados e entdo classificados em 2 tipos: 1 e 2 (ESSEX et al., 1997).
Com o passar dos anos, ficou bem estabelecido que o HIV-1 ¢ o agente etiolégico mais
patogénico e disseminado mundialmente, enquanto o HIV-2 é menos patogénico (os
sintomas sdo mais brandos) e apresenta uma disseminacdo bem menor (estd restrito
principalmente ao Continente Africano, com raros casos em outros locais) (ROBERTSON
et al., 2008). O fato de outros primatas apresentarem uma doenga semelhante (Sindrome da
Imunodeficiéncia Simio), também causada por um retrovirus (SIV, do inglés “Simian
Immunodeficiency Virus”), contribuiu para o inicio de pesquisas que estabeleceram que o
HIV surgiu em primatas como os chimpanzés e posteriormente foi transmitido aos
humanos (GAO et al., 1999).

Em 1987 foi descrita a primeira droga anti-retroviral: a zidovudina, popularmente
conhecida como AZT (YARCHOAN & BRODER, 1987), a qual passou a ser difundida
principalmente nos paises desenvolvidos. Em 1996 entrou em pauta o tratamento de
pacientes infectados pelo HIV baseado na administracio de multiplas drogas anti-
retrovirais, sendo denominado terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART, do inglés
“Highly Active AntiRetroviral Therapy”). Este tipo de tratamento permitiu uma eficiéncia
maior no tratamento de pacientes HIV-1 positivos (MO ef al., 1996). Em 1997, o Brasil foi
0 primeiro pais a disponibilizar o tratamento com anti-retrovirais no Sistema Publico de
Satde (UNAIDS, 2007a). Em 1998, outros paises subdesenvolvidos passaram a se unir
para disponibilizar esses medicamentos de forma gratuita principalmente na Africa

(KATZENSTEIN et al., 2003).



Atualmente, os principais enfoques das pesquisas sob o HIV estdo relacionados a
vacinas € monitoramento de pacientes infectados. As pesquisas referentes a vacina anti-
HIV nao tém tido muito éxito, devido a grande diversidade genética viral (CENTER FOR
DISEASES CONTROL AND PREVENTION, 2007). Por outro lado, diversas classes de
medicamentos anti-retrovirais que prolongam a sobrevida dos infectados tém sido
desenvolvidas (COHEN, 2006). Essa area farmacologica, por sua vez, abriu outras linhas
de pesquisas, como a de desenvolvimento de técnicas para o monitoramento de infectados
antes ou durante o tratamento com os anti-retrovirais (ROUET et al., 2005; STEVENS et
al.,2005; DROSTEN et al., 2006).

2. Descricao do Virus

Taxonomicamente, o HIV pertence a familia dos retrovirus e subfamilia dos
lentivirus. Por causa da alta capacidade de mutacdo e recombinagdo desse virus, dois tipos
principais (1 e 2) e varios grupos e subtipos foram identificados at¢ o0 momento. O HIV-1 ¢
o agente etioldgico mais patogénico e disseminado mundialmente. Esse tipo classifica-se
em grupo M (“Major”), O (“Outlier”) e N (“non-O” e “non-M”). O grupo M divide-se nos
subtipos: A, B, C, D, F, G, H, J e K (HIV DATABASE, 2008). Alguns desses subtipos
recombinaram-se entre si formando variagdes genéticas como as formas recombinantes
circulantes (CRF, do inglés “Circulating Recombinant Forms™”) e formas recombinantes
unicas (URF, do inglés “Unique Recombinant Forms™). Até 2005 ja existiam 32 diferentes
CRFs como o CRFO1/AE, CRF02/AG, CRF07/BC, CRF08/BC e CRF12/BF (LEITNER et
al., 2007). O HIV tipo 2 (HIV-2) demonstra uma patogenia de menor intensidade que o
HIV-1 e apresenta disseminagdo bastante restrita aos paises do Continente Africano, sendo
raros os casos descritos no Brasil (ESSEX et al., 1997, FUSUMA et al., 2005;
KANDATHIL et al., 2005; HIV DATABASE, 2008). O HIV-2 ndo sera abordado no
presente trabalho.

O HIV-1 apresenta forma esférica de aproximadamente 100nm de didmetro e
constitui-se de um nucleo (“core”) estabilizado por uma estrutura protéica chamada de
capsideo. Esse, por sua vez, ancora-se em proteinas estruturais da matriz, a qual esta
envolvida por um envelope externo. No nucleo estdo presentes o material genético,
Transcriptase Reversa (RT) e Integrase. O material genético ¢ constituido por duas fitas de

RNA com aproximadamente 9,2 Kb. Os genes estruturais sdo: gag — codificador das
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proteinas do nucleocapsideo, capsideo e matriz, po/ — codificador das enzimas de
replicagdo transcriptase reversa, integrase e protease, € env - codificador das glicoproteinas
externas. Os outros genes virais sdo os regulatorios: tat, nef, rev, vif, vpu € vpr, que
contribuem para a estrutura, expressao génica ¢ infecciosidade viral (NADLER et al.,
1996; ESSEX et al., 1997; MEISSNER & COFFIN, 2002).

O capsideo e a matriz do HIV-1 sdo formados principalmente por proteinas p24 e,
pl7 e pl8, respectivamente. Enquanto que o envelope ¢ formado pela bicamada
fosfolipidica (oriunda da membrana celular do hospedeiro) com a insercdo de
glicoproteinas, entre elas, a gp120 e gp41 (Figura 1) (NADLER et al., 1996; ESSEX et al.,
1997; MEISSNER & COFFIN, 2002; GRIFFTH et al., 2007).

» gpl20

Envelope

|
»  Matriz

» RNA

» Capsideo

> gp41

_.

Figura 1: Estrutura Molecular do HIV-1 (adaptado de LOS ALAMOS, 2008).

3. Epidemiologia
A partir do ano de 1981, quando foram relatados casos de imunodeficiéncia pelo
HIV, os dados epidemiologicos demonstraram uma progressiva pandemia. Conforme
destacado previamente, o HIV infecta aproximadamente 33,2 milhdes de pessoas no
mundo todo (UNAIDS, 2008). O Continente Africano, mais precisamente a regido
subsaariana, apresenta a maior prevaléncia de infecc¢des, sendo que 15 a 34% dos adultos
(variagdes conforme os paises) estdo infectados pelo HIV. O norte do Continente Asidtico

e grande parte do Continente Africano apresentam a segunda maior prevaléncia de
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infectados, estima-se que em torno de 1 — 5% dos adultos sejam HIV positivos. Nos
demais continentes a prevaléncia de HIV demonstra-se menos acentuada com estimativa

de adultos infectados menor que 0,5% (Figura 2) (UNAIDS, 2007b).

Prevaléncia em Adultos

N 150 - 340%
Bl 0 -<150%
Bl 10- <50%
] 05- <10% )
' 01 - <05%
| «0.1%

Figura 2: Visdo global da prevaléncia de infec¢des pelo HIV no ano de 2005 (adaptado de
UNAIDS, 2007b).

Na América Latina, estima-se a ocorréncia de 1,6 milhdes de infecgdes pelo HIV.
S6 no ano de 2007, ocorreram aproximadamente 100 mil novas infeccdes (UNAIDS,
2008). No Brasil, segundo dados de 2005, a estimativa de pacientes HIV positivos ¢ de 620
mil, o que representa mais de um ter¢co das infeccdes existentes na América Latina
(UNAIDS, 2008).

O grupo M do HIV-1 apresenta maior disseminacdo mundial. Dentre seus subtipos,
A, B e C apresentam maior distribuicdo geografica, sendo que o B disseminou-se mais
entre os paises desenvolvidos (PERRIN et al., 2003). Os outros subtipos, no entanto,
apresentam disseminagdo crescente. Uma pesquisa recente realizada no Reino Unido
mostrou alta prevaléncia de subtipos ndo-B entre homossexuais (TATT et al., 2004). Na
Franga, os subtipos ndo-B representam cerca de 45% das infecgcdes diagnosticadas
recentemente (LOT et al., 2004). Esse aumento, também ¢ evidenciado na América do
Norte: segundo Akouamba et al. (2005), 42,7% das mulheres infectadas pelo HIV-1 que

visitaram a clinica pré-natal de Montreal apresentavam a infec¢do por subtipos ndo-B. Ja
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os grupos O e N do HIV-1 apresentam maior prevaléncia na Africa. Nos demais
continentes esses grupos ainda estdo pouco distribuidos (KANDATHIL et al., 2005).

