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RESUMO

A determinagédo da carga viral (CV) plasmatica do HIV-1 é de grande importancia
para o monitoramento do curso da doenca (aids), e sua mensuragao periodica
contribui também para a compreensao da histéria natural da infecgao, da evolugao e
do progndstico da doenga. Em algumas regides geograficas ha dificuldades tanto no
acesso a postos para coleta de sangue como no processamento e armazenamento
do material bioldgico. Nesse contexto, o uso do DBS (Dried Blood Spot) para coleta
de sangue constitui uma alternativa facilitadora para paises com recursos limitados e
locais de dificil acesso. O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade do
emprego do DBS para quantificacdo da carga viral do HIV-1 em amostras clinicas,
inicialmente para uso no Laboratério de Aids e Imunologia Molecular do
IOC/FIOCRUZ. Para isso, foi empregada a metodologia de Real Time PCR,
utilizando as plataformas da Abbott m2000sp para extracdo e m2000rt para
quantificacdo do RNA viral, respectivamente. Para as amostras coletadas em DBS
foi realizada uma etapa prévia de tratamento com um tampé&o especifico antes da
extracdo do RNA viral. Analises exploratérias e estatisticas dos resultados foram
realizadas. A padronizagao do protocolo ja estabelecido para quantificagdo da CV
plasmatica pela empresa Abbott para uso com DBS foi realizada com sucesso. Do
total de 92 amostras estratificadas em faixas distintas (A, B, C e D) de acordo com
as quantificagdes de CV plasmaticas e em DBS, 80% apresentaram concordancia
entre as faixas de CV e, quando avaliadas separadamente, 85% apresentaram
valores comparaveis, considerando-se a diferenca de 0,5log1. Os valores de CV no
plasma e no DBS mostraram-se correlacionados (R2 = 0.92; coeficiente de
correlagdo de Pearson = 0.924). Da mesma forma, foi observada uma boa
concordancia entre os métodos (diferenga média = -0.22 logqg). Um Procedimento
Operacional Padrao (POP) da técnica de PCR em tempo real para detecgdo da CV
do HIV-1 a partir de DBS foi desenvolvido com sucesso para uso, inicialmente, no
Laboratério de Aids & Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ.

Palavras-chave: HIV-1, Carga Viral (CV), DBS.



ABSTRACT

The determination of HIV-1 plasmatic viral load (VL) is of great importance for
monitoring the course of the disease (AIDS), and its periodic measurement also
contributes for the understanding of the natural history of the infection, the evolution
and the prognosis of the disease. In some geographic regions, there are difficulties
both in the access to blood collection stations as in the processing and storage of
biological material. In this context, the use of DBS (Dried Blood Spot) for blood
collection constitutes a facilitating alternative for countries with limited resources and
hard to reach places. The aim of the present study was to evaluate the feasibility of
using DBS for HIV-1 VL in clinical samples, initially for use in the Laboratory of AIDS
& Molecular Immunology of IOC/FIOCRUZ. To this end, the Real Time PCR
methodology was employed, using the Abbott m2000sp and m2000rt platforms for
viral RNA extraction and quantification, respectively. For samples collected in DBS a
previous treatment step with a specific buffer was performed before the viral RNA
extraction. Exploratoryand statistical analyzes of the results were performed. The
standardization of the previously established protocol for plasmatic VL quantification
by Abbott for use with DBS was performed successfully. Out of the 92 samples
stratified in different VL categories (A, B, C and D) according to plasmatic and DBS
VL quantifications, 80% showed concordance between VL categories and, when
evaluated separately, 85% had similar values, considering the difference of 0.5 log+o.
Plasmatic and DBS VL quantifications were correlated (R?® = 0.92; Pearson’s
correlation coefficient = 0.924). In the same way, a good agreement between the
methods was observed (mean difference = -0.22 log'®). A Standard Operating
Procedure (SOP) of the Real Time PCR technique for HIV-1 VL detection from DBS
was successfully developed for initial use at the Laboratory of Aids & Molecular
Immunology of IOC/FIOCRUZ.

Keywords: HIV-1, Viral Load (VL), DBS.
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1.  Introducgao

1.1 Epidemiologia do HIV/AIDS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) (Coffin et al., 1986; Monteiro et al., 2009), é
considerado um dos patdégenos de maior relevancia das ultimas décadas. A
pandemia do HIV é altamente heterogénea, estruturada em sub-epidemias
influenciadas por fatores biolégicos, comportamentais e culturais. Desde sua
identificacdao no inicio dos anos 80(Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo, 1984), mais de
80 milhées de individuos em todo o mundo ja foram infectados pelo HIV-1, dos quais
cerca de 38 milhdes foram a &bito, fazendo deste, o patégeno de maior impacto do

ultimo século (Unaids, 2015).

Dados do ultimo relatério do Programa Conjunto das Nagbes Unidas sobre
HIV/aids revelam que em 2016 havia aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas
vivendo com HIV no mundo, e 1 milhdo de obitos relacionados ao HIV. Nesse
mesmo ano, foram registrados cerca de 1,8 milhdes (1,6 milhdo — 2,1 milhdes) de
novos casos no mundo, mostrando uma diminuicAdo em relacdo a 2000, que
registrou 3.2 milhdes, correspondendo a uma queda de 43,7% (Ministério Da Saude,
2017). Registrou-se uma cobertura de 46% (43 — 50%) de pessoas infectadas em
uso de terapia antirretroviral, o que esta relacionado a um declinio de 26% das
mortes relacionadas a aids no mundo. A falta de conhecimento de pessoas
infectadas pelo HIV-1 quanto aos beneficios do uso da terapia antirretroviral € um
grande problema, ja que individuos que nao fazem uso da terapia antirretroviral
estdo mais propicios a progressao para a aids e sdo potenciais transmissores do
virus, contribuindo assim para o aumento do numero de individuos infectados pelo
HIV. Dados da UNAIDS apontam que, em 2016, havia 19,5 milhdes de pessoas com
acesso a terapia antirretroviral no mundo, correspondendo a cerca de 53% do

numero de pessoas que deveriam estar em uso da terapia (Unaids, 2017).
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Em 2014 o Programa Conjunto das Nag¢des Unidas sobre HIV/aids (UNAIDS)
langou o documento “Acabando com a AIDS: progresso rumo as metas 90-90-90",
com intuito de acelerar o progresso da resposta ao HIV, de modo que, até 2020,
90% de todas as pessoas vivendo com HIV conhegam seu estado soroldgico
positivo para o virus, 90% de todas essas pessoas diagnosticadas com HIV tenham
acesso ao tratamento antirretroviral, e que 90% de todas as pessoas em tratamento
tenham carga viral (CV) indetectavel (Unaids, 2017). Desta forma, estima-se que nos
proximos anos haja a ampliagdo da cobertura de oferta de medicamentos
antirretrovirais devido a emergéncia de novas politicas de saude publica, as quais
incluem a oferta de tratamento a populacdes chave como medida profilatica, o que
diminuiria a probabilidade de infecgdo segundo alguns estudos (Cohen et al., 2011;
Thigpen et al., 2012; Choopanya et al., 2013), e a individuos independentemente do
estagio da doenga e dos niveis de células TCD4+, visto que o inicio precoce da
terapia tem sido associado com melhores desfechos clinicos na fase cronica da
doenca (Okulicz et al., 2015; Ding et al., 2016).

No Brasil, existem 882.810 mil pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA),
considerando-se o periodo de 1980 até junho de 2017. Até junho de 2016, no Brasil,
havia 842.535 casos acumulados de aids, sendo que, somente no ano de2016 foram
registradas 12.682 mil novas infeccbes pelo HIV e 12.298 mortes relacionadas a
aids. Outro dado relevante é que segundo o boletim epidemioldgico brasileiro, houve
um registro de 316.088 pessoas que vieram a 6bito, desde o inicio da epidemia até
dezembro de 2016 (Ministério Da Saude, 2017). Esta redugao é atribuida ao
sucesso da terapia antirretroviral e ao diagndstico precoce da infecgdo e doenga,
aumentando assim a expectativa de vida do individuo infectado. A epidemia
brasileira tem sido classificada como estavel, com uma prevaléncia de 0,6% na
populagao adulta (Ministério Da Saude, 2016). Somente no ano de 2016, segundo o
relatorio da UNAIDS, 48 mil novas infecgbes e 14 mil ébitos foram registrados
(Unaids, 2017).

No Brasil, a epidemia se concentra em grande parte entre as seguintes
populagdes-chave: usuarios de drogas injetaveis, profissionais do sexo e homens

que fazem sexo com homens. Com relagao a faixa etaria, nos ultimos 10 anos houve
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uma mudanca no perfil de idade dos novos casos de infeccdo pelo HIV reportados.
Ha mais registros em homens e mulheres mais jovens, tendo em vista que os dados
anteriores vinham registrando um maior numero de casos entre pessoas na faixa
etaria entre 30 a 50 anos e mais recentemente os dados apontam para o aumento
do nimero de casos entre jovens de 20 a 29 anos (Ministério Da Saude, 2016). E
importante enfatizar que o Brasil continua sendo uma referéncia entre paises em
desenvolvimento por oferecer acesso gratuito aos medicamentos antirretrovirais
para os individuos infectados, e por implementar um programa de reducao de danos
com medidas preventivas como a distribuicdo de preservativos e seringas, além de
campanhas de conscientizacdo da populacdo. Como resultado dessas politicas de
prevencao, as taxas de transmissio do virus reduziram, assim como a mortalidade,
0 que contribui para o controle da epidemia e para o aumento da expectativa de vida
das PVHA no pais (Unaids, 2017).

1.2 Classificagao do HIV

Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 encontra-se bem
distribuido pelo mundo, sendo considerado o principal responsavel pela pandemia
de HIV/aids. Ja o HIV-2 é menos disseminado, restrito a regido oeste do continente
africano e esta associado a um menor grau de infecciosidade e viruléncia
(revistopor(Sharp e Hahn, 2011). O HIV-1 foi classificado em quatro grupos: M
(Major, maijoritario), O (OQutlier), N (Novo, ndao-M e nao-O) e P (Pan
trogodytestroglodytes). O grupo M é o mais prevalente no mundo, e devido a sua
variabilidade genética, é classificado filogeneticamente em nove subtipos: A-D, F-H,
J e K (Robertson et al., 2000). Os subtipos A e F s&o ainda subdivididos em sub-
subtipos: A1-A5 e F1-F2 (Meloni et al., 2004). Além dos varios subtipos virais, os
eventos de recombinacdo entre os diferentes subtipos levam a geracdo de formas
recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes unicas (URFs) (Figura 1).
Tanto para a descricdo de um CRF como para um grupo ou subtipo, € necessario

que sejam sequenciados pelo menos trés genomas completos de virus obtidos de
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individuos né&o relacionados epidemiologicamente. Quando temos um novo CRF,
essas trés sequéncias devem apresentar o0 mesmo padrao de recombinagdo ao
longo do genoma (Robertson et al., 2000). Os URFs também sao formas
recombinantes entre subtipos, porém, sao encontrados em apenas um individuo

infectado (Revisto por (Hemelaar et al., 2011).

Subtipos “
I |
2 Subsubtipos

CRF Formas recombinantes circulantes

URF Formas recombinantes Unicas

Figura 1. Representacdo esquematica dos tipos, grupos, subtipos, subsubtipos e formas
recombinantes do HIV-1. Adaptado de (Robertson et al., 2000)

1.3 Caracteristicas estruturais, ciclo replicativo e genoma do
HIV-1

O HIV é um retrovirus pertencente a familia Retroviridae, a qual possui a enzima

transcriptase reversa capaz de retrotranscrever seu genoma de RNA em DNA; e ao
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género Lentivirus que se caracteriza pelo longo tempo entre a infeccdo e o

aparecimento de sintomas (revisto por Roquebert et al., 2009).

O HIV possui um genoma constituido de duas fitas de RNA similares de
polaridade positiva, sendo esta uma caracteristica comum entre os retrovirus, cada
uma com aproximadamente 9,7kb, contendo sequéncias que codificam as diversas
proteinas virais (revisto por Goto et al., 1994). A particula viral madura apresenta
simetria icosaédrica, com aproximadamente 110nm de didmetro, apresentando um
envoltério lipoprotéico denominado envelope, constituindo a camada mais externa
do virus, que se origina através da bicamada lipidica da célula hospedeira durante o
brotamento dos virions, apresentando também em sua estrutura as glicoproteinas

gp120 e gp41 (Figura 2).

