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QUAIS AS VIAS DE TRANSMISSAO
DA INFECGCAO VIH?

Vias de transmissao provadas:

1.

Via sexual: contacto das mucosas genital, anal ou bucah.com
secrecoes sexuais de um individuo infectado;

Via sanguinea: partilha de seringas e agulhas, transfusdes de
sangue ou de produtos derivados, partilha de outros objectos
cortantes;

Vertical: durante a gravidez, durante o parto ou ainda atraves
do aleitamento materno.

Liguidos biolégicos onde se pode encontrar o virus:

q

Sangue

Fluidos Vaginais

Esperma

Leite Materno

LCR

Saliva

Lagrimas
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Amostra biologica Sangue: Colher o sangue em tu
anticoagulante (heparina/ EDTA-5%PBS). Isolar, por
diferencial em gradiente de Ficoll-Hipaque (Metrizoat
o plasma, as ceélulas mononucleadas (linfocitos + moné
os polimorfonucleares. Inocular em células susceptiveis.

Centrifugacio Plasma
1 CMSP

Ficoll
PMN + v <0

hemadcias
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VIH - PATOGENESE DA INFECGAO

* Infeccao primaria:
* Replicacao virica elevada
* Nivel de anticorpos especificos anti-VIH baixos
* Sintomatologia pouco especifica

* Marcadores: cultura virica +; PCR +; Ag p24 +; AC -
* Fase assintomatica:

* Replicacao virica controlada
* Nivel de anticorpos especificos elevado
* Auséncia de sintomatologia

* Marcadores: cultura virica + /- PCR +; Ag p24 - AC +
* Fase sintomatica [SIDA):

* Replicacdo virica aumenta

* Imunodeficiéncia

* Infeccbes oportunistas - sintomas evidentes

* Marcadores: cultura virica +; PCR +; Ag p24 +; AC +

e
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DIAGNOSTICO VIROLOGICO DA
INFECCAO PELO VIH

Métodos Indirectos

. Deteccdo de anticorpos anti-VIH no soro ou plasma (rastreio
confirmacao).

Métodos Directos

~ Deteccao de particulas virais (cultura viral) no sangue (CMSP);
. Deteccao de antigénio viral Agp24 no soro ou plasma;
~ Deteccao do DNA proviral nas CMSP.

Determinacao da Carga Viral

~ Prognostico da infeccao e monitorizacao da terapéutica (plasma).

E* Quirina-Santas-Costa
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DIAGNOSTICO VIROLOGICO DA
INFECGCAO PELO VIH

Caracteristicas dos testes de diagnostico:

Meétodos Indirectos

Testes seroldégicos de
rastreio

sensibilidade elevada
especificidade < 100%
exigem confirmacao

(y (9 (9

Teste serologico de
confirmacao
especificidade elevada
exigem critérios de
classificacao

(®
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Meétodos Directos

PCR
e

< especificidade e
sensibilidade elevadas

Cultura

especificidade elevada
sensibilidade variavel
conforme a fase da
infeccao

() (9

¢ especificidade elevada
¢ sensibilidade variavel



DIAGNOSTICO VIROLOGICO DA
INFECCAO PELO VIH

“‘Dogma” da infeccao
Individuo que tenha anticorpos anti-VIH@
sinonimo de individuo infectado.

Exceptesem criancas de idade inferior a 18 meses e
iIndividuo na fase de janela imunoldgica

E um diagnéstico serolégico baseado na pesquisa de anticorpos
circulantes anti-VIH.

. método imunoenzimatico (ELISA): os antigénios fixos ao suporte
sélido podem ser proteinas recombinantes ou péptidos sintéticos;

. 0s mais recentes (4G) incluem Ag de todos os subtipos de HIV1,
nomeadamente o subtipo O, Ag do HIV2 e um anticorpo
monoclonal para o Agp24 do HIV1;

w Requerem confirmacao por WB dos resultados positivos.
i "—«;* Buirina-Santos-Costa
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DIAGNOSTICO DA INFECGAO
S

Testes de rastreio (Imunoenzimatico
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DIAGNOSTICO DA INFECGAO

GG

\/

@Combinam a deteccao de anticorpos e de Agp24 numa Unica reacgéo

Testes de rastreio (Imunoenzimaticos)
42 geracao

YReduzem o tempo apods a infecgio inicial durante o qual ndo ha resultados
reactivos