No Sul da América Latina e no Brasil os subtipos do HIV-1 grupo M mais
disseminados sdo o B, C ¢ F, além da forma recombinante CRF12/BF (BONGERTZ et al.,
2000; BRINDEIRO et al., 2003; COELHO, 2007). Pesquisas realizadas no Brasil
identificaram casos de infecg¢des por um subtipo B variante e outras formas recombinantes
(DE SA FILHO et al., 2006; SANTOS et al., 2006). Segundo Brindeiro et al. (2003), o
subtipo C ¢ predominante, em uma propor¢do de 30%, no sul do Brasil, enquanto o B
predomina no norte, em uma propor¢ao de aproximadamente 86% e o F predomina no
centro-norte em uma propor¢ao aproximada de 22% e, ainda, os subtipos recombinantes

predominam no Brasil em uma propor¢ao de 14,5%.

4. Transmissao

A principal forma de transmissdo do HIV-1 ¢ pela relagdo sexual, principalmente
devido ao contato da mucosa genital ou anal com sangue, sémen ou secre¢do vaginal
contaminados. Outras formas importantes de transmissdo sdo: transplante de orgaos,
transfusdo de sangue ou derivados e compartilhamento de materiais contaminados (como
agulhas e seringas) (NADLER et al., 1996; ESSEX et al., 1997; MEISSNER & COFFIN,
2002; GRIFFTH et al., 2007).

O HIV-1 também pode ser transmitido pela via perinatal, que ocorre durante o parto
ou amamentacdo, ou por via transplacentaria. Entretanto, com a administracao de anti-
retrovirais durante a gestacdo e a restri¢do & amamentacao, a probabilidade de transmissao
do HIV-1 para neonatos foi drasticamente reduzida (MEISSNER & COFFIN, 2002;
GRIFFTH et al., 2007).

5. Replicaciao viral
Apo6s a presenca do HIV-1 no corpo humano, mais precisamente na circulagdo
sangiiinea e linfatica, as particulas virais, através da gpl120 do envelope, ligam-se aos
receptores das células mononucleadas, como por exemplo: as dos monocitos, linfocitos B /
T e células dendriticas. Os principais receptores celulares sio denominados CD4", que
quando ligados ao gp120 dao o seguimento a ligacdo de co-receptores e ao ancoramento da

gp41 viral sobre a célula (CLAPHAM & MCKNIGHT, 2002; GRIFFTH et al., 2007).
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Essas ligacdes e ancoramento permitem que o envelope do virus se insira na membrana
celular, liberando o “core” no citoplasma, local onde as duas fitas de RNA sdo transcritas
reversamente a DNA pela acdo da transcriptase reversa. Uma vez formadas as fitas de
DNA proviral, as mesmas juntamente com a Integrase sdo transportadas para o nucleo
através dos poros da membrana nuclear. Dentro do nucleo, a Integrase rompe o
cromossomo hospedeiro e juntamente com proteinas celulares, faz a inser¢do do provirus
ao DNA celular (ESSEX et al., 1997; MEISSNER & COFFIN, 2002).

A inser¢do do provirus no cromossomo humano faz com que esse material genético
passe a ser funcional como qualquer outro gene humano: ocorre estimulagdo, replicacao,
transcrigdo e traducdo dos materiais virais. A estimulagdo ¢ gerada pela agdo de
sinalizadores virais e celulares que acionam as regides terminais longas e repetidas (LTRs,
do inglés “Long Terminal Repeat regions”). As regioes LTRs estimuladas permitem a acao
de uma DNA polimerase no provirus que transcreve os genes nef, tat € rev por “splicings”
alternativos (NADLER et al., 1996; ESSEX et al., 1997, GRIFFTH et al., 2007). As
proteinas Tat produzidas estimulam a transcri¢do de outras proteinas virais, também por
“splicings” alternativos, enquanto que as proteinas Rev permitem o transporte dos RNAs
do nucleo para o citoplasma. Dessa maneira, sdo produzidos o RNA genomico e o RNA
que sera traduzido nas proteinas estruturais da particula viral (ESSEX et al., 1997). As
particulas virais (virions) sdo entdo montados na membrana celular e liberados por
brotamento. Cada virion formado deixa a célula que o originou e passa ao meio
extracelular pronto para infectar uma nova célula (NADLER et al., 1996; ESSEX et al.,
1997; POLLARD & MALLIN, 1998; GRIFFTH et al., 2007).

Em alguns casos, a célula ao tornar-se infectada pelo HIV-1 ndo necessariamente
gera transcri¢ao de imediato. A célula infectada pode entrar em um periodo de laténcia,

transcrevendo virions mais tardiamente (MEISSNER & COFFIN, 2002).

6. Patogenicidade e Fases da Infeccao
A patogenicidade do HIV-1 ¢ extremamente complexa. Apds a transmissdo, as
particulas virais infectam de forma persistente as células mononucleares, preferencialmente
as cé¢lulas T do hospedeiro para multiplicar-se de forma lenta. Esta insercdo viral nas
células de defesa celular humana causa uma progressiva deterioracdo e um desequilibrio do

sistema imunolégico. Tais acometimentos proporcionam o desenvolvimento de infecgdes,
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neoplasias e manifestacdes clinicas caracteristicas de imunodeficiéncia. A infeccdo pelo
HIV-1 pode ser dividida em quatro fases clinicas: infeccdo aguda ou primaria,
assintomatica ou laténcia clinica, sintomadtica inicial ou precoce e AIDS (MEISSNER &
COFFIN, 2002).

Durante a infec¢@o aguda, que ocorre logo apds a contaminagdo, aproximadamente
50% dos pacientes desenvolvem sintomatologia em menos de 4 semanas (MINISTERIO
DA SAUDE - BRASIL, 2006b). Os sinais e sintomas clinicos, no entanto, sao
inespecificos, como os de uma infeccdo viral comum. Nessa fase, ha uma resposta
imunoldgica intensa com alta replicacdo, disseminagdo e localizacdo viral principalmente
nos tecidos linfoides. Além disso, ha queda dos niveis de células T CD4" ¢ T CD8" e inicio
gradual da producdao de anticorpos, o que dificulta a detec¢do do virus por testes
soroldgicos nessa fase clinica (NADLER et al., 1996; ESSEX et al., 1997, MINISTERIO
DA SAUDE — BRASIL, 2006b).

Com a consolidacdo da resposta imunoldgica e alta produg@o de anticorpos contra o
virus, inicia-se a fase assintomatica, na qual a carga viral plasmatica baixa
consideravelmente ¢ os niveis de células T CD4" ¢ T CD8" aumentam. Contudo, essas
células ndo retornam aos niveis prévios a infec¢do, pois praticamente toda a quantidade
liberada na corrente sangiiinea ¢ destruida devido a replicacdo viral ou pela agdo das
células T CD8" (NADLER et al., 1996; ESSEX et al., 1997, MEISSNER & COFFIN,
2002; MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2006b).

A fase de laténcia viral pode durar anos, mas com o passar do tempo, o sistema
imunoldgico sofre uma constante deterioragio: a produgio de células T CD4" ¢ T CD8"
torna-se cada vez menor em propor¢do ao aumento da carga viral (Figura 3). Esse
acometimento imunolégico aumenta progressivamente até que os niveis de células T CD4"
tornem-se muito baixos, caracterizando o inicio da fase sintomatica (NADLER et al.,

1996; ESSEX et al., 1997; MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2006b).
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Figura 3: Relagdo inversa dos niveis de células T CD4" com a carga viral na

progressao da infec¢do pelo HIV-1.

Assim, o acometimento do sistema imunoldgico da fase sintomatica ¢ inicialmente
caracterizado por sinais e sintomas de intensidade varidvel e menos especificos e,
infeccdes oportunistas de menor gravidade. Dentre os sinais, sintomas e doengas
infecciosas mais relatadas em pacientes nessa fase clinica, destacam-se: sudorese noturna,
febre, emagrecimento, leucoplasia pilosa oral e diarréias provocadas por bactérias, virus e
protozoarios (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2006b).

A AIDS ¢ a ultima fase clinica. Segundo o Ministério da Saude (2008c), um
individuo adulto ¢ considerado aidético quando apresenta doengas oportunistas ou
neoplasias  caracteristicas de deficiéncia imunoldgica, como citomegalovirose,
micobacteriose, candidiase, criptococose, criptosporidiose, sarcoma de Kaposi e linfomas
ndo-Hodgkin e/ou niveis de células T CD4" inferior a 350/uL. Nessa fase clinica ha
elevado risco de o paciente vir ao obito.