Capsideo

< _Nucleocapsideo
Matriz

Lintdcito CDI

Figura 2. Esquema da particula madura do HIV-1 destacando as camadas estruturais, assim como as
proteinas e enzimas que a compdem (transcriptase reversa, protease e integrase). Fonte:
http://celulando.blogspot.com

As glicoproteinas sao codificadas pelo gene do envelope (ENV) e desempenham
assim um importante papel nas etapas de adsor¢ao, fusdo membranar e posterior
entrada na célula hospedeira (Goto et al., 1994; revisto por Goto et al., 1998). Na
parte interna do envelope viral, encontramos a matriz (MA) formada pela proteina
p17, a qual é codificada pelo grupo antigeno especifico do gene GAG. Essa proteina
€ essencial para a integridade do virion e participa na maturagao da particula viral

pela incorporagéo das glicoproteinas do envelope no virion maduro(Hoffmann et al.,
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2017). O capsideo viral (CA) apresenta forma conica sendo constituido pela proteina
p24 (Marx et al., 1988). Envoltos pelo capsideo encontram-se o nucleocapsideo
(NC), as enzimas virais (protease, transcriptase reversa e integrase) e as proteinas

acessorias, as quais estao intimamente ligadas as duas fitas de RNA.

O ciclo replicativo do HIV-1 é do tipo lisogénico, ndo havendo o rompimento da
membrana da célula pelo virus no momento em que ocorre o brotamento do mesmo,
tendo assim uma parte da membrana plasmatica do individuo infectado carreada
para formar o envelope viral. A replicacdo do HIV-1ocorre por uma série de eventos
que ocorrem de forma simultanea (Freed, 2001). O processo de entrada na célula
hospedeira se da pela adsorcdo das particulas virais na superficie de células do
sistema imunoldgico que expressam o receptor CD4 (linfocitos TCD4+, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas), através da interagao da glicoproteina do envelope
viral gp120 com este receptor. Além da molécula CD4, a gp120 reconhece e se
associa a receptores de quimiocinas, CCR5 (expresso em macrofagos e células
dendriticas) e/ou CXCR4 (expresso em células T), que servem como correceptores
para a entrada do virus na célula (Clapham e Weiss, 1997). Apds essas ligacoes,
ocorrem mudangas conformacionais nas proteinas gp120 e gp41, levando a
exposicao dessa ultima, com subsequente fusdo entre o envelope viral e a bicamada
lipidica da célula hospedeira, permitindo a entrada do virus na célula (Sattentau et
al., 1993; Manavi, 2006; Blumenthal et al., 2012)

Apds a fusdo entre o envelope viral com a membrana da célula hospedeira,
ocorre 0 desnudamento do virus com insercdo do capsideo viral no citoplasma
celular, resultando assim na liberagdo do genoma viral associado as enzimas virais
ativas, denominadas protease, transcriptase reversa e integrase, dando inicio ao
ciclo de replicagao viral (Freed, 2001). A trancriptase reversa transcreve o RNA viral
promovendo a sintese de molécula de DNA a partir do RNA viral. A transcriptase
reversa € uma enzima multifuncional que apresenta tanto a atividade de DNA
polimerase dependente de DNA assim como de RNA, bem como de ribonuclease H
(RNase H), a qual atua na formagao da molécula hibrida RNA/DNA, por meio da
clivagem especifica da fita de RNA viral. O DNA proviral sera transportado até o

nucleo celular, onde sera integrado ao genoma da célula infectada pela agao da
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integrase (Gotte et al.,, 1999; Sherman e Greene, 2002). A integracdo € um passo
essencial na replicagéo e, consequentemente, para persisténcia da infecgdo (Wu et
al., 1999; Reinke et al., 2001). A partir dessa integragdo, o genoma viral passa a ser
denominado provirus, o qual pode ser manter em estado latente até que seja ativado
por um evento mitogénico, ocorrendo assim a sintese de proteinas apds a
transcricdo do RNA viral, havendo a liberagdo de novas particulas virais que
sofrerdao a agdo da enzima protease, responsavel pela maturacdo dessas particulas
(Freed, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema do ciclo replicativo do HIV-1. Fonte: Adaptado de (Brenchley et al., 2006)

O genoma do HIV apresenta nove genes que expressam proteinas nao
estruturais regulatérias, sendo estes: GAG, ENV (que codificam proteinas
estruturais) e POL (o qual codifica as enzimas virais que sdao comuns a todos os
retrovirus); TAT E REV (genes regulatorios) e VIF, VPR, VPU e NEF (genes
acessorios) (Figura 4). Na extremidade 3’ e 5’ do genoma proviral do HIV sao
encontradas repeticoes terminais longas, denominadas de LTR (Long Terminal
Repeats), onde estdo localizadas as principais sequéncias promotoras para a

transcricdo dos genes virais (Cherrington e Ganem, 1992); revisto por (Freed, 2001).
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Figura 4. Esquema do genoma proviral do HIV-1, com as proteinas codificadas pelos genes GAG,
POL e ENV. Fonte: https://www.hiv.lanl.gov

O gene GAG é o primeiro gene, localizado na terminagédo 5’ do genoma do HIV.
Ele codifica uma poliproteina de 55 kDa a qual vem a ser posteriormente clivada por
uma protease produzida pelo virus, para que possa exercer a sua fungao bioldgica
(Tanuri et al., 1999). Durante ou logo apds o processo de montagem do virus na
célula hospedeira, a proteina Gag da origem a proteinas estruturais p17 da matriz
(MA) do virus, a p24 componente do capsideo viral (CA) e as proteinas formadoras
do nucleocapsideo (NC) p6 e p7 (Freed, 1998). Estas proteinas sdo responsaveis
por formar a estrutura funcional do virus, proteger o material genético viral e as
enzimas necessarias a replicagdo, empacotar o RNA viral, orientar as novas
particulas para a superficie da célula hospedeira, estimulando a liberagdo de novas
particulas virais (Gottlinger et al., 1989; Yu et al., 1992; Freed, 2001).

O gene POL sintetiza enzimas a partir de uma grande poliproteina precursora de
160 kDa (Pr 160GagPol), a qual é clivada por uma protease viral dando origem as
enzimas (PR - p10), transcriptase reversa (RT - p66/p51) e integrase (IN - p31)
(Freed e Martin, 1995) . Essas enzimas virais estdo envolvidas nos processos de
maturacao, retrotranscrigédo e integracdo do DNA viral ao genoma celular (revisto por
(Freed, 2001)).

O gene ENV codifica uma glicoproteina de 160 kDa, a gp160,que é traduzida no
reticulo endoplasmatico do hospedeiro, permitindo que a protease viral forme duas
glicoproteinas menores: gp120, de superficie e gp41, transmembranar. Estas
glicoproteinas sdo fundamentais para o reconhecimento e ligagao do virus a célula
alvo, permitindo que haja a fusdo do envelope viral a membrana da célula
hospedeira (Hope, 2000; Barbour e Grant, 2005).
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1.4 Histéria natural da infecgao pelo HIV-1

A aids foi descrita pela primeira vez na década de 1980, como uma doenca
que se caracterizava por uma profunda imunossupressao, causada pelo HIV. Esta
infeccao ocorre através do contato de um individuo néo infectado com o sangue,

sémen ou outros fluidos corporais de um individuo infectado.

Abaixo, podemos observar o curso clinico da doenga em auséncia do uso de
terapia antirretroviral, caracterizando-se por 3 fases, sendo a primeira denominada
fase aguda, na qual ocorre um pico de viremia que se da de 3 — 6 semanas apos a
infeccao pelo virus (Figura 5) (Ministério Da Saude, 2016). Na fase de laténcia,
passa a ocorrer um aumento de células TCD4+, e a diminuicdo da carga viral no
individuo atingindo o set point viral, o qual ocorre uma estabilizagdo da carga viral
apos um periodo de infecgao aguda pelo HIV. O set point viral ocorre depois que o
sistema imune desenvolveu células T citotoxicas especificas e comeca a tentar
combater o virus. O set point viral ndo é fixo e constante, variando para cada
individuo. A fase de aids, se instala no individuo infectado quando, além do
aumento de CV, ha também uma queda brusca dos niveis de TCD4+ circulantes no
sangue do paciente, deixando seu organismo vulneravel a outras doencas
oportunistas, neoplasias secundarias e manifestagdes neurolégicas levando até
mesmo a morte, caso nao haja tratamento, tendo em vista que o organismo do
individuo infectado nao tem como responder frente a qualquer nova infecgao (Cohen
et al., 1997; Cohen e Weisman, 1999) revisto por (Alcami e Coiras, 2011).
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Figura 5. Curso natural e tipico de infecgdo pelo HIV. (i) individuo infectado com HIV-1; (ii) Fase
aguda com duracéo de 6-12 semanas com pico da CV e queda nas células T CD4 +; (iii) Fase de
laténcia pode durar de 7-10 anos; Apds a fase aguda, a replicagéo viral atinge um nivel constante
conhecido como set point; (iv) O inicio da aids estd associado ao aumento da replicagéo viral e o
declinio das células CD4 + diminui para <200 / mm3; O tempo para o inicio da aids varia em
individuos podendo ocorrer de 2 anos a mais de 15 anos apds a soroconversao. (Adaptado de An e
Winkler, 2010).

1.5 Monitoramento laboratorial da infec¢ao pelo HIV através da
quantificacao da carga viral e a Rede Nacional de Carga
Viral

Com intuito de implementar e desenvolver uma politica nacional de controle das
IST/aids no Brasil, em 1986 foi criado o Programa Nacional de Controle de Doencgas
Sexualmente Transmissiveis e Aids, que teve um papel importante em agdes que
tentavam diminuir a doenca através de uma politica publica que fornecia medicacao
gratuita, vindo posteriormente a se tornar uma referéncia mundial no tratamento da
Aids (Monteiro et al., 2009). O Departamento propunha melhorar a qualidade de vida
dos individuos infectados pelo HIV, através de ag¢des de assisténcia, prevencéo e
monitoramento da doencga, desde o diagndstico até o tratamento dos pacientes,
junto a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude. Seus objetivos

atuais sao: reduzir a transmissao do HIV, das infec¢cées sexualmente transmissiveis


http://portal.saude.gov.br/portal/saude/Gestor/area.cfm?id_area=1498
http://www.saude.gov.br/

25

e das hepatites virais e melhorar a qualidade de vida das pessoas portadoras

dessas doengas (Monteiro et al., 2009).

Foram entdo adotadas politicas para a ampliacdo do diagnéstico, sendo os
primeiros testes imunoenzimaticos chamados de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) com alta especificidade e sensibilidade. Com a introdugcédo de novas
metodologias foram desenvolvidos novos imunoensaios o0s quais foram
desenvolvidos de acordo com a evolugdo das metodologias empregadas a partir do
ELISA (Ministério da Saude, 2013b). A determinagédo da CV plasmatica é de grande
importancia no monitoramento da infecgao pelo HIV, quantificando os virus que
estdo sendo produzidos e langados na corrente sanguinea (Ministério Da Saude,
2001). A determinagcédo da CV com exatidao e precisao auxilia na compreensao da
histéria natural da infeccado pelo HIV, da evolugéo e prognéstico da infecgdo e na
avaliacao da resposta aos esquemas terapéuticos instituidos, uma vez que reflete a

dindmica da infec¢ao (Mellors et al., 1996).

Atualmente, a Rede Nacional de Carga Viral, coordenada pelo Departamento de
Vigilancia, Prevencdo e Controle das IST, do HIV/aids e das Hepatites virais do
Ministério da Saude, conta com 84 laboratérios credenciados para a realizagao de
exames de carga viral e disponibiliza testes laboratoriais com regularidade a cada
trés meses para monitoramento do curso clinico da doenga nos individuos
sorologicamente testados. Tal estratégia permite, ainda, verificar a ocorréncia de
falha virolégica e/ou falha terapéutica, visto que uma adesdo inadequada ao
tratamento antirretroviral pode fazer com que o virus desenvolva resisténcia aos
medicamentos existentes, tornando-se necessario, nestes casos, utilizar uma terapia
de resgate (Ministério Da Saude, 2015). De acordo com a Portaria N° 59/GM/MS, de
29 de janeiro de 2003 (Ministério Da Saude, 2003), o exame de quantificacdo da CV
tem um papel importante para criancas de até 18 meses de vida, pois em funcio da
transferéncia passiva de anticorpos da mae para o bebé, utilizam-se testes para
quantificagdo da CV do HIV-1 como diagndstico. Ha também junto ao Ministério da
Saude a recomendacao do exame de CV como auxiliar no diagnéstico nos casos em
que o médico suspeita de infeccdo aguda pelo HIV, ja que a sorologia para o

rastreamento do HIV é geralmente negativa nessa fase. No intervalo de tempo
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compreendido entre as primeiras semanas da infec¢cao pelo HIV até o aparecimento
dos anticorpos anti-HIV (soroconversao), bilhdes de particulas virais sdo produzidas
diariamente, a viremia plasmatica alcanga niveis elevados e o individuo torna-se um

potencial transmissor do HIV (Ministério Da Saude, 2013a).