> - Quirina-Santas-Costa
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Marcadores da infeccao

Quantity

0 1 2 3 4 5 6 12 24

Weeks post-infection



Testes de rastreio de 4° geracao

____________________________________________________ Limiar de
deteccao

Quantity

3 4

Weeks post-infection
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Teste de
rastreio de 4
geracao positivo

Agp24 c/ =
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electrophorese
viral proteins

1, p2, P3) block with
non—fat

&, o
to nitrocellulose cut strips
e

wash, incubate wash, incubate
with alkaline with anti—human, incubate
<— phosphatase <—— phosphatase <—— strips
chromogenic conjugated with sera
substrates antibody
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DIAGNOSTICO DA INFECGCAO

Critéerios de classificacao do teste
de Confirmacao: WB

Positivo: anticorpos para, pelo menos, dois
dos antigénios codificados pelo gene env
(gp160, gp120. gp41; gp140, gp105, gp36)

Negativo: auséncia de anticorpos para
qualgquer dos antigenios virais

Indeterminado: anticorpos para 0s
antigenios virais, excepto os codificados
pelo gene env
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PORQUE SURGEM ‘“PROBLEMAS”/NO
DIAGNOSTICO DA INFECGCAO PELO
HIV

_ Inimeros subtipos do HIV-1
_ Falsos positivos (EIA+ com WB - ou persistentemente
indeterminado):

Leucemias Gravidez

Infeccoes virais agudas Multi-transfusionados
Auto-anticorpos Hemodialisados
Doencas auto-imunes Recém-vacinados
Hiperbilirrubinémia Gamopatias

. Q Quirina-Santas-Costa
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PORQUE SURGEM “PROBLEMAS”/NO
DIAGNOSTICO DA INFECGCAO PELO
HIV

_ Falsos negativos:
Recém-infectados (janela imunologica)
Infectados por subtipo exdtico
Seroconversao tardia (HIV2)
Hipogamaglobulinémia
Disfuncdes das células B
Quimioterapia

_ Recém-nascidos de maes seropositivas

. Q Quirina-Santas-Costa
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PORQUE SURGEM ‘“PROBLEMAS”/NO
DIAGNOSTICO DA INFECGCAO PELO
HIV

Serologia indeterminada

WB - ou persistentemente
Indeterminado:

HIV2:p26

HIVIp24 e _ReaCCOES Cruzadas

_Seroconversao



PROBLEMAS NO DIAGNOSTICO DA
INFECGCAO PELO HIV

Causas para \WB indeterminado
Reacgoes cruzadas

@ Anticorpos para alguns antigenios leucocitarios
(HLA) que surgem apos transfusoes de sangue ou
durante a gravidez

@ Auto-anticorpos que se desenvolvem em algumas
doencas reumatoldgicas

@ Gamopatias

@ Hiperbilirrubinémia

¢ Administracao de gama-globulinas

s



MMWR 2003; vol. 52, n° 15

Advancing HIV Prevention:
New Strategies for a Changing /
Epidemic

Quatro prioridades:

@Tornar o teste do HIV uma rotina

elmplementar novas formas de diagndstico da
infeccao pelo HIV

@Prevenir novas infeccoes

@Diminuir a transmissao perinatal do HIV

http://www.cdc.gov/hiv/topics/prev._prog/AHP/AHP-Overview.htm
&‘—\ aw Quirina-Santas-Costa
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http://www.cdc.gov/hiv/topics/prev_prog/AHP/resources/factsheets/progress_2005.htm
http://www.cdc.gov/hiv/topics/prev_prog/AHP/resources/factsheets/progress_2005.htm
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The public service announcement “Believe it. Do it.”, which was shown at the 2011 UN High
Level Meeting on AIDS, helped launch a at will make significant strides towards




Q

TESTES RAPIDOS

Interesse pratico:

¢ Rapidez na execucao = Resultado conhecido

Q

LEP

na altura sem necessidade de uma nova visita/

consulta
Maior acessibilidade ao teste = Deteccao de

maior numero de individuos infectados

EUA: 30% dos individuos
submetidos ao teste nao vém
levantar as analises

Estimativa de individuos que o
desconhecem: 180 000-280 000

Quirina

Santos-Costa
URIA-CPM, FFUL



EXEMPLOS DE TESTES RAPIDOS

1 ; o - - ‘ .-‘
: l et & BE o

90raQuick® Advance Rapid HIV-1/2
Antibody Test

¢Reveal™ G-2 Rapid HIV-1 Antibody Test
2Uni-Gold Recombigen HIV® Test

YMultispot HIV-1/HIV-2 Rapid Test
(99,9% sensibilidade e especificidade)