A carga viral e o nivel de células T CD4" estio diretamente relacionados com a
progressdao da infeccdo pelo HIV-1. Segundo BACCHETTI et al. (1989), apds a
soroconversdao o tempo médio para o desenvolvimento da AIDS ¢ de 10 anos. Todavia,
quanto maior a carga viral ¢ menor o nivel de células T CD4", maior sera o risco de

desenvolver AIDS em 6 meses (Tabela 1) (PHILLIPS, 2004).
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Tabela 1: Risco preditivo de 6 meses para o desenvolvimento da AIDS de acordo
com a idade, nivel de células T CD4" e carga viral, baseado no Modelo de Regressdo de

Poisson (adaptado de PHILLIPS, 2004).

Risco preditivo (%) de acordo com os niveis de células T cp4’ (células/pL)

Carga
Idade viral 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
(cépias de
RNA /mL)
25 anos
3.000 68 37 23 16 11 08 06 05 04 03
10.000 96 53 34 23 16 12 09 07 05 04
30.000 16 12 09 07 06
100.000 24 18 14 11 08
300.000 33 25 19 15 1.2
35 anos
3.000 10 08 06 05 04
10.000 15 11 09 07 05
30.000 21 16 12 09 0.7
100.000 30 23 17 13 14
300.000 42 31 24 19 15
45 anos
3.000 13 10 07 06 05
10.000 19 14 11 08 0.7
30.000 26 20 15 12 09
100.000 38 29 22 17 13
300.000 53 40 31 24 19
55 anos
3.000 17 12 09 07 06
10.000 24 18 14 11 08
30.000 33 25 19 15 1.2
100.000 48 36 28 22 17
300.000 67 50 39 30 24

Distingdo do risco conforme o sombreado: < 2%, sem sombra; 2 - 9,9%, sombra cinza

claro; 10 - 19.9%, sombra cinza médio; > 20%, sombra cinza escuro

7. Tratamento
Atualmente, pacientes infectados pelo HIV-1 podem ser tratados mediante drogas
chamadas de anti-retrovirais, as quais sao utilizadas para impedir ou diminuir a replicacao
viral e, dessa forma, prolongar a sobrevida dos infectados (MINISTERIO DA SAUDE —
BRASIL, 2007b).
As drogas anti-retrovirais causam um rompimento ou inibi¢do de alguma fase

durante o periodo de replicagdo, reduzindo ou bloqueando o sucesso da producdo de
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virions infecciosos (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b). Existem quatro
classes de drogas anti-retrovirais aprovadas pela Administracdo de Alimentos e Drogas dos
Estados Unidos (FDA do inglés, “Food and Drug Administration”) para terapia em
pacientes HIV-1 positivos: inibidores de transcricdo reversa analogos de nucleosideos,
inibidores de transcrigdo reversa ndo andlogos de nucleosideos, inibidores de protease e
inibidores de fusdo (GRIFFTH et al., 2007). Segundo o Ministério da Saude — Brasil,
2007b), os protocolos de tratamento mais utilizados no Brasil sdo compostos de
associacdes entre as 3 primeiras classes de anti-retrovirais apresentadas anteriormente.

Conforme Hammer et al. (2006), a Sociedade Internacional da AIDS dos EUA
(International AIDS Society-USA) recomenda iniciar o tratamento com anti-retrovirais em
adultos quando o numero de células T CD4" estiver abaixo de 350/uL. Contudo, esse
critério estd sendo revisado. Segundo Palella et al. (2003), o tratamento com anti-
retrovirais iniciado quando os niveis de células T CD4" estdo entre 201 e 350/uL reduz o
risco do paciente vir ao dbito. Ademais, o tratamento iniciado antes dos niveis de células T
CD4" chegar a 350/uL pode trazer beneficios para a sobrevida dos infectados. Em
oposicao, Phillips ef al. (2001), ndo relata beneficios aos pacientes que iniciam o
tratamento com anti-retrovirais quando os niveis de células T CD4" encontram-se superior
a 350/uL, mas destaca que a eficiéncia do inicio do tratamento pode ser menor em
pacientes com carga viral acima de 100.000 copias de RNA/mL.

No Brasil, o inicio do tratamento com anti-retrovirais é recomendado em adultos ou
adolescentes sintomaticos ou em assintomaticos que estejam com os niveis de células T
CD4" entre 200 — 350 /uL, especialmente quando a carga viral estiver acima de 100.000
copias/mL (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b). Em gestantes infectadas pelo
HIV-1 assintomaticas, caso o nivel de células T CD4" esteja acima de 200 células/uL
recomenda-se iniciar tratamento com anti-retrovirais apos a 14" semana de gestagdo.
Entretanto, para as pacientes sintomaticas ou assintométicas com niveis de células T CD4"
abaixo de 200/uL o tratamento com anti-retrovirais deve ser iniciado de imediato
(MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2008f). J4 para criangas recém nascidas, filhas de
maes infectadas pelo HIV-1, ¢ recomendado o tratamento com zidovudina durante os
primeiros 42 dias de vida e, caso confirme-se que a crianga esteja infectada pelo virus,

recomenda-se iniciar tratamento com anti-retrovirais levando em conta os niveis de células
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T CD4", carga viral (valores estabelecidos conforme a faixa etaria) e a presenga de sinais e
sintomas caracteristicos de imunodeficiéncia.

Conforme as recomendagdes da Sociedade Internacional da AIDS dos EUA
(International AIDS Society-USA), apds iniciar o tratamento a carga viral deve ser
determinada a cada 3 - 4 meses (HAMMER et al., 2006). No Brasil, as recomendag¢des de
monitoramento de adultos e adolescentes HIV-1 positivos sdo similares as recomendagdes
da “Internatinal AIDS Society-USA” (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b). Em
criangas, a quantificacdo viral e a verificagdo dos niveis de células T CD4" devem ser
monitoradas periodicamente, assim como em pacientes adultos. Porém, a interpretagdo dos
resultados laboratoriais depende da idade da crianga (MINISTERIO DA SAUDE —
BRASIL, 2008d). Ja em gestantes, o Ministério da Saude — Brasil (2008f), recomenda a
quantifica¢do viral desde a primeira consulta gestacional e repetida entre a 24" ¢ 28" € na
34" semanas de gestagdo, pois cargas virais baixas durante essa fase diminuem as chances
de transmissdao do HIV-1 por via vertical e de progressio da infec¢do em neonatos
(KOWALSKA et al., 2003; IOANNIDIS et al., 2004).

De acordo com Rizzardi et al. (2000), o tratamento com anti-retrovirais geralmente
proporciona queda na carga viral, atingindo niveis abaixo de 50 copias de RNA/mL em um
periodo de 16 — 24 semanas de tratamento. Em relagdo a interpretagdo da carga viral como
um marcador de eficiéncia terapéutica, variagdes nas quantificacdes do HIV-1 iguais ou
abaixo de 0,5 log;o copias de RNA/mL nao sdo consideradas significativas em adultos,
pois sao decorrentes de fatores intrinsecos das técnicas de quantificacdo viral utilizadas
atualmente (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2006b). Em criancas, ¢ aceitavel
queda na carga viral de 1 log;o copias de RNA/mL apés 8 — 12 semanas de tratamento,
mesmo que, em alguns casos, a quantidade de HIV-1 ndo se mantenha abaixo de 50 copias
de RNA/mL (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2008d).

Por outro lado, caso haja falha terapéutica caracterizada pelo aumento da carga
viral e reduciio dos niveis de células T CD4", é indicada a realizacio da genotipagem viral
para investigacao de resisténcia ao tratamento. Posteriormente, deve-se iniciar um esquema
de tratamento resgate com diferentes drogas anti-retrovirais que sejam compativeis com o
gendtipo do HIV-1. Além disso, recomenda-se a quantificagdo viral apds 1 - 2 meses do

inicio da nova terapia (HAMMER et al., 2006).
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Segundo Gallant (2007), considera-se falha terapéutica em adultos quando a carga
viral encontra-se acima de 400 copias de RNA/mL apds 24 semanas de tratamento ou
acima de 50 copias de RNA/mL apos 48 semanas de tratamento ou, ainda, para pacientes
que atingiram supressao viral completa e por efeito rebote apresentam carga viral acima de
400 copias/mL. Em criangas, considera-se falha virologica, carga viral acima da variagao
permitida para a idade: acima de 0,7 log;o copias de RNA/mL para criangas menores de 2
anos e acima de 0,5 log;o copias de RNA/mL para maiores de 2 anos (MINISTERIO DA
SAUDE — BRASIL, 2008d).