Durante os 20 anos de existéncia da Rede Nacional de Carga Viral no Brasil, a
qual foi criada em 1998, trés metodologias distintas foram utilizadas pelos
laboratérios participantes da rede: (1) Nucleic Acid Sequence Based Amplification
(NASBA), de 1997 a 2007, (2) Branched DNA (b-DNA), de 2007 a 2013 e (3) Real
Time PCR (qRT-PCR), de 2013 até o momento (Quadro 1). O NASBA (Biomérieux,
Franca) € um procedimento que consiste em uma reagao de amplificagao isotérmica
que utiliza sondas e primers especificos e otimizados. O b-DNA (Siemens,
Alemanha) é um procedimento de hibridizagao tipo sanduiche do acido nucléico para
a quantificacdo direta do RNA do HIV-1 no plasma humano. O RealTime PCR
(Abbott, Estados Unidos) é um teste que envolve a transcricdo reversa seguida de
amplificacdo por PCR. Atualmente, o exame de quantificagcdo da carga viral
plasmatica do HIV-1 emprega a metodologia Real Time PCR (plataforma m2000),
sendo executado por todos os laboratérios de CV integrantes da Rede Nacional de

Carga Viral do Departamento Nacional de IST/Aids e Hepatites virais.

QUADRO 1 — COMPARAGAO ENTRE AS METODOLOGIAS PARA
QUANTIFICAGAO DA CV DO HIV-1 EMPREGADAS NA REDE NACIONAL DE

CARGA VIRAL.
Fabricantes

Biomérieux Siemens Abbott
Metodologia NASBA b-DNA RealTime PCR
Tipo de Amostra (Material) Soro e Plasma Plasma Plasma
Regido Gendémica utilizada gag pol pol
Faixa de detecgéo (cp/mL) 80 a 10.000.000 | 50 a 500.000 40 a 10.000.000
Grupos detectados Grupo M Grupo M Grupo M; Grupo N

Subtipos/recombinants

Subtipos A,B, C,

Subtipos A, B,C, D,

Subtipos A, B, C,
D,G,H, CRF01-

detectados D,FH F.G AE. CRF02-AG
Volume de amostra utlizado (mL) | 1,0 1,0 0,6

Tempo de execugdo do ensaio 1h 30 min 28 horas 7 horas
Quantidade de testes por analise | 30 168 93
Especificidade 100,00% 97,60% 99,50%
Automatizagao Sim Parcial Sim
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1.6 Uso do papel de filtro (Dried Blood Spot, DBS) para
quantificagao da carga viral

Empregou-se pela primeira vez o DBS para realizacado de exames laboratoriais
para determinagcédo da presencga de fenilalanina e fenilcetonuria em recém-nascidos
pelo grupo coordenado pelo Dr. Robert Guthrie, em 1963, na Escécia (Figueiré-Filho
et al., 2005). No Brasil, essa técnica se tornou conhecida em alguns laboratérios na

década de 80, quando tornou-se obrigatdrio a triagem neonatal (“teste do pezinho”).

No contexto da mensuragdo periodica de CV plasmatica do HIV no
monitoramento do curso clinico da doenga, deve-se levar em conta que existem
localidades com distancia consideravel entre o local de residéncia dos individuos
infectados pelo HIV e o local onde séo realizadas a coleta e armazenagem de
sangue, dificultando a realizacdo dos exames de CV com a devida periodicidade.
Outra questao que implica negativamente em locais sem estrutura € a necessidade
de geladeiras e freezers para armazenagem do material coletado até a hora da
realizacdo do exame. O alto custo de se manter um laboratério ou até mesmo a
logistica de envio dessas amostras para os locais que executam o exame de CV
fazem com que muitos pacientes nao tenham acesso a realizacdo do exame para
devido monitoramento do curso clinico da infeccédo pelo HIV. Frente a esses fatores
e visando minimizar essas dificuldades, o uso do DBS tem sido apontado em
diversos estudos - principalmente em regides do continente africano - como
apropriado para coleta de material biolégico e tem se mostrado uma ferramenta
facilitadora para a quantificagdo da CV nesses locais mais afastados (Brambilla et
al., 2003; Alvarez-Munoz et al., 2005; Uttayamakul et al., 2005; Lofgren et al., 2009;
Andrecotti et al., 2010; Benedicto et al., 2017).

De acordo com um relatério recente divulgado pelo programa Médicos Sem
Fronteiras, em Uganda ha uma dificuldade ao acesso a testes de CV de HIV
(Médecins Sans Frontiéres, 2013). Isso se da pelo alto custo e pela complexidade da
coleta de sangue, sendo necessario dispor de pessoas treinadas e locais
apropriados para armazenamento das amostras, o que na maioria das vezes sao

fatores cruciais, agregados a necessidade de formagado de recursos humanos e
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infra-estrutura de laboratério. Ha neste pais uma forte recomendacao de que a CV
seja a abordagem de monitoramento preferencial para diagnosticar e confirmar a
falha terapéutica (Balinda et al., 2016). Um estudo prévio realizado neste mesmo
pais indicou que o DBS constitui uma alternativa pratica para substituicdo do
plasma, j4 que ha estudos relatando que as amostras em DBS s&o mantidas
estaveis, havendo uma facilidade na coleta, no armazenamento e transporte das

mesmas (Hamers et al., 2009).

Ha diversas marcas de testes diferentes para a quantificacdo da CV do HIV-
1disponiveis no mercado, tais como: Real time PCR (Abbott), que emprega a
metodologia de PCR em tempo real; Cobas Amplicor(Roche), que consiste em um
PCR qualitativo in vitro e Nuclisens easyQ (Biomérieux), primeiro sistema
automatizado que combina a amplificacdo NASBA com a deteccdao do RNA em
tempo real, criando possibilidades de se optar por kits com valores mais baixos
(Cassol et al., 1997; Mbida et al., 2009; Bertagnolio et al., 2010). A Tabela 1
apresenta um panorama dos estudos ja realizados empregando a quantificagdo da

CV em DBS, bem como a estratégia metodoldgica utilizada.
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TABELA 1 - LEVANTAMENTO DOS ESTUDOS JA REALIZADOS EMPREGANDO
A QUANTIFICAGAO DA CV EM DBS

Populagao N. Local Técnica empregada Referéncia bibliografica
Pacientes infectados pelo HIV-1 103 Madri — Espanha NuclisensEasyQ Garrido, C.; 2009
Criangas até 18 meses expostas a 375 Nordeste da Abbott RealTime e ROCHE COBAS
. cN P N AmpliPrep/COBAS TagMan Lofgren, S., 2009
infecgdo pelo HIV-1 Tanzania
System
Individuos entre 18 -60 anos 125 co . .
infectados pelo HIV-1 India Abbott RealTime Neogi, U.;2012
i i 157

Adultos infectados pelo subtipo Madri — Espanha Abbott RealTime Arredondo, M.; 2012
B do HIV-1

i i - 547
Pacientes infectados pelo HIV-1 Malawi Abbott RealTime Rutstein, S.; 2014
em uso de ART
Pacientes infectados pelo HIV-1 119
provenientes de 20 centros de Malawi Abbott RealTime Erba, F.; 2015
tratamento

. . 158 . .
Criangas infectadas pelo HIV-1 Mogambique Abbott RealTime Erba, F.; 2015
Pacientes infectados pelo HIV-1 200 . Roche COBAS Ampliprep/COBAS
em uso de ART Quénia Tagman X Abbott m2000 Zeh, C., 2017
i i - 723 -

Criangas infectadas pelo HIV-1 Maputo - Abbott RealTime HIV-1 Chang, J.; 2017
em uso de ART Mogambique

Existem, ainda, estratégias distintas que faciltam a coleta do sangue para
avaliagao da CV. A maioria dos estudos de DBS versus plasma é realizada usando
DBS a partir de sangue venoso coletado em tubos de EDTA (Parkin, 2014; World
Health Organization et al., 2014). O DBS é mais facil de ser preparado utilizando a
puncédo no dedo (em adultos) ou no calcanhar (em bebés) (Parkin, 2014). Em um
estudo realizado em 2017 utilizando a mesma metodologia do presente estudo, foi
feito um comparativo entre a coleta no DBS a partir do dedo e do sangue venoso
versus o0 padrdo de plasma, demonstrando que, independente de como ou da area
de coleta do sangue, ambos tém desempenho muito semelhantes (Tang et al.,
2017). O uso da coleta no DBS a partir da puncao digital para o monitoramento da
CV é uma oportunidade que permite uma mudanca na avaliagcdo em locais com

recursos limitados (Rutstein et al., 2014).

Tais evidéncias demonstram que o uso do DBS constitui uma ferramenta mais

acessivel e de armazenagem facilitada, ampliando assim o monitoramento da CV
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em programas de rede publica de saude, principalmente em locais com grandes
distancias geograficas, e ampliando também o acesso ao tratamento antirretroviral

nos contextos dos paises de baixa e média renda.
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2. Justificativa

Os exames de CV plasmatica refletem a dinadmica replicativa do virus, pois estes
quantificam as particulas que sao produzidas e liberadas na circulagao sanguinea do
individuo infectado pelo HIV. Desta forma, € importante que haja um monitoramento
periddico com a utilizagdo de exames de quantificacdo da CV, que € um marcador
gue nao so6 fornece os dados quantitativos referentes as particulas virais circulantes,
bem como auxilia na avaliagdo da resposta ao tratamento antirretroviral e a falha
terapéutica em pacientes ja tratados, quando em combinagdo com o resultado do
exame de genotipagem do HIV (Waters et al., 2007; Garrido et al., 2009), os quais
constituem ferramentas importantes para a reestruturacdo da combinagao

terapéutica a ser utilizada.

O uso do DBS auxilia no monitoramento da CV em locais de dificil acesso ou
onde a metodologia ndo esta disponivel. A relagdo custo-beneficio da técnica é
considerada positiva, principalmente quando se leva em consideracdo que nio é
necessario criar ou adaptar laboratérios para a realizacdo destes testes, contratar
pessoal treinado, comprar ou alugar equipamentos ou freezers para armazenagem
do material, mas sim arcar com gastos referentes a aquisicao do cartao de coleta de

amostras, o que possibilita que haja reducao nos custos quando se utiliza o DBS

Outras vantagens sdo: utilizar uma quantidade menor de sangue do paciente e
ser mais facilmente transportado, o que simplifica a logistica para utilizagao deste
tipo de material. O emprego do DBS é também aplicavel no caso de transporte de
material para outros paises, uma vez que a forma de armazenamento deste material
€ mais facil (dentro de caixas com dissecantes), sua forma de envio tem menor custo
e acredita-se que tenha um maior tempo de duracdo do material coletado quando
armazenado de forma correta, podendo inclusive ser armazenado em diferentes

temperaturas.

O uso do DBS no Brasil vem se expandindo, podendo ser observada a sua
utilizacdo ndo somente para a quantificacdo da CV do HIV-1, mas também para
estudos de deteccao e quantificagdo do virus da hepatite C (HCV), demonstrando

que pode ser uma boa alternativa para diagndstico de algumas doencgas (Flores, et
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al.,, 2017). O presente estudo foi realizado com a finalidade de comparar o
desempenho da técnica de quantificagdo da CV do HIV-1 em DBS - que é ainda
pouco utilizada no Brasil — com a quantificagao da CV do HIV-1 a partir do plasma,
com o intuito de auxiliar no diagndstico, no manejo clinico e no tratamento de

pacientes infectados pelo HIV-1.
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3. Objetivos

Objetivo geral:

- Avaliar a viabilidade do emprego do DBS para quantificagcdo da CV de pacientes
infectados pelo HIV-1em amostras clinicas, para uso, inicialmente, no Laboratério de
Aids e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ.