& Nitrocellulose Membrane

+

Sample Conjugate
Pad Pad




Execucao de um metodo deteccao de anticorpos HIV 1/2
- teste rapido, por um individuo seropositivo

Material: retirar o dispositivo da saqueta
usar extemporaneamente;

colocar o dispositivo em superficie plana
limpa; retirar a lanceta e desinfectar o
dedo a ser picado;

3 gotas de sangue total para o pogo-
amostra, evitando a formacao de bolhas
de ar;

leitura apds/até 30 minutos;

apontar o resultado;

.

arrumar a bancada e retirar as luvas. S

Quirina Santos-Costa
URIA-CPM, FFUL



TESTES RAPIDOS

Conclusoes

o

ros

¢Sensibilidade e especificidade
semelhantes aos testes
imunoenzimaticos

YRapidez na obtencao do
resultado

YFacilidade de execucéao

Contras

YPossibilidade de existir
resultados falsamente
positivos antes de
confirmacao

YNem todos detectam
anticorpos para o HIV-2

Quirina-Santas-Costa
URIA-CPM, FFUL



DIAGNOSTICO DA INFECGCAO:
ALGORITMO PROPOSTO

Sangue total
Testes de Rastreio

(plasma/soro)
/\ —

Testes dé Confirmacao Diag. Directo

(plasma) (CMSP)

W.B.
_l_(— 7 Agp24 cultura viral  PCR
critérios de * |nd8Ee PmlnadD co-cultura:
positividade ' CMSP de dadores saos
CDC: repetir
Ac para 2 das ELISA
glicoproteinas
do gene env l \ 4
: . Segunda Amostra  Diag. Directo
Diag. Directo 398 4 semans depois (p'agma] (CMSP)
(plasma) (CMSP) M\
\ Agp24 cultura viral PCR
Agp24 CUItU ra V|Pa| PCR EIO\-/ICSUll:I’:l(J:I;a:dadores sdos
co-cultura:
CMSP de

f:‘ dadores saos Buirina-Santos-Costa

URIA-CPM, FFUL



TESTES RAPIDOS

Onde realizar os testes de Dectegegae

ViH/sida

covmacros WC DD

| =B

.....

Sobre nés CAD - Centros de Aconselhamento e Detecc¢dao

Boletim newsletter

Multimédia Rede CAD

Os Centros de Aconselhamento e Detecgdo Precoce do VIH sdo centros de diagndstico que permitem
Como Ajudar 0 acesso voluntdrio, confidencial e gratuito ao teste do VIH, possibilitando a detecgdo precoce da

infecgdo VIH.

Noticias

—~

Caleria Abraco

Se tem ddvidas sobre a possibllidade de estar Infectado, diriga-se ao seu médico assistente ou a um
Links Centro de Aconselhamento e Detecgdo do VIH da Rede Naclonal de CAD.

Apoios $6 hi uma maneira de saber. Faga o Teste! [N



METODOS DIRECTOS:
DETECCAO DO AGP24

¢ Reaccao imunoenzimatica com leitura final

colorimétrica ou fluorimétrica

Quantificacdo da concentracao

@ Sensibilidade variavel consoante a fase da
iInfeccao

@ Util nas infeccdes recentes e nas criancas
filhas de maes seropositivas para o HIV

(dissociagéo dos imunocomplexos Ag-Ac com tampéao Glicina pH=3)

©

G
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METODOS DIRECTOS:
ISOLAMENTO DO VIH

Q Técnica de co-cultura das CMSP do doente com CMSP de
um dador nao infectado (1:3);

@ Estimulagao préevia com PhA (fitohemaglutinina - agente
mitogénico);

@ A co-cultura seqgue em meio completo contendo IL-2,
durante cerca de 4 semanas;

s @ Sensibilidade variavel ao longo da infecgao.