8. Diagnostico
O diagnostico do HIV-1 pode ser dividido em 2 niveis principais: (i) detecgao,
utilizada para verificar ou confirmar a infec¢ao pelo virus, e (ii) quantificagdo, de suma
importancia para o monitoramento de pacientes infectados antes ou durante o tratamento
com anti-retrovirais (FEARON, 2005). Em situacdes de resisténcia a medicagdo, a
avaliacdo da suscetibilidade aos antivirais, por métodos fenotipicos ou genotipicos,

também pode ser realizada na rotina diagndstica (GRIFFITH et al. 2007).

8.1. Deteccao

A deteccdo da infec¢do pelo HIV-1 pode ser realizada tanto por metodologias
soroldgicas, que detectam anticorpos contra o HIV-1 ou antigenos virais presentes no
plasma ou no soro, ou por metodologias moleculares, que detectam a presenca do acido
nucléico viral presente em diversos tipos de amostras biologicas (GRIFFTH et al., 2007).
As principais técnicas sorologicas sdo: imunoensaio enzimdtico, imunofluorescéncia
indireta, imunoblot, western-blot e testes rdpidos. Dentre as técnicas de imunoensaio
enzimatico, destaca-se o ensaio enzimatico imunoabsorvente (ELISA do inglés, “Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay”). Esta técnica ja estd na 4° geragdo, sendo capaz de reagir
tanto com os anticorpos como com os antigenos do HIV-1 e, com isso, reduzir o periodo de
janela imunologica (SPEERS et al., 2005).

Segundo o Ministério da Satude — Brasil (2007a), a deteccdo de infec¢ao pelo HIV-1
em amostras de pacientes com idade acima de 18 meses deve ser realizada a partir de
metodologias sorologicas, utilizando trés etapas. A primeira delas, chamada de triagem,

deve ser realizada por técnicas de imunoensaio enzimatico. Se o resultado for nao-
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reagente, a amostra ¢ interpretada como negativa para HIV-1, mas se for reagente ou
indeterminado, deve-se realizar os procedimentos de confirmagdo. Estes, por sua vez, sdo
divididos em duas etapas. A primeira constituida por um novo teste de imunoensaio
enzimatico (aplicando-se um Kit diferente do utilizado na triagem), mais
imunofluorescéncia ou imunoblot. Se os dois resultados forem negativos a amostra ¢
interpretada como negativa para HIV-1, se forem positivos a mesma ¢ interpretada como
positiva para HIV-1, mas se os resultados forem contraditorios, ou seja, um resultado
positivo ou indeterminado e outro negativo, deve-se proceder a etapa seguinte da
confirmagdo, na qual processa-se a amostra por Western-blot. Caso o resultado seja
positivo, a amostra ¢ interpretada como positiva para o HIV-1, mas se o resultado for
indeterminado ou negativo, deve-se considerar o periodo de soroconversdao. Todos os
resultados relatados como positivos para HIV-1 na etapa de confirmagdo, deve ser
novamente confirmado na etapa de triagem através de uma nova amostra coletada em um
intervalo de até 30 dias.

Recentemente, foi regulamentada no Brasil a utilizagdo de testes rapidos para
diagnostico de HIV-1 em amostras de pacientes com idade acima de 18 meses. Segundo
Ferreira Junior et al. (2005), os testes rapidos oferecem rapidez, simplicidade e
performance comparaveis aos testes de imunoensaio enzimatico. A detec¢do de infecgdo
pelo virus deve ser realizada pelo processamento das amostras em dois testes rapidos
paralelamente, caso os dois forem positivos, a amostra ¢ liberada como infectada pelo
HIV-1, caso sejam negativos, a amostra ¢ liberada como nao infectada pelo HIV-1, mas se
os resultados forem discordantes, deve-se testd-la novamente por outro teste rapido. O
programa de saude publica (Sistema Unico de Satude — SUS) do Brasil regulamentou o uso
desses testes apenas para locais de dificil acesso ou em caso de mulheres em trabalho de
parto ou pds-parto, as quais nao fizeram acompanhamento médico durante a gestagao
(MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b).

De acordo com o Ministério da Satde — Brasil (2008d), a deteccao de infec¢ao pelo
HIV em criangas de até 18 meses filhas de maes HIV-1 positivas deve ser realizada a partir
de testes baseados na deteccao de acidos nucléicos (RNA ou DNA viral). A deteccao
ocorre da seguinte forma: deve-se realizar um primeiro teste, caso a carga viral seja
detectada, repete-se o teste novamente no més seguinte, se a carga viral for novamente

detectada, a crianga ¢ HIV-1 positiva. Entretanto, caso a carga viral seja indetectada no
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primeiro teste, repete-se a quantifica¢gdo novamente apos dois meses. Se detectada, repete-
se a quantificagdo com nova amostra, mas se indetectada a crianga deve ser submetida a
testes soroldgicos ap6s no minimo 1 ano de idade para a confirmar a nao infec¢do pelo
HIV-1.

As técnicas moleculares possibilitam a detec¢do do HIV-1 durante o periodo inicial
da infeccdo aguda, ou seja durante o periodo de janela imunoldgica (JORDAN, 2000).
Segundo Fiebig et al., 2003, as técnicas moleculares que apresentam sensibilidade analitica
de 50 copias de RNA/mL detectam a infeccao pelo HIV aproximadamente 7 dias antes da
detecgdo por técnicas relacionadas aos anticorpos e antigenos p24. A detec¢do precoce do
HIV-1 permite um acompanhamento prévio ao aparecimento de sintomas, possibilitando
maior qualidade de vida aos infectados. Além disso, diminui as chances de transmissao
viral para pacientes ndo infectados, como por exemplo, em centros de transfusao sanguinea

(GENDLER & PASCUCCIO, 2007)

8.2 Quantificacio

A quantifica¢do viral, juntamente com a verificagdo dos niveis de células T CD4"
sdo parametros essenciais para avaliar a progressdo da doenca e o monitoramento da
eficiéncia do tratamento com anti-retrovirais (MELLORS et al., 1997; MYLONAKIS et
al., 2001). Segundo o “Working Group of Office of Aids Research Advisory Council”
(OARAC) (2007), pacientes HIV-1 positivos que ndo estejam em tratamento com anti-
retrovirais, os niveis de células T CD4" devem ser verificados de 3 a 6 meses ¢ a
quantificagdo viral realizada a cada 3 ou 4 meses. No Brasil, no entanto, a periodicidade de
quantificagdo viral em adultos e adolescentes infectados que ndo estejam em tratamento,
deve ser realizada na descoberta da infecgdo pelo HIV-1 e apds o nivel de células T CD4"
aproximar-se de 350/uL (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b).

A quantificagcdo do HIV-1 pode ser realizada por técnicas desenvolvidas a partir da
analise (1) dos acidos nucléicos, ou (2) do antigeno p24 ou (3) da atividade da transcriptase
reversa (RT). As mais utilizadas sdo as baseadas em acidos nucléicos, pois sdo descritas ha
mais tempo, aprovadas pelo FDA e recomendadas por protocolos nacionais e
internacionais (WORKING GROUP OF OFFICE OF AIDS RESEARCH ADVISORY
COUNCIL (OARAC), 2007; MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2007b; 2008d).
Dentre elas, destacam-se: a RT-PCR, bDNA, NASBA e RT-PCR em tempo real.
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (ou simplesmente PCR, do inglés “Polymerase
Chain Reaction”) foi a primeira técnica baseada em acidos nucléicos descrita para a
quantificagdo viral (KELLOGG et al., 1990). A partir dela, foram desenvolvidos os kits
comerciais atualmente mais utilizados, ou seja, o “Amplicor HIV-1 Monitor™ versdo 1.5”
(Amplicor Monitor) e o “Cobas Amplicor HIV-1 Monitor ™ versio 1.5 (Cobas Amplicor).
Ambos kits possibilitam o processamento pelos métodos padrdo e ultra-sensivel e sdo
comercializados pela empresa “Roche Diagnostic Systems”. Outro Kit comercial baseado
em PCR ¢ o “LCx ™ HIV-1 RNA Quantitative assay” (LCx) comercializado pela empresa
“Abbott Molecular”.

Os 2 testes da Roche amplificam e detectam a regido viral gag p24. O método
padrao utiliza 0,2 mL de amostra plasmatica e apresenta linearidade de 400 — 750.000
copias de RNA/mL. Ja no método ultra-sensivel utiliza-se 0,5 mL de amostra plasmatica,
que previamente passa por um processo de centrifugacdo, e apresenta linearidade de 50 —
100.000 copias de RNA/mL (ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEMS, 2008). O teste da
Abbott amplifica e detecta a regido viral pol, apresentando a linearidade de 50 — 5.000.000
copias de RNA/mL e utilizando 0,2 a 1 mL de amostra plasmatica (DE MENDOZA et al.,
2002).