Objetivos especificos:
- Adaptar o método de extracao comercial utilizado para deteccdo do RNA do HIV-1

no plasma em amostras coletadas em DBS;

- Comparar os resultados de CV obtidas a partir do plasma e do DBS, a fim de

avaliar a correlacéo entre eles;

- Determinar a concordancia entre os métodos utilizados para quantificacdo da CV
do HIV-1 a partir do plasma e do DBS;

- Otimizar o protocolo da técnica de PCR em tempo real para detecgao da CV do
HIV-1 em amostras clinicas coletadas no DBS para uso, inicialmente, no Laboratério
de Aids e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ.
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4. Metodologia

4.1 Casuistica

No presente estudo, foram incluidas 102 amostras de sangue de individuos
soropositivos para o HIV-1, que apresentavam falha terapéutica, encaminhadas no
ambito da Rede de Carga Viral e Genotipagem do Programa Nacional de IST/Aids
do Ministério da Saude ao Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ-RJ, para a realizacdo da CV pelo método m2000sp Abbott
RealTime HIV-1. As amostras foram estratificadas de acordo com a CV plasmatica:
Faixa A: abaixo de 1000 cépias/ml Faixa B: 1.000 < CV<10.000 cépias/mL; Faixa C:
10.000=< CV <50.000 cépias/mL e Faixa D: CV = 50.000 copias/mL (Tabela 2). Para
estratificacdo dos resultados das quantificacbes de CV selecionamos faixas que
estdo de acordo com os resultados mais frequentes, na tentativa de fazer com que a

distribuicdo das amostras entre as faixas distintas fosse o mais equivalente possivel.

TABELA 2 — FAIXAS DE CARGA VIRAL SELECIONADAS PARA O ESTUDO EM
COPIAS/mL E LOG10o

Faixas de Carga Viral Valores em Cépias/mL log 10
A <1.000 < 3,00
B >1.000 < 10.000 3,00-4,00
C >10.000 < 50.000 4,00-4,69
D >50.000 > 4,69

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do IOC/FIOCRUZ, como emenda de
um projeto anterior, denominado “Padronizagdo e avaliagdo clinica da técnica de
genotipagem in house para detecgcdo de mutagdes de resisténcia e de subtipos do
HIV-1 a partir de amostras de sangue aplicadas em papel de filtro”, sob o CAAE n°
47949215.0.0000.5248.
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4.2 Processamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 5mL contendo EDTA e
enviadas ao laboratério para processamento de acordo com os seguintes protocolos
de CV:

(1) CV a partir do plasma (convencional): O plasma foi obtido por centrifugacéo
do sangue total a 1500rpm por 10 minutos, e estocado a -70°C até o momento do

uso.

(2) CV a partir do DBS: Um volume de 70ul ou 100ul de sangue total foi aplicado
com uma pipeta calibrada em 5 campos do DBS (Whatman N° 903), certificando que
cada circulo estava totalmente preenchido, mas ndao em excesso. O fato de termos
dois volumes distintos justifica-se porque no inicio da selecdo dos pacientes
seguiamos o protocolo do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para a
quantidade de 100ul de amostra em cada circulo do cartdo, ja que nao havia ainda
sido registrado no mercado o kit de DBS da Abbott. Quando tivemos acesso ao
protocolo estabelecido pela Abbott, optamos por seguir estritamente as normas do
fabricante, e a partir de entdo passamos a dispensar no DBS o volume de 70ul de

sangue.

Apods a secagem a temperatura ambiente (15-30°C) entre 3 a 18hs, os discos
foram acondicionados em sacos plasticos individuais e armazenados a -70°C até a

realizacao do teste (Figura 6).
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(A) (B)

Figura 6. DBS antes (A) e apos (B) a dispensacgéo do sangue total.
4.3 Quantificagao de Carga Viral

O ensaio Abbott RealTime HIV-1 utiliza a tecnologia de PCR com deteccao de
fluorescéncia em tempo real. O desenho da sonda de fita dupla possibilita a
deteccado de diversos subtipos do grupo M (subtipos A, B, C, D, CRF0O1-AE, F,
CRF02-AG, G, H), N e O, e seus resultados sdo expressos em copias/mL ou
Unidades internacionais/mL (Ul/mL). A sequéncia alvo para este ensaio € a regido
da Integrase do gene POL do HIV-1, sendo esta uma regido extremamente
conservada. Além disso, os iniciadores foram desenvolvidos de modo a hibridizar-se
com a regido mais conservada. Esta técnica utiliza a RT-PCR para gerar produtos
amplificados a partir do RNA do HIV-1 em amostras de pacientes infectados. Uma
sequéncia de DNA nao relacionada ao HIV-1(DNA de Abdbora) é amplificada
simultaneamente no RT-PCR servindo de controle interno (CI) durante todo o
processo. A quantificacdo do produto amplificado a partir da amostra sera
proporcional a quantidade de sondas de oligonucleotideos marcadas por

fluorescéncia referente a sequéncia alvo do HIV-1(Abbott Molecular, 2013).

4.4 Extracao e amplificagao do RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir das amostras de plasma pela
plataforma m2000sp (Abbott, Estados Unidos), a qual utiliza como principio a agéao
de microparticulas magnéticas que concentram (ou que se ligam) ao RNA viral
presente na amostra. O RNA viral das amostras no DBS foi extraido a partir de 1spot

do cartdo para extragcédo. A quantificagcado do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit
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Abbott RealTime HIV-1 e as plataformas m2000sp para extracdo e a plataforma
m2000rt para amplificagéo (Figura 7).

(A) (B)

— .
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_

Figura 7: Plataformas de extragdo (m2000sp) (A) e amplificagdo (m2000rt) (B) da carga viral.

Para as amostras de DBS, empregou-se uma tesoura que era utilizada por
paciente e depois autoclavada, para recortar 1 spot do cartdo de DBS por paciente,
que foi adicionado a um tubo contendo tampao de lise contendo tiocianato de
guanidina que é especifico para uso em DBS, e foi fornecido pela Abbott. Os tubos
contendo o tampédo e os spots de DBS foram colocados em um bloco de
aquecimento a seco a 55 °C por 30 minutos para desprender o RNA viral do cartao.
Apos o término da incubagdo, misturou-se gentiimente os tubos, que foram em
seguida colocados no equipamento m2000sp. Todo o equipamento foi abastecido de
placas, tubos e ponteiras, os quais constituem insumos utilizados no processo
automatico de extragdo. Foram dispensados 500ul de Cl no tampao de lise e os
outros reagentes tais como agua, tampao de lavagem, microparticulas magnéticas e
eluente foram colocados em suas racks, dando-se assim inicio a extracdo das
amostras, que é um processo totalmente automatizado. Ao final da extracdo, é
colocada uma placa de 96 pocos no equipamento m2000sp, e o material eluido
resultante da extracdo do RNA provenientes das amostras é transferido para essa
placa, juntamente com um mix fornecido com o kit, contendo os reagentes
necessarios para a proxima etapa (amplificagado). Ao final deste processo, a placa é
selada com um selante 6ptico e transportada para a plataforma m2000rt, onde se da

a etapa de amplificagdo do RNA viral. Como nao existe necessidade de quebra da
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sonda na etapa de amplificagdo, sendo apenas a ligagao a sonda para gerar o sinal
de fluorescéncia, utiliza-se uma ciclagem composta por 35 ciclos a 92°C para a
etapa de desnaturacdo do RNA, seguida de 56°C para a etapa de extensao,
finalizando coma detecgdo do sinal de fluorescéncia a 35°C. Apds o término da
reacdo, com o auxilio do programa utilizado no equipamento, os dados séao
apresentados diretamente no computador que fica acoplado ao equipamento e
exportados em arquivo de texto para um CD, onde o resultado € enviando para o
sistema de liberacdao de resultados do Ministério da Saude e uma copia é

armazenado em um drive de backup.

A faixa de CV detectavel por esta metodologia varia entre 40 a 10.000.000
copias/mL para o plasma e 839 a 10.000.000 cépias/mL para o DBS, sendo
considerada uma metodologia sensivel e rapida, facilitando a liberacédo dos
resultados (Abbott Molecular, 2016).

4.5 Analises estatisticas

Para a analise exploratdria dos dados foram feitos boxplots e testes de média
(Teste t) e mediana (Teste de Wilcoxon) com o intuito de comparar os resultados
obtidos para o grupo de 92 amostras. Para avaliar a correlagdo entre os valores de
CV expressos em logq obtidos por meio das duas metodologias empregadas
(plasma e DBS), foi empregada a regressao linear e estimado o coeficiente de
correlagdo de Pearson. Para avaliar a concordancia entre as duas metodologias
utilizadas, foi utilizada a analise de Bland-Altman, através da qual as diferencas
entre os resultados individuais de CV a partir do plasma e do DBS sao apresentadas
comparativamente a média dos dois resultados. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa R v.3.4.0. O nivel de significancia considerado nas
analises foi de 5%. Essa etapa contou com a colaboragédo da Dra. Neilane Bertoni,
da Coordenacao de Pesquisa na Divisdo de Epidemiologia no Instituto Nacional do
Cancer, INCA.
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No presente estudo, considerou-se para todas as analises os valores de CV
expressos em logq. Nas analises comparativas dos resultados das quantificagbes
de CV plasmatica e em DBS, estes foram considerados “concordantes” quando a
diferenca entre os valores de CV foi menor ou igual a 0,5log1; enquanto que
resultados “discordantes” foram aqueles cuja diferenga foi maior do que 0,5 logo.
Este é o valor utilizado como critério para avaliagdo clinica dos pacientes com

relacdo a condutas terapéuticas empregadas (Abbott Molecular, 2013).
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5. Resultados

O conjunto original de amostras elegiveis para o estudo era composto por 102
amostras. Desse total, 10 amostras (9,8%) foram excluidas antes de qualquer
analise, pelos seguintes motivos: indisponibilidade da amostra em DBS (n=2);
indisponibilidade do resultado da CV plasmatica (n=1); CV indetectavel em DBS
(n=6) ou erro do equipamento durante a etapa de amplificacdo (n=1). Portanto, 92

amostras foram avaliadas neste estudo.

As amostras de sangue total foram dispensadas no DBS logo apds a chegada ao
laboratério e apds a secagem de 3 a 18 horas, eram armazenadas em freezer -70°C
(com dissecante). Ja o plasma era separado apés a centrifugagdo do sangue total, e
tinha seu material genético extraido e amplificado no mesmo dia. Uma aliquota de

plasma reserva foi armazenada a -70°C para ser utilizada em caso de repeticao.

5.1 Padronizagao da extragao das amostras coletadas em DBS

Foi possivel quantificar a CV do HIV-1 a partir do RNA viral extraido das 92
amostras incluidas no estudo (vide resultados no item 10.3), portanto, podemos
dizer que todas as amostras aplicadas em DBS tiveram o RNA viral extraido com
sucesso utilizando os equipamentos m2000sp e m2000rt e seguindo o protocolo de
extracdo de DBS ja estabelecido pela Abbott, a qual incluia o uso de um tampao
especifico para uso em DBS (item 4.4, secao Metodologia),ndo havendo

necessidade de ajuste de volume ou condi¢gbes de temperatura.

5.2 Comparagao dos resultados de CV em DBS com diferentes

volumes inicialmente utilizados

Conforme detalhado na secdo “Metodologia”, durante a realizagdo do estudo

houve uma mudanca no volume estabelecido para dispensac¢ao da amostra no DBS.
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Em virtude desta alteracao, tornou-se importante sabermos se a diferenca entre os
volumes (DBS100 e DBS70) poderia interferir de alguma forma nos resultados
obtidos. Assim, inicialmente foi realizada uma comparacado dos resultados obtidos
para o DBS70 (empregado ap6s o DBS100), a partir de um conjunto de 7 amostras
selecionadas a partir de suas cargas virais plasmaticas, de modo a contemplar as

faixas distintas adotadas no presente trabalho (Tabela 3).

Para isso, dispensamos o sangue total das 7 amostras da rotina laboratorial da
CV que foram selecionadas no papel de filtro e realizamos o protocolo de CV

plasmatica.