A técnica de bDNA (DNA ramificado, do inglés “branched DNA”) ¢
comercializada pela empresa “Bayer Diagnostics”, com o nome “Versant™ HIV-1 RNA
versdao 3.0” (Versant). Esse teste detecta a regido pol/ do HIV-1 e necessita de 1mL de
amostra plasmatica. A linearidade da versao do teste comercializado nos EUA ¢ 75 —
500.000 copias de RNA/mL e da versdo comercializada na Unido Européia ¢ 50-500.000
copias de RNA/mL (SIEMENS, 2007).

Ja a NASBA (Amplificagdo Baseada na Seqiiéncia de Acidos Nucléicos, do inglés
“Nucleic Acid Sequence-Based Amplification”) ¢ comercializada pela empresa
“Biomérieux” pelo nome “NucliSens™ HIV-1 RNA QT” (NucliSens), o qual utiliza 1 mL
de plasma, apresenta linearidade de 51 — 5.390.000 cépias de RNA/mL e anela-se a regido
gag p24 do HIV-1 (BIOMERIEUX, 2007).

Viérias publicagdes tém demonstrado que os testes acima: Cobas Amplicor e
Amplicor Monitor, inclusive os métodos padrdo e ultrassensivel, LCx, Versant e NucliSens
sdo reprodutiveis, sensiveis e especificos. Ademais, apresentam grande correlacdo nas

quantificagdes de HIV-1 grupo M subtipo B, nao-B e recombinantes (NOLTE et al., 1998;
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SUN et al., 1998; ERALI & HILLYARD, 1999; MURPHY et al., 2000; SWANSON et
al., 2000; AMENDOLA et al., 2004; BERGER et al., 2005; GALLI et al., 2005;
SWANSON et al., 2005).

Todavia, os testes comerciais apresentam desvantagens como alto custo e
tecnologia complexa (FISCUS ef al., 2006). Em virtude disso, foram desenvolvidas outras
técnicas. Uma delas baseada na quantificagdo de antigenos virais p24, comercializado pela
empresa “Perkin-Elmer” pelo nome de “HiSens™ HIV-1 p24 Ag Ultra assay” (p24 Ag) ¢ a
outra baseada na atividade da RT, comercializada pela empresa “Cavidi Tech AB” pelo
nome de “ExaVir' ™ Load Quantitative HIV-RT” (atividade de RT). A quantifica¢io viral
pelos Kits baseados nas técnicas p24 Ag e Atividade de RT sdo formas alternativas para
monitorar pacientes HIV-1 positivos, porém, ambos apresentam baixa sensibilidade
analitica em relacdo a quantificacdo obtida por técnicas moleculares. Adicionalmente, a
técnica p24 Ag apresenta baixa correlagdo com as técnicas baseadas em acidos nucléicos e
a Atividade de RT necessita de 2 a 3 dias para ser realizada (BONARD et al., 2003,
BRAUN et al., 2003; PRADO et al., 2004; JENNINGS et al., 2005; STEVENS et al.,
2005). Isso, por sua vez, dificulta o uso mais intensivo no monitoramento de pacientes em
tratamento com anti-retrovirais. Segundo Jennings et al., 2005, o baixo custo ¢ o unico
beneficio oferecido pelos kits baseados na Atividade de RT e p24 Ag.

A PCR em tempo real tem sido descrita como uma técnica de grande impacto para
os laboratorios, pois oferece como vantagens praticidade, eliminagdo da deteccdo pods-
PCR, reducdo do tempo de manipulacdo do laboratorista, acompanhamento da
amplificacdo e rapidez na liberacdo dos resultados (JORDAN, 2000; DOMIATI-SAAD &
SCHEUERMENN, 2006; GUNSON et al., 2006). Estudos tém demonstrado o uso da
técnica de RT-PCR em tempo real para a detec¢ao e quantificagdo do HIV-1 em varias
amostras biologicas, como o plasma, liquor, secre¢des cé€rvico-vaginais, s€men e c€lulas
sanguineas mononucleadas (DESIRE et al., 2001; KLEIN et al., 2003; VITONE et al.,
2004; LEGOFF et al., 2006; PASQUIER et al., 2006; KAMAT et al., 2007). Nestas
ultimas, tem-se viabilizado a quantificacao do provirus, ou seja, o DNA viral, inserido ou
ndo nos cromossomos hospedeiros. De acordo com Désiré et al. (2001) e Vitone et al.
(2004), ndo ha relagio significativa entre o valor de provirus/10° células mononucleares
em sangue periférico e carga viral. No entanto, o provirus ¢ um fator que pode auxiliar na

investigacdo de progressao viral, principalmente nos casos de tratamento com anti-
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retrovirais em que a carga viral permanece por algum tempo abaixo do limite de detecgao
de técnicas moleculares. Em relagdo a quantificacio do HIV-1 plasmatico, diversos
protocolos baseados em RT-PCR em tempo real tém sido propostos (PALMER et al.,
2003; GIBELLINI et al., 2004; ROUET et al., 2005; DROSTEN et al., 2006; KAMAT et
al., 2007; MULLER et al., 2007; REKHVIASHVILI et al., 2007; SCHVACHSA et al.,
2007). Técnicas de PCR em tempo real “in house” tém sido utilizadas em locais de poucos
recursos financeiros, oferecendo custos mais baixos do que a utilizacao de kits comerciais
(KLEIN et al., 2003; ROUET et al., 2005). Além disso, ja estdo disponiveis no mercado 2
kits comerciais: um da “Roche Diagnostic Systems” chamado de “Cobas Tagman™ HIV-
1” (Cobas Tagman) e outro da “Abbott Laboratories” chamado de “RealTime™ HIV-1
assay” (RealTime), os quais amplificam e detectam a regido p24 gag ¢ pol do HIV-I,
respectivamente (GARCIA-DIAZ et al., 2006; KATSOULIDOU et al., 2006; PERRIN et
al., 2006; GUEUDIN et al., 2007, SCHUMACHER et al., 2007; SWANSON et al., 2007;
TANG et al., 2007).

As diversas publicagcdes de PCR em tempo real para quantificar o HIV-1 plasmatico
demonstram que a técnica apresenta: especificidade e sensibilidade para quantificar os
diferentes subtipos e recombinantes do HIV-1 grupo M e, reprodutibilidade tanto em
intercorridas como intracorridas (ROUET et al., 2005, SWANSON et al., 2006a;
SWANSON et al., 2006b), linearidade até 1,0 milhdo de copias de RNA/mL (PALMER et
al., 2003) e sensibilidade analitica de 50 copias de RNA/mL (GIBELLINI et al., 2004).
Tais dados sdo similares ou superiores as das outras técnicas moleculares. Além disso,
apresenta excelente correlacdo e concordancia com os demais testes comerciais. Segundo,
trabalho realizado por Drosten et al. (2006), a técnica de PCR em tempo real obteve
coeficiente de correlagdo médio de 0,9 quando comparada aos testes Amplicor Monitor,

Versant e NucliSens.
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OBJETIVOS

(1) Avaliar a performance analitica da técnica de “nested” RT-PCR em tempo real para

quantificagdo do HIV-1 RNA.

(2) Realizar analise comparativa com o teste comercial Amplicor HIV-1 Monitor v1.5.
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CAPITULO 2

A dissertacdo propde a avaliacdo da técnica “nested” RT-PCR em tempo real para

M yersdo

quantificagdo de HIV-1 e comparagdo com o teste “Amplicor HIV-1 Monitor
1.5 (“Roche Diagnostic Systems”). As metodologias empregadas e os resultados dos
experimentos estao descritos no manuscrito “Evaluation of a real-time nested RT-PCR
assay for quantitation of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)” a ser

enviado para publicac¢do na revista Memorias do Instituto Osvaldo Cruz.
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Summary

The determination of the viral load is highly recommended for monitoring disease
progression and response to antiretroviral therapy (ART) in HIV-1 positive patients.
Quantitative testing of HIV-1 is usually done by nucleic acids based assays. However the
available commercial assays are too expensive for developing countries where a large
number of patients are treated by the public health programs. In this study, an “in-house”
real-time nested RT-PCR assay for HIV-1 viral load testing was evaluated. Reproducibility
was assessed using 7 plasma samples tested in 33 independent runs. Analytical sensitivity
of 96 RNA copies/mL was defined using 7-fold serial dilution of plasma samples with
known quantities (Probit regression analysis). Specificity was demonstrated using 50 HIV-
1 seronegative plasma specimens, all of them with negative results. A group of 76 HIV-1
positive samples was used to assess the correlation between the real-time nested RT-PCR
assay and the Amplicor Monitor Kit. An overall intra class correlation coefficient of 0.880
and 0.859 (CI 95%) was obtained between real-time nested RT-PCR and Amplicor
Monitor standard and ultrasensitive methods, respectively. Thus this assay compares well
to Amplicor Monitor HIV-1 and represents an affordable alternative for sensitive HIV-1

load testing in resource limited settings.

Keywords: HIV-1 quantitation — real-time nested RT-PCR — plasma samples.
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Introduction:

Brazil has one of the worst AIDS epidemics in the Latin American with an
estimated 620,000 people living with HIV in the country in 2005 (UNAIDS 2007). The
incidence rate of new registered AIDS cases is around 10.1 in 100,000 people in 2006 (MS
2007a). A national antiretroviral treatment (ART) roll-out program is implemented in
Brazil since 1997 (UNAIDS 2006) and currently approximately 180,000 HIV positive
patients in the public sector are receiving Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART)
(MS 2005).

The determination of CD4" T-cell count and HIV-1 load in plasma are useful to
evaluate disease progression and essential to monitor the efficacy of HAART (Mellors et
al. 1997, Mylonakis et al. 2001). The Brazilian National Antiretroviral Treatment
Guideline recommends the determination of CD4" T-cell counts and viral load assays each
3 — 4 months for monitoring the efficacy of HAART (MS 2007b).

Available technology for quantitative evaluation of HIV-1 includes at least 3
nucleic acid based methodologies: competitive Reverse Transcription — Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR), branched DNA (bDNA) and Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification (NASBA) (Collins et al. 1997, Johanson et al. 2001, Kievits et al. 1991, Sun
et al. 1998). These methods are currently applied in standard commercial kits (COBAS
AMPLICOR HIV-1 Monitor, v 1.5 - Roche Diagnostics Systems, VERSANT HIV-1 RNA
3.0 Assay - Bayer Diagnostics and NucliSens HIV-1 QT — Biomeriéux, respectively)
employed for sensitive and specific routine HIV-1 infection monitoring in clinical
laboratories. However, these assays are still too expensive for routine diagnostics in the

public sector in Brazil and represent an annual cost of at least U$ 8 million (MS 2004).
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Some alternative tests were developed in the last decade, including Reverse
Transcriptase assay (Exa Vir Load assay; Cavidi Tech AB, Uppsala, Sweden) and HIV p24
Antigen (Perkin-Elmer, Wellesly, Mass), but these assays have lower analytical sensitivity
than the nucleic acid-based assays (Braun et al. 2003, Jennings et al. 2005, Stevens et al.
2005).

Recently, real-time PCR has emerged as a new diagnostic route for the sensitive,
specific and quantitative management of HIV. Real-time RT-PCR assays have been
developed to detect and quantify HIV DNA or RNA in laboratorial routine (Désiré et al.
2001, Drosten et al. 2006, Rekhviashvili et al. 2007, Rouet et al. 2005, Vitone et al. 2004).
This paper describes the evaluation of a real-time nested RT-PCR assay for sensitive
detection and quantitation of HIV-1 RNA in plasma using ABI Prism Sequence Detection
System (Applied Biosystems). The assay uses Tagman' probes and HIV-1 gag p24

region for RNA amplification and detection target.

Materials and Methods:

Panel, Samples and Standards. Studies were approved by the Committee of
Ethics and Research of the University (ULBRA).

A panel of samples was prepared by pooling plasma with low, medium and high
viral loads. The panel was composed by 7 different pools with increasing HIV-1
concentrations (342, 1,203, 1,701, 2,544, 20,400, 103,521 and 182,782 RNA copies/mL)
The viral load of them was assessed by Amplicor Monitor performed in 3 replicates. This
panel was used in the reproducibility study and as external standards and controls in the

real-time nested RT-PCR assay.
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One plasma sample previously sent by a proficiency program (Control-Lab, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil), with a pre-defined viral load of 1,050 copies/mL, was used for the
sensitivity study.

The 50 HIV-1 negative human plasma samples used for the specificity study and
the 84 HIV-1 positive human plasma samples used for the correlation study were provided
by a clinical laboratory (Simbios Biotecnologia, Canoas, RS, Brazil). HIV-1 viral load in
these patients was routinely tested using the standard HIV-1 Amplicor Monitor.

RNA extraction. In all plasma samples, RNA was extracted using the NewGene
kit of reagents (Simbios Biotecnologia, Canoas, RS, Brazil) that is based on the method
described by Boom et al. (1990). Briefly, 150 pL of plasma sample was added to 1,350 mL
of lyse mix in a micro-tube and maintained for 10 min at room temperature. After, 20 uL
of silica particles suspension was added to each microtube, vortexed 2-fold and centrifuged
at 30 s for 10,000 rpm. The pellet was washed as follow: (i) twice using 1.0 mL of washing
solution and centrifugation at 10,000 rpm for 30 s, (ii) twice using 1.0 mL of 75% ethanol
and centrifugation at 10,000 rpm for 30 s, (iii) once using 1.0 mL of acetone and
centrifugation at 10,000 rpm for 30 s. The supernatant was removed and the pellet was
dried at 60°C for 15 min. The RNA was eluted with 50uL of elution buffer and incubated
at 65°C for 5 min. The solution containing the RNA was separated of the silica particles
centrifuging at 3 min for 10,000 rpm.

Real-time nested RT-PCR assay. Reverse transcription and the first-round of PCR
amplification was performed in a 100 pl reaction volume using 78.6 pl of a mastermix

solution (final concentration of 75 mM KCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 3 mM MgClp, 2.5

mM DTT, 1 mM dNTPs and 2.0 uM of the primers 5' - AGT GGG RGG ACA YCA RGC

AGC - 3"and 5' TGT CAT CCA TSC TAT TTG YTC 3'), 20 U of MMLV-RT (Invitrogen,
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USA), 8 U RnaseOut (Invitrogen, USA), 1.5 U Taq DNA polymerase (Cenbiot Enzimas,
RS, Brazil) and 20 ul of extracted RNA. The reverse transcription was carried out at 37°C
for 30 min followed by the first round of PCR amplification for 20 cycles with
temperatures and times of 94°C for 20 s, 55°C for 40 s and 72°C for 60 s. A final extension
step of 72°C for 7 min was also included. A real-time nested PCR (second round of
amplification) was performed in a 30 pl reaction volume using 27.6 pl of a mastermix
solution (final concentration of 75 mM KCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 3 mM MgClp, 2.5
mM DTT, 1 mM dNTPs, 1.5 U Taq DNA polymerase (Cenbiot Enzimas, RS, Brazil), 0.5
uM of the 4 primers 5'- ATC AAG CAG CCA TGC AAA TGT T -3, 5'- ACC AGG
CAG CTA TGC AAA TGT T -3, 5'- TGA AGG GTA CTA GTA GTT CCT GCT ATG
TC -3 and 5'- CTG AAG GGT ACT AGT AGT TCC TGC TAT ATC -3’, 0,25 uM of the
probe 5' - (FAM) ACC ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GA (MGB) - 3').
The PCR amplification was run for 45 cycles with 2 temperatures and times: 94°C for 20 s
and 60°C for 60 s.

Five external standards (calibrators) and 2 plasma controls were included in each
real-time nested RT-PCR run in order to import the best suitable standard curve into the
run. Concentrations of standards were entered into the software in RNA copies/mL and
thus HIV-1 viral load values for the plasma samples were obtained in the same units.

HIV-1 viral load using Amplicor Monitor assay (Amplicor Monitor). HIV-1
viral load in all plasma samples was quantified using the Amplicor HIV-1 Monitor™ Test,
version 1.5 assay (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA). This assay
applies RT-PCR technology targeting the gag p24 region of HIV-1, manual extraction of
samples and offers two methods of processing: ultrasensitive and standard. The

ultrasensitive method uses 500uL of plasma sample and have a linear dynamic extension
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range of 50-100,000 (1.7-5.0 logio) RNA copies/mL. The standard method uses 200uL of
plasma sample and have a linear dynamic extension range of 400-750,000 (2.6-5.87 log;o)
RNA copies/mL.

Statistical analysis. Seven plasma samples with viral load 342 to 182,782 (2.53 to
5.26 logjp)) RNA copiess/mL were tested in 33 independent runs to assess the
reproducibility of the real-time nested RT-PCR and determine the correlation coeficient. A
sample set in a proficiency program (Control-Lab, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) with 1,050
HIV-1 RNA copies/mL and more 7 serial two-fold dilution (525, 263, 131, 66, 33, 16 and
8 RNA copies/mL) and Probit regression analysis were used to determine the analytical
sensitivity of the assay. Simple correlation coefficients were calculated to determine the
relationship between the HIV-1 RNA levels of the samples obtained with Amplicor

Monitor and real-time nested RT-PCR.