TABELA 3 — RESULTADOS DAS QUANTIFICAGOES DE CV PLASMATICA, EM
DBS 70 E EM DBS 100 DAS 7 AMOSTRAS EMPREGADAS NA COMPARACAO

DO ENSAIO
CV plasmatica CVv DBS 70 CV DBS 100
Amostra
cp/mL log 10 cp/mL log 10 cp/mL log 10
1 449.826 5,65 1.068.539 6,03 1.577.483 6,20
2 40.404 4,61 93.349 4,97 105.608 5,02
3 2.201 3,34 5.785 3,76 7.179 3,86
4 9.330 3,97 22.233 4,35 22.404 4,35
5 20.225 4,31 34.101 4,53 35.428 4,55
6 50.269 4,70 103.216 5,01 90.311 4,96
7 32.476 4,51 79.069 4,90 59.101 4,77

As analises estatisticas desses resultados mostraram que as medianas das CV
obtidas utilizando-se DBS70 e DBS100 nado sao estatisticamente distintas
(p=0.6875), o que nos permitiu concluir que essa variagao no volume dispensado no

DBS nao tem interferéncia significativa sobre o resultado da quantificagdo da CV.

5.3 Distribuicido dos resultados das quantificacbes de CV

plasmatica versus em DBS

Com base nos resultados apresentados no item 5.2, decidimos avaliar as 92
amostras incluidas no estudo como um Unico conjunto de amostras,

independentemente de o volume inicial dispensado no papel de filtro ter sido 70 ou
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100 ul. A analise exploratéria dos resultados das quantificagcbes de CV plasmatica e
em DBS mostrou que as medianas dos valores obtidos sdo bastante similares
(=4logqo) (Figura 8). Além disso, observa-se que houve uma maior variagdo dos

valores de CV no plasma quando comparados aos valores em DBS.

Log da Carga Viral

DBS Flasma

Figura 8. Distribuicdo das cargas virais (log10) entre DBS e plasma agrupando as 92 amostras do
estudo. Linhas dos boxplots = quartis; Linha no interior do boxplot = mediana; Barras verticais =
intervalos entre valores extremos (minimo e maximo); Circulos = observagbes fora do intervalo
(outliers)

No presente estudo, as 92 amostras foram categorizadas em 4 grupos de acordo
com faixas de diferentes valores de CV plasmatica (item 1, secdo Metodologia). A
Tabela 4 mostra a distribuicao das amostras nas diferentes faixas. A faixa C foi a
que concentrou maior quantidade de amostras tanto no plasma quanto no DBS
(n=29; 32%), seguida das faixas B, D e A. E importante destacar que na faixa A
estdo incluidas 15 amostras cujas CV plasmaticas e/ou em DBS estavam abaixo do
limite minimo de deteccdo do teste (=40 coépias/ml para CV plasmatica e =839

cépias/ml para DBS), sendo: 12 amostras com CV abaixo do limite minimo no DBS e
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valores mensuraveis para o plasma; 2 amostras com CV plasmatica abaixo do limite
minimo e com valores detectaveis no DBS e 1 amostra com CV abaixo do limite
minimo de deteccao para ambos os métodos. Para estas amostras, foram atribuidos

os valores de 39 cp/mL para o plasma e 838 cp/mL para o DBS.

TABELA 4 - DISTRIBUIGAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM AS FAIXAS
DE CARGA VIRAL PLASMATICA E EM DBS UTILIZADAS NO ESTUDO

Faixas de Valores em Plasma DBS
Carga Viral Cépias/mL N. % N. %
A <1.000 17 18% 15 16%
B >1.000 < 10.000 28 30% 26 28%
C >10.000 < 50.000 29 32% 29 32%
D > 50.000 18 20% 22 24%
Total 92 100% 92 100%

Avaliando a classificacdo das amostras nas diferentes faixas considerando-se o
plasma e o DBS, podemos observar que a maioria das amostras (N=74; 80%) teve a
mesma classificacdo quando considerada a CV plasmatica ou em DBS (Tabela 4).
Dentre as 18 amostras ndo concordantes, 4 (22%) estavam dentro dos limites
aceitaveis de variacao (0,5 logio). A fim de realizarmos uma analise comparativa
mais precisa, consideramos também os valores individuais de CV plasmatica ou em
DBS de cada amostra incluida no estudo. Esta analise mostrou que 78 amostras
(85%) apresentaram resultados concordantes, enquanto que 14 amostras (15%)
apresentaram resultados discordantes. A Tabela 5 mostra os resultados de CV
obtidos para todas as amostras incluidas no estudo. Os resultados de CV das

amostras discordantes sao apresentados na Tabela 6.
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TABELA 5 - RESULTADOS DE CV PLASMATICA E DBS EM COPIAS E log DE
TODAS AS AMOSTRAS INCLUIDAS NO ESTUDO

(contimua)
ul sangue |CV plasmadtica CV DBS # entre
ID PROJETO Log,, Log,,
total {cp/mL) {cp/mL) Logy,

1 100 ul 37.910 4,58 65.713 4,82 0,24
2 100 ul 8.420 3,93 3.405 3,53 -0,39
3 100 ul 461.201 5,66 296.426 5,47 -0,19
4 100 ul 4,917 3,69 5.282 3,72 0,03
] 100 ul 370 2,57 838 2,92 0,36
6 100 ul 24.081 4,92 73.060 4,86 -0,06
7 100 ul 205 2,31 238 2,92 0,61
9 100 ul 4,193 3,62 4,751 3,68 0,05
10 100 ul 18.297 4,26 14.568 4,16 -0,10
12 100 ul 370.914 5,57 300.5948 5,48 -0,09
13 100 ul 1.115 3,05 238 2,92 -0,12
14 100 ul 91 1,96 1.207 3,08 1,12
15 100 ul 135.416 5,13 146.607 5,17 0,03
16 100 ul 177.804 5,25 183.987 5,26 0,01
17 100 ul 1.464 3,17 3.354 3,53 0,36
18 100 ul 1.180.118 6,07 1.579.465 6,20 0,13
15 100 ul a0 1,60 238 2,92 1,32
20 100 ul 7.602 3,88 7483 3,87 -0,01
21 100 ul 26.069 4,42 10.520 4,02 -0,39
22 100 ul 18.742 4,27 15.016 4,18 -0,10
23 100 ul 40.143 4,60 45.692 4,66 0,06
24 100 ul 17.732 4,25 1159.505 5,08 0,83
25 100 ul 99.437 5,00 124.115 5,09 0,10
26 100 ul 43.120 4,63 50.801 4,71 0,07
27 100 ul 15.967 4,20 15.595 4,19 -0,01
28 100 ul 887 2,95 238 2,92 -0,02
30 100 ul 1.638 3,21 4,273 3,63 0,42
31 100 ul 7.845 3,89 23.293 4,37 0,47
32 100 ul 12.803 4,11 21.595 4,33 0,23
33 100 ul 41.658 4,62 40.787 4,61 -0,01
34 100 ul 4,486 3,65 3.279 3,52 -0,14
33 100 ul 4,303 3,03 3.045 3,56 -0,07
36 100 ul 234.520 4,74 75.879 4,88 0,14
a7 100 ul 311 249 238 2,92 0,43
38 100 ul 23.335 4,37 47.815 4,68 0,31
39 100 ul 1.708 3,23 22.943 4,36 1,13
40 100 ul 3.881 3,39 3.873 3,39 0,00



(contimua)
ul sangue |CV plasmadtica CV DBS # entre
1D PROJETO Log,, Log,,
total (cp/mL) (cp/mL) LOgy,

1 100 ul 37.910 4,58 65.713 4,82 0,24
2 100 ul 8.420 3,93 3.405 3,53 -0,39
3 100 ul 461.201 5,66 296.426 5,47 -0,19
4 100 ul 4.917 3,69 5.282 3,72 0,03
5 100 ul 370 2,57 238 2,92 0,36
6 100 ul 84.081 4,92 73.060 4,86 -0,06
li 100 ul 205 2,31 838 2,92 0,61
9 100 ul 4.198 3,62 4,751 3,68 0,05
10 100 ul 18.297 4,26 14.568 4,16 -0,10
12 100 ul 370.914 35,57 300.948 5,48 -0,09
13 100 ul 1.115 3,05 838 2,92 -0,12
14 100 ul 91 1,96 1.207 3,08 1,12
15 100 ul 135.416 5,13 146.607 517 0,03
16 100 ul 177.804 5,25 183.987 5,26 0,01
17 100 ul 1.464 3,17 3.354 3,53 0,36
18 100 ul 1.180.118 6,07 1.579.465 6,20 0,13
15 100 ul a0 1,60 238 292 1,32
20 100 ul 7.602 3,88 7.483 3,87 -0,01
21 100 ul 26.069 442 10.520 4,02 -0,39
22 100 ul 18.742 4,27 15.016 4,18 -0,10
23 100 ul 40.143 4,60 45.692 4,66 0,06
24 100 ul 17.732 4,25 119.505 5,08 0,83
25 100 ul 99.437 5,00 124.115 5,09 0,10
26 100 ul 43.120 4,63 50.801 4,71 0,07
27 100 ul 15.967 4,20 15.595 4,19 -0,01
28 100 ul 887 2,95 838 2,92 -0,02
30 100 ul 1.638 3,21 4.273 3,63 042
31 100 ul 7.845 3,89 23.293 4,37 0,47
32 100 ul 12.803 4,11 21.595 4,33 0,23
33 100 ul 41.658 4,62 40.787 4,61 -0,01
34 100 ul 4.486 3,65 3.279 3,52 -0,14
35 100 ul 4.303 3,63 3.645 3,56 -0,07
36 100 ul 54.520 4,74 75.879 4,88 0,14
37 100 ul 311 2,49 838 2,92 0,43
38 100 ul 23.335 4,37 47.815 4,68 0,31
39 100 ul 1.708 3,23 22.943 4,36 1,13
40 100 ul 3.881 3,59 3.873 3,39 0,00
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(conclusdo)

1D ul sangue |CV plasmadtica CV DBS # entre
PROJETO | total (cp/mL) L0B:0 (cp/mL) L0B:o Log,,

85 70 ul 1.925 3,28 3.133 3,50 0,21
86 70ul 26.474 4,42 38.390 4,58 0,16
87 70ul 28.406 4,45 37.528 4,57 0,12
88 70 ul 152 2,18 838 2,92 0,74
90 70 ul 6.989 3,84 8.257 3,92 0,07
91 70ul 37.391 4,57 40.787 4,61 0,04
92 70ul 58 1,76 833 2,92 1,16
93 70 ul 34.877 4,54 27.101 4,43 -0,11
95 70 ul 33 1,59 1.086 3,04 1,44
96 100 ul 7.791 3,89 15.016 4,18 0,28
97 100 ul 39 1,59 893 2,95 1,36
98 100 ul 49,777 4,70 57778 4,76 0,06
93 100 ul 23.201 4,37 29,232 4,47 0,10
100 100 ul 7.048 3,85 18.987 4,28 0,43

TABELA 6 - RESULTADOS DE CV PLASMATICA E EM DBS (log10) DAS

AMOSTRAS CUJOS VALORES FORAM DISCORDANTES

ID ul sangue | CV plasmatica Logso CV DBS Logso # entre
PROJETO total (cp/mL) (cp/mL) Logio

7 100 ul 205 2,31 838 2,92 0,61
14 100 ul 91 1,96 1.207 3,08 1,12
19 100 ul 40 1,60 838 2,92 1,32
24 100 ul 17.732 4,25 119.505 5,08 0,83
39 100 ul 1.708 3,23 22.943 4,36 1,13
42 100 ul 39 1,59 838 2,92 1,33
a7 100 ul 183 2,26 838 2,92 0,66
53 100 ul 154.759 5,19 45.347 4,66 -0,53
56 100 ul 50 1,70 5.486 3,74 2,04
57 100 ul 297 2,47 1.622 3,21 0,74
88 70 ul 152 2,18 838 2,92 0,74
92 70 ul 58 1,76 838 2,92 1,16
95 70 ul 39 1,59 1.086 3,04 1,44
97 100 ul 39 1,59 898 2,95 1,36

46



a7

5.4 Andlises de correlagio e de concordancia entre as

quantificagoes de CV plasmatica versus em DBS

Considerando-se as amostras com CV detectavel nos dois métodos (n=77;
84%), a correlagéo entre os valores de CV obtidos entre as amostras de plasma e
DBS foi elevada (coeficiente de correlagéo de Pearson 0.924 e R? = 0.92) (Figura 9).
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Figura 9. Gréfico de correlagédo entre os resultados das quantificagdes de CV a partir do plasma e do
DBS.

A analise de concordancia entre os métodos mostrou que os resultados se
apresentaram bem distribuidos sobre a média de CV obtida (3,87 logio) e que a
grande maioria das amostras (N=84; 91%) apresentou resultados dentro do intervalo

de média +/- 1.96 desvio-padrao (DP), com exceg¢do de 8 amostras (9%), sendo
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estas as amostras ID: 14, 19, 39, 42, 56, 92, 95 e 97 que ficaram fora deste intervalo
(Figura10). A diferenca média entre a CV plasmatica e em DBS foi de -0.22 log+o.
Em conjunto, esses resultados nos permitem concluir que houve uma boa

concordancia entre os dois métodos avaliados.
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Figura 10. Andlise de concordéncia entre os métodos de quantificacdo de CV do HIV-1 utilizando
plasma e DBS. A linha continua representa a diferenga média entre a CV plasmatica e em DBS (-0.22
log10), enquanto que as linhas pontilhadas representam os valores minimo e maximo do intervalo de
média +/- 1,96 desvio-padréo (DP)
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6. Discussao

A cada dia que passa, as PVHA tém mais possibilidade de ter mais qualidade de
vida caso tenham acesso ao uso da terapia antirretroviral e a exames para a
quantificacao da CV do HIV-1, que é indicada pela OMS como a principal ferramenta
de monitoramento da infec¢do. Um dos desafios enfrentados na luta contra o HIV é
que pessoas que vivem em areas remotas tenham acessos a esses testes com
intuito de monitorar o tratamento, pois a auséncia de monitoramento pode prejudicar

o diagnostico e o tratamento do paciente (Abbott, 2018).

Os resultados do presente estudo mostram uma boa correlacdo entre os valores
(R=0,92) e uma boa concordancia entre os métodos (diferenga média = -0.22 log+o)
de quantificagao da CV plasmatica e em DBS, corroborando com outros estudos que
serviram como inspiragdo neste trabalho (Johannessen et al., 2009; Leelawiwat et
al., 2009; Marconi et al., 2009). Em nosso estudo, obtivemos resultados satisfatérios
com amostras cuja CV é mais baixa, por exemplo, uma amostra com CV plasmatica
= 2,60 log1o copias/mL e CV em DBS = 2,92 logo cépias/mL, demonstrando que o
DBS pode amplificar com precisdo, niveis baixos de carga viral, ao menos quando
utilizado o protocolo da Abbott. Isso indica que o DBS pode ser usado como uma

alternativa as amostras de plasma no intuito de avaliar os niveis de RNA do HIV-1.

Em diferentes partes do mundo ha varios estudos que encontraram boa
correlacdo entre as CV de HIV-1 detectadas a partir de DBS e de amostras de
plasma (Ziemniak et al., 2006; Andreotti et al., 2010; Van Schooneveld et al., 2010).
Estudos realizados na Asia, Europa e Africa, relatam uma correlagdo significativa
entre as CV do HIV-1 plasmatica e em DBS com um valor de R? variando de 0,75 a
0,88 (Johannessen et al., 2009; Leelawiwat et al., 2009; Marconi et al., 2009),
chegando a 0,98 em um estudo realizado em 2012 por David e colaboradores (David
et al., 2012). Em nosso estudo, encontramos uma correlagcao de R? = 0.92. No
estudo de Erba e colaboradores, os resultados de CV obtidos a partir do DBS foram
comparaveis com os obtidos a partir do plasma, apresentando uma correlagao de
R2=O,89 e 0s métodos apresentaram uma boa concordancia, também avaliada pela
analise de Bland-Altmann (Erba et al., 2015).
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Tendo em vista o alto custo para se instalar uma estrutura laboratorial para a
realizacao dos testes de CV em locais com poucos recursos econdmicos, a reducao
no custo dos testes de CV utilizando amostras em DBS em comparagao com o teste
de CV plasmatica pode representar uma diferenca significativa quando aplicada em
ambito nacional. Um estudo realizado na india apontou que a substituicdo do teste
de carga viral plasmatica pelo teste com DBS, num universo de aproximadamente
400.000 individuos, corresponde a uma redugdo média econdmica de mais de US$

1.000.000 para o sistema publico de saude anualmente (Neogi et al., 2012)

Alguns trabalhos demonstram que a quantificacdo de CV do HIV-1 é viavel em
DBS (Monleau et al., 2010; Fajardo et al., 2014; Parkin, 2014; Rutstein et al., 2015),
como citado anteriormente. Entretanto, alguns estudos observaram a interferéncia
do DNA proviral no procedimento de quantificagdo, causando resultados falso-
positivos (Parkin, 2014; Rutstein et al., 2015; Boillot et al., 2016; Inzaule et al.,
2016).0 impacto do DNA proviral € maior quando a CV plasmatica é baixa (Guichet
et al., 2018). Recentemente foi descrito que a contaminacdo em amostras de DBS
pelo DNA proviral quando utilizado o PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell)
pode atingir 800-1200 copias/ 106 (Zida et al., 2016). Tal aspecto n&o foi avaliado
em nosso estudo, tendo em vista que com a intencédo de reduzir o impacto do DNA
proviral, a Abbott utiliza um método de extracdo de acido nucléico com maior
especificidade para RNA (Parkin, 2014). De acordo com a Abbott, no intuito de
garantir maior confiabilidade nas extragdes, sao utilizadas particulas magnéticas
com desenhos diferentes para os kits de DNA (particulas de silica) e RNA (particulas
de ferro) garantindo a extracado especifica dos acidos nucléicos de interesse, nao

havendo, portanto, contaminagdo do material genético (Abbott Molecular, 2013).

O DBS representa uma alternativa para o uso da utilizagado do plasma que facilita
a coleta e a logistica de transporte das amostras e nao requer obrigatoriamente o
uso de refrigeracao, auxiliando ndo s6 no monitoramento clinico dos pacientes, mas
também no diagndstico do HIV-1 e de outras doencgas (Lofgren et al., 2009). Um
grupo no Sul do Brasil realizou 457 testes com intuito de detectar anticorpos contra o
HIV-1 e HIV-2 e relatou excelente desempenho nas analises que utilizaram o DBS,

observando que a técnica € uma nova perspectiva para o diagnoéstico da infecgao
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pelo HIV (Castro et al., 2008). No entanto, o uso do DBS ndo esta restrito ao
monitoramento e diagndstico do HIV-1, mas também se aplica a outras doengas,
como as hepatites virais. Um estudo realizado na Etidopia comparando a mensuragao
da CV do virus da hepatite B (HBV) entre plasma (considerada padrao-ouro) e DBS
constatou que o DBS pode ser uma alternativa viavel e confiavel para quantificacao
de HBV em locais com recursos limitados (Stene-Johansen et al., 2016).Ha também
um outro estudo relacionado a hepatite B que avaliou o desempenho de um
imunoensaio comercial otimizado para identificacao de HBsAg e anti-HBc em saliva
e DBS de acordo com o status de pacientes infectados pelo HIV-1. Este estudo
contou com 535 individuos agrupados como HIV-1 +, HBV +, HIV-1/ HBV + e HIV-1
/| HBV- e os resultados demonstraram alta sensibilidade em amostras de DBS
(Flores, et al., 2017).

O uso do DBS proporciona diversas vantagens que auxiliam na praticidade da
coleta do material, podendo ser feita em tubos de sangue e dispensados nos spots
do cartdo com o auxilio de uma pipeta calibrada, como foi utilizado no presente
estudo. Ha também a possibilidade de utilizar a puncido da ponta do dedo, onde uma
agulha perfura o dedo do paciente e com uma pipeta (para garantir o volume
correto)o sangue é dispensado diretamente no spot do cartdo. Outra vantagem seria
a temperatura de estocagem do material. Nota-se que, quando avaliadas as
temperaturas de estocagem dos cartdes o DBS, a amostra permanece estavel
durante um periodo de 80 dias em temperatura ambiente (Lofgren et al., 2009), nao

apresentando perdas significantes de material (Monleau et al., 2010).

Condigdes de testagem de rotina foram avaliadas em um recente estudo, no qual
as amostras coletadas em DBS foram mantidas a temperatura ambiente por duas
semanas, a fim de se reproduzir o atraso entre a coleta do sangue em DBS e a
mensuracado da CV, com resultados satisfatérios que embasam o uso do DBS para

monitoramento da CV no Vietna (Taieb et al., 2016).

Uma limitagdo deste trabalho foi que os espécimes DBS foram armazenados
somente a -70°C, pelo fato de termos seguido as orientagcbes do CDC. No entanto,
ha estudos indicando que as amostras se mantém estaveis em temperatura

ambiente. Essa comparacao entre as diferentes condigbes de estocagem teria sido
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importante, dado o contexto de uso do DBS em diferentes localidades. De acordo
com a Abbott, os cartdes podem ficar acondicionados entre 15 — 30°C por até 8
semanas em condicbes com umidade relativa inferior a 85% (Abbott Molecular,
2016). Ja em condi¢cdes com alta umidade (acima de 85%), os cartbes podem ser
armazenados em temperatura ambiente por até 2 semanas. Segundo a empresa, ha
também um modo alternativo de estocagem dos cartdes entre 2 a 8°C ou abaixo de -
10°C por até 12 semanas (Abbott Molecular, 2016)

O DBS pode ser usado como uma alternativa para monitorar pacientes em uso
de antirretrovirais (Guichet et al., 2018). Desta forma, o nosso estudo demonstrou
que a quantificacdo da CV do HIV-1 em DBS usando um ensaio comercial
padronizado fornece resultados confiaveis, o que pode impactar na melhoria do
monitoramento do HIV-1, ampliando o acesso a realizacdo da quantificacdo da CV
em areas remotas e auxiliando no atendimento das necessidades da populagdo em
termos de saude publica. Os resultados obtidos no presente estudo apontam para a
viabilidade da utilizacdo do DBS para monitoramento da CV do HIV-1 de modo
satisfatério, o que representa um avango em termos logisticos e econdmicos, além
de constituir uma estratégia que possa contribuir para a qualidade de vida dos

individuos infectados pelo HIV-1 em nosso pais.
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7. Conclusoes

- O método utilizado para a extracdo das amostras aplicadas em DBS foi empregado
com éxito, tendo em vista que foi possivel quantificar a CV do HIV-1 a partir do RNA
viral extraido de todas as 92 amostras incluidas no estudo, ndo sendo necessarios

ajustes no protocolo de extragao de DBS.

- Quando consideradas as faixas de CV utilizadas no estudo (A-D), observamos uma
concordancia de 80% entre as amostras quando comparados os resultados de CV
obtidos em plasma e em DBS. No entanto, quando considerados os resultados de
forma individual, observamos uma concordancia de 85%, respeitando a diferenca de

0,5log1o utilizada como critério para avaliagao clinica dos pacientes.

- Houve uma boa correlagédo entre os valores de CV no plasma e no DBS
(coeficiente de correlagdo de Pearson 0.924 e R? = 0.92). Além disso, observou-se

uma boa concordancia entre os métodos (diferenga média = -0.22 log+o).

- Foi gerado um POP da técnica de PCR em tempo real para detec¢cao da CV do
HIV-1 em amostras coletadas no DBS para uso inicialmente no Laboratério de Aids
e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ, com intuito de otimizar a técnica de CV.
Tal protocolo constitui um Procedimento Operacional Padrao (POP) e tem grandes
possibilidades de ter seu uso estendido para outros laboratorios ou servicos que

vislumbrem a necessidade de empregar essa técnica a partir do DBS (ANEXO A).
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8. Perspectivas

Caso seja possivel futuramente adquirir kits para quantificacdo da CV do HIV-1,
temos interesse em testar amostras de sangue em DBS que sejam armazenadas
sob temperatura ambiente, a fim de confirmar a viabilidade dos cartbes

armazenados sob diferentes temperaturas, como ja observado em alguns trabalhos.

Publicar os resultados aqui apresentados em revista cientifica indexada, a fim de
divulgar os dados gerados para a comunidade cientifica, além de auxiliar outros
locais ou grupos de pesquisa que tenham interesse em utilizar o protocolo de
extracdo da Abbott utilizando o DBS. A publicagao dos resultados poderia contribuir
também para que se avalie, em conjunto com outros resultados obtidos em estudos
Brasileiros, a possibilidade de adogdo do DBS nas praticas regulamentadas pelo
Ministério da Saude - ao menos com relacido a quantificacdo da CV do HIV-1-, o que

teria implicagbes importantes em termos de saude publica.
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ANEXO A - Quantificagao de Carga Viral do HIV-1 por PCR RealTime
na plataforma Abbott m2000sp / m2000rt utilizando sangue seco
em papel de filtro (DBS)
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1.0 Objetivo / Campo de Aplicagio:

Tornar as claras o procedimento a ser realizado para realizacdo da metodologia Real time
PCR para quantificagao da carga viral do HIV-1 a partir de amostras coletadas em papel de filtro (DBS)
utilizando as plataformas m2000sp e m2000rt comercializadas pela empresa Abbott.