Results:

Reproducibility

To assess the reproducibility, the 7 plasma samples of the panel were tested in 33
independent runs, totaling up 231 runs. The inter-assay reproducibility of the standard
curve was determined (Figure 1). In all cases, there was an excellent correlation between
the threshold cycle (Ct) and log;o of the number of HIV-1 RNA copies/mL. The mean
correlation coefficient was 0.943 (range, 0.80 to 0.99, p<0.05). The mean slope was —4.03
(CI95%, range, -3.01 to —5.11).

Determination of the detection threshold (Analytical sensitivity)

The limit of detection was determined by using a panel consisted of a sample used

in 8 serial twofold dilutions in a negative human plasma sample. Plasma containing each
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concentration was extracted in 3 parallel RNA preparations, and each of these was tested in
3 replicates by real-time nested RT-PCR assays, totaling 9 data points per concentration.
No dropout in HIV-1 detection in 9 parallel reactions was observed from 131 RNA
copies/mL upward. We performed Probit regression analysis to determine the projected
response rates according to a dose—response model (Tabela 1). At viral load of 96 (1.98
logio) RNA copies/mL, detection probability was 95% or higher (CI 95%, 71-186 RNA
copies/mL).

Specificity

Specificity was evaluated using 50 plasma samples that were negative with the
Amplicor Monitor. The real-time nested RT-PCR assay did not detect HIV-1 RNA in any
of these samples.

Comparative analyses of Real-time nested RT-PCR with Cobas Amplicor
HIV-1 Monitor version 1.5.

The comparison of Real-time nested RT-PCR assay with Amplicor Monitor was
performed using a total of 84 positive samples from HIV-1 infected patients (35 processed
by Amplicor Monitor standard method and 49 by ultrasensitive method).

Of the 35 samples processed by the Amplicor Monitor standard method and Real-
time nested RT-PCR assay, 4 presented results below the limit of detection for both
methods (400 RNA copies/mL for Amplicor Monitor and 96 RNA copies/mL for the Real-
time nested RT-PCR). One sample presented a result below the limit for Amplicor Monitor
and above the limit for Real-time nested RT-PCR (viral load: 301 or 2.5 log;o RNA
copies/mL). The correlation coefficient (R2) obtained among the remaining 30 samples
was 0.880 (p<0.05) (Figure 2a). In the comparison between the absolute values of each

sample, it was not observed any difference > 1.0 log;o RNA copies/mL. The mean
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difference of viral load obtained with Real-time nested RT-PCR assay and Amplicor
Monitor standard method was —0.28 log;y (mean values, 3.99 log;y and 4.27 logo,
respectively).

Of the 49 samples processed by Amplicor Monitor ultrasensitivite method and
Real-time nested RT-PCR assay, one presented positive results below the limit of detection
in both methods (50 RNA copies/mL for Amplicor Monitor and 96 RNA copies/mL for
Real-time nested RT-PCR) and 2 presented results below the limit for Real-time nested
RT-PCR and above the limit for Amplicor Monitor (viral load: 109 - 2.0 log;o and 258 -
2.4 logiy — RNA copiess/mL). The comparison of the others 46 samples showed a
correlation coefficient (R2) of 0.859 (Figure 2b). Two of these samples presented a
difference of > 1.0 log;o RNA copies/mL (5.5 and 5.5 logjo for Amplicor Monitor X 6.6
and 6.7 log;o for Real-time nested RT-PCR). The mean difference of viral load obtained
with Real-time nested RT-PCR and Amplicor Monitor ultrasensitive method was 0.15

logio (mean values, 4.07 log;o and 3.92 log, respectively).

Discussion:

The determination of viral load and CD4" T-cell count in plasma are the main
markers to monitor disease progression and response to HAART in HIV-1 positive patients
(Mellors et al. 1997, Mylonakis et al. 2001). Brazil has about 620,000 HIV-1 infected
persons and offers HAART (and the necessary laboratory assays to evaluate the response)
to 180,000 patients in a public health program. Consequently, the introduction of assays
with a good analytical performance, high throughput and mainly low-cost will sure bring

benefits for this program.
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Several recent studies have demonstrated the development and use of real-time
PCR assays for the quantitation of HIV-1. A brief literature review revealed that 2 systems
were already used: the ABI Prism Sequence Detection System from Applied Biosystems
(Drosten et al. 2006, Miiller et al. 2007, Palmer et al. 2003, Rouet et al. 2005) and the
LightCycler® real-time PCR system from Roche Applied Sciences (Gibellini et al. 2004;
Rekhviashvili et al. 2007). Among the assays, two detect the HIV-1 goups M, N and O
(Drosten et al., 2006, Miiller et al. 2007), other quantify low HIV-1 RNA concentrations
processing more quantity of plasma samples (Palmer et al., 2003). The assay developed by
Gibellini et al. (2004) target the HIV-1 gag region and uses SYBR green detection format.
The assay described by Rouet et al., 2005, targeted the HIV-1 gag region and demonstrated
a high correlation between HIV-1 RNA log;y copies/mL and and Cr, but presented a lower
sensitivity (300 copies/mL) than other assays. Our study aimed to describe and evaluate an
in-house real-time nested RT-PCR assay on the Applied Biosystem Platform that has a
good performance, with a high analytical sensitivity without using a higher volume of
sample.

A good analytical performance is an important factor for a reliable quantitation of
plasma HIV-1. The standard curve determined by the reproducibility of the 7 samples
tested in 33 independent runs showed an excellent correlation coefficient between log)g
RNA copies/mL and Ct (R2= 0.94) with a mean slope of — 4.03. The results of the real
time nested RT-PCR assay are similar to other studies. Rouet et al. (2005) tested standards
in 25 runs and the mean correlation coefficient was 0.99 with a mean slope of — 3.38.
Miiller et al. (2007) using results of 6 plasma samples tested in inter-assay runs, obtained

the mean correlation coefficient of 0.99 with a mean slope of — 3.42.
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The proposed methodology presented a very good analytical sensitivity, as the
detection limit was assessed at 96 HIV-1 RNA copies/mL (95% probability). Commercial
RT-PCR kits or other in-house quantitative assays presented similar sensitivities (Erali &
Hillyard, 1999, Gibellini et al. 2004, Perrin et al. 2006, Schumacher et al. 2007). Some of
the real-time quantitative studies for viral load detection presented lower sensitivities than
our technique (Kamat et al. 2007, Rouet et al. 2005). However, one study using improved
nucleic acid isolation and purification techniques, larger plasma sample volumes (up to 7
mL) and a real-time PCR method was able to detect and quantify HIV-1 RNA in plasma
down to 1 copy/mL (Palmer et al. 2003). Other studies have also demonstrated an
improvement of the sensitivity using larger plasma sample volumes. Gibellini et al. (2004)
described a quantification HIV-1 assay based on SYBR green real-time RT-PCR with
capacity to quantify viral load at 50 RNA copies/mL using 1 mL of plasma sample.
Schumacher et al. (2007), using 850uL of plasma sample in a fully automated
quantification (AmpliPrep/COBAS™ TagMan™ system — Roche Diagnostic Systems),
obtained analytical sensitivity of 40 RNA copies/mL. Tang et al. (2007) presented
analytical sensitivities of 25 RNA copies/mL, 39 RNA copies/mL, 65 RNA copies/mL and
119 RNA copies/mL using 1 mL, 600 pL, 500 pL. and 200 pL of plasma sample,
respectively. The plasma sample volume used in all assays of our study was 150uL.
Further studies with larger plasma volume samples should be conducted to increase the
sensitivity of the real-time nested RT-PCR assay.

In the specificity study, all the 50 HIV-1 negative samples tested showed results
over the lower analytical sensitivity of the assay. Real-time nested RT-PCR had high

specificity as presented by other real-time PCR assays described in other studies (Gibellini
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et al., 2004, Palmer et al., 2003, Perrin et al., 2006, Rekhviashhvili et al. 2007, Rouet et al.,
2005, Schumacher et al., 2007, Tang et al., 2007).