2.0 Siglas e Definigoes:

RT - Real time

PCR - Reagéo em Cadeia da Polimerase
CI - Controle interno

DBS - Dried blood spot (sangue seco)

3.0 Descrigdo/Procedimento:
3.1 Coleta e Armazenamento de Amostras
Usar amostras de sangue coletadas em tubos de EDTA ou através da pungao da ponta do dedo.
Dispensar 70 pL de sangue total nos spots do DBS.

Deve ser utilizado o cartao tipo papel filtro com circulos de 12 mm de didmetro para coleta de
DBS Whatman 903 (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, Estados Unidos).

Certifique-se que cada circulo estara totalmente preenchido, mas nao em excesso.

. . . . . S
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l ] ] | ]
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Seque o cartdo completamente em temperatura ambiente, de preferéncia em um suporte para
secagem do cartdo, por 18 horas.
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Embalar cada cartdo em um saco com lacre com 2 a 3 pacotes de dissecante e armazenar a, no
maximo, -35°C.Deve-se evitar mdiltiplos ciclos de congelamento-descongelamento dos cartdes, e,
quando for utilizar as amostras, descongelar em temperatura ambiente.

3.2 Procedimentos Operacionais - Materiais Necessarios para a Execucao do Teste

Abbott RealTime HIV-1 Amplification Reagent Kit
Abbott RealTime HIV-1 Calibrator Kit

Abbott RealTime HIV-1 Control Kit

Abbott Real Time HIV-1 sample prepare

O procedimento € dividido em duas etapas, ambas automatizadas: extragéo, no equipamento Abbott
m2000sp, e amplificagao, no equipamento Abbott m2000rt.

3.2.1 Para o equipamento Abbott m2000sp

Area de Preparagdo de Amostra
Sao necessarios os seguintes itens que sao fornecidos pela empresa:

Equipamento Abbott m2000sp

Abbott mSample Preparation System (4 x 24 prep.)
Recipientes de Reacdo de 5 mL

Pipetas calibradas com capacidade para dispensar 20 a1000 uL
Tubos de amostras de 11,6 mm a 16 mm

Tubos de amostras de 13 mm a 16 mm

Ponteiras descartaveis de 200 uL e 1000 L

Placa Abbott de 96 cavidades

Adesivos Abbott de vedagéo optica

Aplicadores Abbott de adesivos de vedagao optica

Base de suporte Abbott Splash-Free

Frasco para a mistura de reagentes

Recipientes de Reagentes de 200 mL

Placa Abbott de reagédo optica de 96 cavidades

Kit tampao DBS para sistema de preparo Abbott mSample
Tubos para Mistura dos reagentes da Abbott

Sao necessarios 0s seguintes itens que nao sao fornecidos pela empresa:

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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DBS Whatman 903 (GE Healthcare Bio-Sciences)

Ponteiras com filtro contra aerossol para pipetas de 20 a1000 L

Agitador tipo Vortex

CD-ROM Abbott RealTime HIV-1 m2000 System Aplicagdo Combinada

Bloco de aquecimento a seco com blocos adequados para tubos de 15 mm de didmetro)

3.2.2 Para oequipamento Abbott m2000rt

Area de Amplificagdo

¢ Equipamento Abbott m2000rt
¢ CD-ROM Abbott RealTime HIV-1 m2000 de Aplicagdo Combinada
¢ Abbott m2000rt Optical Calibration Kit

3.2.3 Outros Materiais

e Fluxo laminar de seguranga bioldgica aprovado para trabalho com materiais infecciosos
¢ Agua isenta de RNase

3.2.4 Precaugées Quanto ao Procedimento

Os frascos dos Calibradores, Controle Interno, Controle Negativo, Controle Positivo Baixo e
Controle Paositivo Alto sao destinados para uso unico e devem ser descartados apds o uso.

Usar as ponteiras de pipeta com filtro contra aerossol ou pipetas descartaveis uma Unica vez
para pipetar amostras, Cl ou reagentes de amplificaco. Para evitar a contaminagao do corpo da pipeta
durante a dispensacgao, deve-se tomar cuidado para ndo encostar o corpo da pipeta na parte interna do
tubo ou recipiente que contém a amostra. Recomenda-se o uso de ponteiras mais longas com filtro
contra aerossol.

Para reduzir o risco de contaminagdo do &cido nucléico, limpe e desinfete os respingos de
amostras com hipoclorito de sédio a 1,0% ou outro desinfetante apropriado.

Os Calibradores e Controles devem ser preparados junto com as amostras que serao testadas e
seu uso é essencial para o bom desempenho do ensaio.

3.3 Protocolo de Ensaio: Equipamentos m2000sp e m2000rt

Antes de iniciar o ensaio, deve-se descongelar os controles e o controle interno do ensaio entre
15°C a 30°C ou entre 2°C a 8°C. Descongelar os calibradores entre 15°C a 30°C ou entre 2°C a 8°C
somente se estiver realizando um lote novo de kit.

Uma vez descongelados, os controles, o controle interno e os calibradores do ensaio podem ser
armazenados entre 2°C a 8°C por até 24 horas antes do uso.

Agitar (utilizando o Vortex) cada calibrador e cada controle de ensaio por trés vezes durante 2 a 3
segundos antes do uso. Assegure-se de que o contetdo de cada frasco esteja no fundo apos a agitagéo,
batendo levemente os frascos na bancada para levar o liquido ao fundo do frasco.

As etapas a seguir sao realizadas na area de nivel de segurancga 2 (NB2).

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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3.3.1 Pré- tratamento das amostras:

Dispensar 1,3 mL de tampao de lise DBS (mLysis) em cada tubo de mistura principal a
ser utilizado com as amostras de DBS.

(e

14 s mly

Tt - I
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Segurar o papel de filtro com DBS acima do tubo de mistura principal com tampao de lise para
DBS, separando um disco do cartdo com uma tesoura limpa e estéril para cada amostra e dispensa-lo
em direcdo ao fundo do tubo de mistura principal, certificando-se que o disco DBS esta totalmente
imerso no tampao DBS. Esta etapa pode ser adaptada retirando-seo spot com uma ponteira quando
quando o spot for destacavel. Deve-se utilizar uma ponteira para cada spot.
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Em alguns momentos da reacao pode haver formagéo de bolhas nos reagentes, que interferem
na dispensagao do material pelo equipamento. Misturar manualmente os tubos de amostra para garantir
que os discos de DBS estejam embebidos com tamp&o DBS e para reduzir as bolhas.

Ajustar a temperatura do bloco de aquecimento a seco em 55°C.

Quando o bloco atingir 55 °C, coloque os tubos de mistura principal (com os espécimes de DBS)

no bloco e incube por 30 minutos (+ 2 minutos).

Apos a conclusao da incubagao, misture gentilmente os tubos de amostra DBS e depois coloque-
0s nos suportes de amostra Abbott m2000sp contendo o cédigo de barras para o protocolo DBS.

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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3.3.2 Extragao das amostras

Descongelar os reagentes de amplificagdo entre 15°C a 30°C ou entre 2°C a 8°C e armazenar
entre 2°C a 8°C até que sejam necessarios para o procedimento da mistura principal de amplificago.
Uma vez descongelados, os reagentes de amplificacdo poderdo ser armazenados entre 2°C a 8°C por
até 24 horas se nao forem utilizados imediatamente.

Inverter delicadamente os frascos dos reagentes utilizados na extragdo das amostras para
garantir uma solugdo homogénea. Se observar cristais em qualquer um dos frascos de reagente ao abri-
los, deixe o reagente entrar em equilibrio com a temperatura ambiente até que os cristais desaparegam.
N3o use os reagentes até que os cristais tenham se dissolvido.

Agitar cada controle interno no Vortex trés vezes por 2-3 segundos antes do uso.

Usar uma pipeta de precisao calibrada para adicionar 500 pL de Controle Interno (Cl) a cada
frasco de Tampao mLysis. Misture invertendo suavemente o recipiente de 5 a 10 vezes para minimizar a
formagéo de espuma.

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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Carregar os reagentes do Abbott mSample Preparation System e a placa Abbott de 96 cavidades
na mesa de trabalho Abbott m2000sp conforme descrito no “Manual de Operagdes do Abbott m2000sp”,
segao de “Instrugdes de Operagéo”.

Na tela “Protocolo”, selecione o arquivo de aplicagdo apropriado correspondente ao volume da
amostra em teste. Inicie o protocolo de extragdo da amostra conforme descrito no “Manual de Operagdes
do Abbott m2000sp”, secao de “Instrucbes de Operagao”. O “Manual de Operagdes do Abbott m2000sp”
se encontra instalado nos computadores que compdem os sistemas Abbott m2000sp e m2000rt. Uma
versao impressa esta disponivel também no arquivo de documentos do LABAIDS.

Inserir os valores especificos dos lotes do calibrador (necessario caso uma curva de calibragao
ndo tenha sido armazenada no m2000rt) e do controle no “Sample Extraction™ campos “Worktable
Setup”, “Calibrator and Control”. Os valores dos lotes estdo especificados no cartdo de cada kit de
controle e calibrador Abbott RealTime HIV-1.

Apds o término da extragdo, que leva cerca de 1 hora e 30 minutos se forem 48 amostras e 3
horas se forem 96 amostras, é adicionado entdo o reagente de amplificagdo. O mesmo deve ser
adicionado em até uma hora apos o término da preparagéo da amostra.

NOTA: Troque as luvas antes de manusear os reagentes de amplificagao.
3.3.3 Adicao do reagente de amplificagao,

Carregar os reagentes de amplificagdo e o frasco da mistura principal na mesa de trabalho do
m2000sp apds o término da extragdo de amostras.

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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4Primers,
2 Sondas, dNTP's

Ativador

Enzima

Cada embalagem de Reagente de Amplificagdo permite até 24 reagoes, totalizando por kit 96
reagoes.

Antes de abrir os reagentes de amplificagdo, assegure-se de que os contetidos estejam no fundo
dos frascos, batendo-os levemente sobre a bancada, na posigao vertical.

Remover e descartar as tampas dos frascos de amplificacao.

Na tela “Protocol”, selecione o arquivo de aplicagao apropriado correspondente ao volume da
amostra em teste. Inicie o protocolo de adigdo da mistura principal do Abbott m2000sp.

Lacrar a placa Abbott de reacdo 6ptica de 96 cavidades apés o instrumento Abbott m2000sp ter
concluido a adigdo das amostras e da mistura principal de acordo com o “Manual de Operagdes do
Abbott m2000sp”, secdo “Instrucdes de Operacao”.

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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Colocar a placa de reagao 6ptica lacrada na base de suporte “Splash Free” para transferir para o
instrumento Abbott m2000rt.

3.3.4 Amplificagao na sala de Biologia Molecular
NOTA: O instrumento Abbott m2000rt requer 15 minutos de aquecimento.
Transferir a placa de 96 pogos com as amostras e os reagentes de amplificagdo para a area da

Biologia Molecular (sala BM).
Colocar a placa Abbott de 96 cavidades no instrumento Abbott m2000rt.

Botéo para liberagéo
da gaveta

Botao Liga / Desliga

Na tela Protocolo, selecione o arquivo de aplicagdo apropriado correspondente ao volume da
amostra em teste. Inicie o protocolo Abbott RealTime HIV-1 conforme descrito no “Manual de Operagées
do Abbott m2000rt”, secdo “Instru¢des de Operagao”.

3.4 Calibragao do Ensaio

Consultar os “Manuais de Operagdes dos Instrumentos Abbott m2000sp e m2000rt, secdo
“Instrugdes de Operagao”, para obter a descrigdo detalhada sobre como realizar a calibragdo do ensaio.

Uma curva de calibragdo € necessaria para quantificar a concentragcdo de RNA do HIV das
amostras e dos controles. Dois calibradores do ensaio sdo processados em triplicatas para gerar uma
curva de calibragdo (concentragdo de HIV-1 versus o threshold cycle [Ct] (ciclo limiar), no qual um nivel
reativo do sinal fluorescente é detectado). A inclinagdo e a interceptagdo da curva de calibragdo sdo
calculadas e armazenadas no instrumento. A concentragdo de RNA do HIV-1 em uma amostra é
calculada a partir da curva de calibragdo armazenada. Os resultados sdo automaticamente apresentados
na estacao de trabalho do m2000rt.

Seguir o procedimento dos protocolos de extragdo de amostra, adicdo da mistura principal,
amplificagdo e detecgao conforme estabelecido no “Manual de Operagdes do Abbott m2000".

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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Uma vez que a calibragdo do Abbott RealTime HIV-1 for aceita e armazenada, ela pode ser
utilizada por seis meses. Durante este tempo, todas as amostras subsequentes podem ser testadas sem
calibragao adicional, a menos que:

¢ Um kit de Abbott RealTime HIV-1 Amplification Reagent com um novo nimero de lote seja

utilizado.

¢ Um Sistema Abbott m Sample Preparation (4 x 24 Prep.) com um novo numero de lote seja

utilizado.

¢ Um arquivo de aplicagdo do Abbott RealTime HIV-1 para um volume diferente de amostra

seja utilizado.

3.5 Detecgao de Inibigdo

Um pardmetro de validade do ensaio, threshold cycle [Ct] (ciclo limiar) do controle interno &
estabelecido durante o processamento de calibragao.

Uma quantidade constante e pré-definida de controle interno & introduzida em cada amostra,
calibrador e controle no inicio da preparagao da amostra e medida no instrumento Abbott m2000rt para
demonstrar o processamento adequado da amostra e a validade do ensaio. O controle interno
compreende uma sequéncia de RNA néo relacionada a sequéncia-alvo do HIV-1.

O ciclo de amplificagdo mediano no qual o sinal fluorescente da sequéncia alvo do CI é detectado
nas amostras de calibragdo estabelece uma faixa de validade Ct do Cl a ser atendida por todas as
amostras processadas em seguida.

Uma sinalizagao de erro de controle é exibida quando uma amostra ou controle ndo atende a
essa especificacdo. Consultar o “Manual de Operagdes do m2000rt” para explicacdo sobre agdes
corretivas para a sinalizagao de erro de controle. As amostras cujos valores Ct do Cl que excedem a
faixa estabelecida devem ser analisadas novamente, comegando com a preparagao da amostra.

3.6 Controles Negativo e Positivo

Um controle negativo, um controle positivo baixo e um controle positivo alto sdo incluidos em
cada teste para validar o procedimento. Os valores especificos para o lote do controle positivo baixo e do
controle positivo alto estdo especificados no cartdo de cada kit de controle Abbott RealTime HIV-1 e
devem ser inseridos na ordem de teste quando o processamento € realizado.

Uma sinalizagdo de erro de controle é exibida quando um resultado do controle esta fora da faixa.
Consultar o Manual de Operagées do Abbott m2000rt para explicagdo sobre as agdes corretivas para a
sinalizag&o de erro de controle.

A presenca do HIV-1 ndo deve ser detectada no controle negativo. A detecgdo de RNA do HIV-1
no controle negativo é indicativa de contaminag@o por outras amostras ou pelo produto amplificado
introduzido durante a preparagdo da amostra ou durante a preparagdo da placa de reagdo oOptica de 96
cavidades.

3.7 Resultados

A concentracdo de RNA do HIV-1 em uma amostra ou controle é calculada a partir da curva de
calibragdo armazenada, que é gerada para cada lote de kit de modo individual. O instrumento Abbott
m2000rt apresenta automaticamente os resultados no computador de trabalho que fica acoplado ao
equipamento e exportados em arquivo de texto para um Cd, onde o resultado é enviado para o sistema
de liberagao de resultados do Ministério da Saude e uma copia € armazenado em um drive de backup.

Os resultados do ensaio podem ser expressos em copias/imL, log [copias/mL], Unidades
Internacionais (UI)/mL ou log [Ul/mL]; (1 Ul = 0,58 copia, 1 copia = 1,74 Ul). Para a técnica realizada em
DBS a faixa de detecgdo do RNA viral &€ de 839 a 10.000.000 cp/ml.
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Versdo 1.0 Pagina 11 de 18



76

3.7.1 Critérios de Rejeicao

- Os resultados das corridas sdo avaliados automaticamente pelo programa do instrumento
Abbott, que calcula os dados a partir da curva de calibragdo salva no equipamento pelo software
instalado e, caso haja alguma ndo conformidade, o evento é sinalizado através de um cdédigo de erro,
onde o operador pode verificar no “Manual de operagdes do m2000” ou clicando duas vezes na amostra
com erro. Ao lado, abrira uma caixa de mensagem indicando o significado do codigo de erro.

Algumas situagbes especiais sao:

- Suspeita de troca de amostra e problema na identificagdo: o operador deve solicitar nova
amostra.

- Se os controles positivos ou negativos estiverem fora da faixa, todas as amostras e controles
desse processamento devem ser reprocessados, desde a preparagdo da amostra. Para evitar
contaminagado do sistema m2000, limpe os equipamentos com gaze primeiramente embebida com
hipoclorito de sédio, seguida de uma gaze com agua e por Ultimo uma gaze com alcool antes e depois
de cada rotina e repita o processamento de controles e amostras seguindo o POP.

- Corridas invalidas devem ser repetidas

- Caso ocorra alguma observagédo indicada pelo sistema, o técnico deve consultar o manual
técnico existente nos computadores da plataforma m2000 e/ou ligar para o call center (para ser atendido
pelo consultor técnico) — vide item 4.0.

Valores de Referéncia da técnica

Limite inferior de detecgao: 839 copias/ml ou 2,92 logg.
Limite superior de detecgao: 10.000.000 cdpias/ml ou 7,00 log,.

4.0 Nao Conformidade / Agdo Corretiva:

Qualquer procedimento realizado de forma distinta ao descrito neste POP sera considerado “néao
conformidade”. Devera ser preenchido o formulario da ndo conformidade que se encontra em anexo a
este POP (Registro de Nao Conformidades e Agao Corretiva).

Acao corretiva: Cumprimento da documentagao ou agao exigida.

Caso haja qualquer problema entrar em contato com a empresa junto ao telefone 08007020711.

5.0 Manutengao

Se dé através de agendamentos realizados junto a empresa Abbott, por meio do telefone
08007020711, com frequéncia anual. Caso haja algum problema com a rotina, deve-se realizar contato
com a empresa para abertura de chamados que possuem numero de registro e podem ser
acompanhados, facilitando o rastreamento de antigos e possiveis novos problemas. As listas para
preenchimento dos itens das manutengdes que devem ser realizadas rotineiramente encontram-se no
item 7.0 — Anexos.

6.0 Descrigao da modificagao
N3o se aplica - Primeira Versédo
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7.0 Anexos

Manual de Operagdes do Abbott m2000sp, Abbott Laboratories.
Manual de Operagdes do Abbott m2000rt, Abbott Laboratories.

O “Manual de Operagdes do Abbott m2000sp” se encontra instalado nos computadores que
compdem os sistemas Abbott m2000sp e m2000rt. Uma versao impressa esta disponivel também

no arquivo de documentos do LABAIDS.

7.1 Registros de controles de verificagdes e procedimentos:

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz

(@ LabAids

\ Laboratério de Aids e
A Imunoclogia Molecular

Instituto Oswaldo Cruz Pavilhdo Lednidas Deane, 4° e 5° andares, salas 413, 415 e 501. Avenida Brasil, 4365,

Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ, CEP 21045-900. Tel: +55- 21 3865-8154/3865-8106/3865-
8130/3865-8173 (fax) www.iocfiocruz.br  labaids@ioc fiocruz.br

Controle de Verificagdo do status de horas de uso da lampada do equipamento de m2000rt E162

Resultado
NORMAL: até 1000 horas, solicitar substituigéo a assisténcia Abbott quando atingir a vida de 950 horas. Call Center: 08007020711

Data

Horas de uso

Resultado Agao corretiva Por

Este procedimento é realizado preferencialmente ao termino de cada corrida -
Equipamento s6 devera ser liberado para uso quando o resultado do status for NORNAL e uso da Ldmpada inferior a 1000 horas.
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Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz Pavilhdo Lednidas Deane, 4¢ e 5° andares, salas 4
Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ, CEP 21045-800.

8106/3865-8130/3865-8173 (fax) www.ioc.fiocruz.br _labaids@ioc.fiocruz.br

@) LabAids

13,415 e 501. Avenida Brasil, 4365,
Tel: +55- 21 3865-8154/3865-

[ Controle de Verificagdo de Contaminagao do m2000rt - E1

62

Resultados

NORMAL: sem contaminagéo liberado para o uso
CONTAMINACAQ : Realizar o procedimento recomendado pelo fabricante - limpeza com ag

ua sanitaria 0,2% e depois com agua destilada

Data Hora Por Resultado Regiao
contaminada

Acdo Corretiva

Este procedimento é realizado apos o termino de cada corrida - verificar o indice de contaminagdo. Equipamento s¢ devera ser liberac

para uso quando o resultado do status for NORNAL.

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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Registro de manutengao do sistema m2000rt E162

N° de série

SEMANAL

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5

Limpar as superficies do
instrumento (N&o usar solventes
organicos)

Realizado por

Data

SEMESTRAL

Realizado
por

Data

Executar a calibragao da regiao
de interesse

Executar a calibragéo do
segundo plano

Executar a calibragao da
uniformidade

Executar calibragao de corante
puros

Calibragao FAM ™

Calibragédo JOE ™

Calibragdo NED ™

Calibraggo ROX ™

Calibragdo SYBR*

Calibracado TAMRA ™

Calibragédo VIC *

Calibracdo Cy ™ 5

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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MENSAL

Realizado
Por

Data

Executar a
Calibragao do
segundo plano

POR DEMANDA

Realizado | Data
por

Descontaminar o bloco
térmico

Limpar o superte da
placa

Limpar a base de
suporte a proa de
respingo

Fazer backup do
sistema

Limpar o bloco térmico




Registro de manutengao do sistema m200096sp
N° de série

Ano

80

DIARIA

~
-]
©

19

11

1213

14

15

16

17 | 18 |19

20

21 | 22 | 23

24

25

26

27

28

29

30

31

Apertar as conexdes de valvulas

Apertar os parafusos da seringa

Apertar os parafusos de trava do
émbolo

Verificar se o sistema de liquidos
apresenta vazamentos.

Limpar os cones de DiTis

Limpar a porta de seguranga

Limpar a mesa de trabalho

Limpar a estagao de descarte

Limpe o resfriador do deck de
saida

Esvaziar o recipiente de
descarte de liquidos

Esvaziar o recipiente de
descarte de sdlidos

Reabastecer o recipiente de
liquido do sistema

Esvaziar o sistema

SEMANAL

Semana | Semana
1 2

Semana
3

Semana

4

5

Semana

Limpar o recipiente de liquidos e
a tubulagao do sistema

Limpar o recipiente de descarte
de liquidos

Mensal: Desligar e ligar novamente a
energia do CCS

Limpar transportadores e racks

Janeiro

Julho

Limpar a cabega do scaner de
POsID (somente na série G)

Fevereiro

Agosto

Limpar a guia do Brago

Margo

Setembro

Limpar suporte de reagente da
mistura principal

Abril

Outubro

Limpar o interior do tampo (se
aplicavel)

Maio

Novembro

POR DEMANDA

DATA

Descontaminar o deck de saida

Limpar o subsistema de 1ml

Fazer backup do sistema

POP LabAids-064P PCR Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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Junho

Outubro

Data



Registro de Nao conformidade — Registrar também substituicido de pecas

81

Data

Problema ou Descricdo da Ocorréncia

Descrigdo da Agao Corretiva ou Reparo Realizado

Rubrica

Data

POP LabAids-064P Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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8.0 De acordo com o POP

Manual da técnica Real time PCR HIV-1 Abbott.

POP Labaids 13G - Normas de Biosseguranca

POP Labaids 05G Procedimentos de treinamento de pessoal do Laboratdrio
POP Labaids 08G Manual Técnico de Produtos Quimicos

POP Labaids 03G Nao Conformidades e Acéo Corretiva

9.0 De acordo com o POP

Atesto leitura e compreenséo do POP e confirmo o seu uso de acordo como descrito:

Nome Assinatura Data

LabAids-064P Carga Viral Real Time HIV-1 m2000sp/m2000rt Abbott
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