In this study, 76 HIV-1 detected samples were used to compare the performance of
real-time nested RT-PCR assay with Amplicor Monitor. The correlation coefficients
obtained in the comparation of the assay to Amplicor Monitor, methods standard and
ultrasensitive (R2= 0.880 and 0.859, respectively) indicate that the Real-time nested RT-
PCR was a reliable assay to quantify HIV-1. Rouet et al. (2005) comparing an in-house
real-time PCR assay with the Amplicor Monitor, obtained a correlation coefficient of 0.856
using 97 plasma samples. Gueudin et al. (2007) using 88 plasma samples, compared the
RealTime assay from Abbott Molecular with Cobas TagMan assay (Roche Diagnostic
Systems) and Cobas Amplicor Monitor (Roche Diagnostic Systems) and the correlation
coefficients were 0.90 and 0.83, respectively. Swanson et al. (2006) compared a real time
assay to the Amplicor Monitor using 67 plasma samples and the correlation was 0.915.
Kamat (2007) compared an in-house real-time PCR assay to the Amplicor Monitor using
only 28 plasma samples and the correlation coefficient was 0.885.

To our knowledge, this is the first demonstration of a real-time RT-nested PCR to
quantity HIV-1 plasma samples. Our results demonstrate that it is possible to perform a
quantitative analysis with a nested PCR procedure, using a first round of usual RT-PCR
amplification with a limited number of cycles and a second round of real-time PCR with a
higher number of cycles. This real-time nested RT-PCR demonstrated sensitivity and
specificity similar to other real-time methods. Furthermore, the correlation with the
Amplicor Monitor HIV-1 assay was very good. This assay could be recommended to

quantify HIV-1 RNA in plasma samples.
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Fig. 1: Reproducibility assay of the real-time nested RT-PCR assay obtained

by mean of 7 plasma sample tested in 33 independent runs.
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Table 1. Analytical Sensitivity (95% CI) using PROBIT analysis

Titer (RNA - Positivity rate (number %
Analytical sensitivity
log) - copies/mL) positive/total) Positive
1,050 - 3.0 9/9 100.0
525-2.7 9/9 100.0
263-2 4 9/9 100.0 96 (1.98 logio)
131 -2.1 9/9 100.0 RNA copies/mL
66-1.8 6/9 66.7
33-1.5 4/9 44 .4
16-1.2 2/9 22.2

8-0.9 0/9 0.0
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RT-PCR and Amplicor Monitor standard method (30 plasma sample comparative
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CAPITULO 3

DISCUSSAO

O Brasil apresenta cerca de 620 mil infectados pelo HIV, o que representa mais de
1/3 das infecgdes presentes na América Latina (UNAIDS, 2008). Além disso, disponibiliza
o tratamento com anti-retrovirais para pacientes infectados pelo HIV-1 através do Sistema
Unico de Saude. Em 2006, cerca de 180.000 infectados estavam inseridos nesse programa
(MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2008a).

A verificagio dos niveis de células T CD4" e a quantificagio do HIV-1 sdo
ferramentas essenciais para o monitoramento de pacientes infectados pelo virus seja para
avaliar a progressdo da doenga ou para monitorar o tratamento com anti-retrovirais
(MELLORS et al., 1997, MYLONAKIS et al., 2001). Ambas devem ser verificadas
periodicamente em criangas, adolescentes, adultos e gestantes infectados (MINISTERIO
DA SAUDE — BRASIL, 2007b; 2008d; 2008f).

O namero de técnicas empregadas na quantificagdo do HIV-1 ¢ limitado. As mais
utilizadas sdo as baseadas na avaliagdo de acidos nucléicos: RT-PCR, b-DNA ¢ NASBA,
as quais foram padronizadas em kits comerciais pelas empresas “Roche Diagnostics
Systems”, “Biomérieux”, “Abbott” e “Bayer Diagnostics”. Todavia, apresentam
desvantagens como tecnologia complexa e custo elevado (FISCUS et al., 2006). Em 2004,
foram destinados cerca de R$ 14 milhdes em quantifica¢des virais € R$ 1 bilhdo na compra
de medicamentos anti-retrovirais para pacientes HIV-1 positivos incluidos no programa
brasileiro de saude publica (MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2008a; 2008¢).

A necessidade de testes de baixo custo para a realizacao da quantificagdo viral tem
sido discutida mundialmente. Diversas publicagdes tém focado o desenvolvimento de
técnicas que apresentem um baixo custo e tecnologia pouco complexa para que possam ser
utilizadas no monitoramento de pacientes infectados pelo HIV que residam em locais de
poucos recursos e alta prevaléncia de infecgdes por esse virus, como € o caso de varios
paises da Africa (BONARD et al., 2003; ROUET et al., 2005; STEVENS et al., 2005;
DROSTEN et al., 2006).

O Brasil, juntamente com outros paises em desenvolvimento, tem procurado

estabelecer parcerias tecnologicas de incentivo ao desenvolvimento de anti-retrovirais,
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preservativos, vacinas e testes laboratoriais com o objetivo de expandir o acesso ao
diagnéstico, prevencdo e tratamento do HIV-1. Todavia, para que estes produtos e testes
sejam utilizados na préatica clinica devem oferecer eficiéncia semelhante ou melhor em
relagdo aos existentes, além de tecnologia acessivel e baixo custo (MINISTERIO DA
SAUDE — BRASIL, 2008g).

A PCR em tempo real vem sendo muito explorada na area da biologia molecular,
pois oferece diversas vantagens, dentre elas, rapidez na liberagdo dos resultados,
capacidade de processamento de varias amostras, eliminacao da etapa de deteccdo do
material amplificado e baixo custo (JORDAN, 2000; DOMIATI-SAAD &
SCHEUERMENN, 2006; GUNSON et al., 2006). Além disso, existem varias publicacdes
a respeito da utilizagdo da PCR em tempo real para a quantificagdo do HIV-1, sendo que
grande parte delas demonstra performance muito boa e excelente correlacio com testes
comerciais existentes (GIBELLINI et al., 2004; ROUET et al., 2005; DROSTEN et al.,
2006; GARCIA-DIAZ et al., 2006; GOMES et al., 2006; KATSOULIDOU et al., 2006;
PERRIN et al., 2006; SCHVACHSA et al., 2006; SWANSON et al., 2006a, SWANSON
et al., 2006b; KAMAT et al., 2007; MULLER et al., 2007; REKHVIASHVILI et al.,
2007, SCHUMACHER et al., 2007; SWANSON et al., 2007; TANG et al., 2007).

Este trabalho propos a avaliagdo da “nested” RT-PCR em tempo real para
quantificagio do HIV-1 plasmatico. Esta técnica utiliza sondas TagMan"™ na regido gag
p24 para amplificacao e deteccao viral. Os resultados demonstraram que a técnica avaliada
apresenta alta especificidade e excelente correlacdo entre a carga viral gerada em log
copias de RNA/mL e niimero de Cr (R? = 0,94), cuja anélise foi determinada a partir da
reprodutibilidade de varias amostras em 33 corridas independentes. Além disso, houve alta
correlagdo entre a “nested” RT-PCR em tempo real ¢ o Amplicor Monitor métodos de
processamento padrao e ultrasensivel (R2 = 0.880 e 0.859, respectivamente). Cabe destacar
que o Amplicor Monitor ¢ o teste mais largamente utilizado nos laboratorios clinicos e
aprovado pelas entidades reguladoras de varios paises (incluindo o FDA norte-americano).

A técnica “nested” RT-PCR em tempo real tem uma sensibilidade analitica de 96
copias de RNA/mL, bastante similar a obtida em varios outros trabalhos (KAMAT et al.
2007, ROUET et al. 2005, TANG et al. 2007, ERALI & HILLYARD, 1999, GIBELLINI
et al. 2004, PALMER et al. 2003, PERRIN et al. 2006, SCHUMACHER et al. 2007).

Esperava-se uma sensibilidade analitica ainda maior, pois procedimentos de “nested” RT-
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PCR apresentam niveis de sensibilidade mais elevados. Contudo, para a extracio de RNA
foram utilizadas apenas 150uL de amostra plasmatica, enquanto as técnicas moleculares
comerciais utilizam volumes superiores a 200uL e/ou procedimentos de centrifugagao de
amostras previamente a extragio do material genético (BIOMERIEUX, 2007; DE
MENDOZA et al., 2002; ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEMS, 2008; SIEMENS, 2007).
Futuramente, para aumentar a sensibilidade do teste, podem ser realizados novos
experimentos utilizando maior volume de amostras plasmaticas ou incluido um processo
de centrifugagdo prévio a extracao de acidos nucléicos.

A técnica “nested” RT-PCR em tempo real avaliada no presente estudo demonstrou
excelentes resultados na quantificagdo viral de pacientes HIV-1 positivos. A técnica pode
ser utilizada com sucesso na avaliacdo da progressao da infeccao viral e também no
monitoramento da resposta a terapia com anti-retrovirais. Neste aspecto, apresenta-se como

uma op¢ao para a utilizagdo na rotina de laboratérios clinicos.
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