METODOS DE DIAGNOSTICO/
MONITORIZACAO DO HIV USANDO
TECNICAS DE BM

@ PCR (polymerase chain reaction): detecta (quantifica...) a
presenca de DNA proviral

@ RT-PCR: detecta e quantifica a presenca de RNA viral
(associado a particula viral)

@ NASBA: detecta e quantifica a presenca de RNA viral
(associado a particula viral)

@ b-DNA: detecta e quantifica a presenca de RNA viral
(associado a particula viral

¢ Genotipagem: epidemiologia molecular; sensibilidade dos
metodos de diagnostico/monitorizacao

@ |dentificacdo de estirpes resistentes: mutacoes'associadas
a nao susceptibilidade aos farmacos anti-HIV

Quirina-Santas-Costa

s £
: b URIA-CPM, FFUL
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QUANTIFICAGAO DO RNA VIRAL

¢ Realizado no plasma; da-nos a concentraciao deirusine
plasma

Resultado em numero de cépias de RNA/mL de plasma
Métodos:

RT-PCR (ciclos de desnaturacao, hibridacao dos primers e
elongamento)
¥ NASBA (nucleic acid sequence-based amplification)
¢ bDNA (branched DNA)

¢ Utilidade:

¢ Na monitorizacido da eficiéncia da terapéutica e da

evolucao virologica da infeccao (entrada em
terapéutica)
Nas infeccoes primarias
Na transmissibilidade

(O (©
(9 (9

7Y






D

Legende:

J -Target probe -HIV ANA und bDNA bindend

I -Target prabe -HIV ANA und capture probe bindend

fust “Capture peobe - an der Oberfldche des Reaktionsgefafies fodert
[ -Beanched DNA (BDNA)

¥ -Enzym markierte Proben - an den Armen der bDNA bindend
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HIV-1 O group
SIV L'HOES
SIVSUN

HIV-1: 1930+15

HIV-2: 1940+16 HIV28 | SIVSYK

' HIV-2A
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HOME GENOTYPE-RX GENOTYPE-PHENO GENOTYPE-CLINICAL HIVdh PROGRAM

Pl Resistance Notes Last updated on 505

Resistance Matrix Resistance Mutason Comments Resistance Mutaton Scores Drug Summares
?

NFV  SQV IOV RTV 1APV PV ATV




. AR

GENOTIPAGEM
Estirpes resistentes: ensaios genaotipico

http://hivdb.stanford.edu/pages/FAQ/FAQ.html

x hiv genotyping drug-re Mg/ Thivdbb.stanford.e

STANFORD UNIVERSITY
HIV DRUG RESISTANCE DATABASE

A curated public database designed to represent, store, and analye the divergent forms of dete underlying HIV drug resistance.

Pl Resistance Notes

Resistance Mutation Comments

Position Cons AA Comment

Ll

How does HIVDB indicate mutations?

Mutations are indicated by a shorthand consisting of the consensus B amino acid followed by the amino acid
position followed by the amino acid detected in a sequence. For example, the RT mutation T215Y indicates
that the consensus amino acid is T (Thr; threonine) but that the mutation found in the sequence of
interest is Y (Tyr; tyrosine). The expression T215TY indicates that there is a mm%&\f es with the
wildtype T and the mutation Y in the same sequence. Mixtures consisting of two | i é hﬂe'-e[a A P'
position in a sequence are common and generally represent true mixtures rather than seq artifact

(Shafer et al. 2001; Wang et al. 2007). - CHAD A

" Quirina-Santos-Costa
- URIA-CPM, FFUL
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CO-RECEPTOR TROPMSM ASSAY

® Tropism & HV

® Whatis Trolie™

® How 10 Order Trofle ™

® Troflle™ Info for Patients
® FAQs
® Uik Oriine Reporing

CCRS antagonists are a
new class of antiretrovirals
like any to date

CORS Rl Bl
THOPL L S RLad )

!

Tepe poprator

!

|
Achety Sae ot

Y e ComoruTaed

CCRS antagonists are small molecuie allosternc inhibiors of the human
CCRS chemoking receptor, 2 recepior that can be found on several host
dofense colis (T.cells and kiler oals). The act of e CCRS antagonist
binding 10 the CCRS receptor is thought 10 alter the conformasonal state
of e CCRS recepior.

Cortan forms of MIV viruses (RS ropic viruses) require the C
recepior 3s 3 "coreceptor” 10 galn ey 10 the cell. However, when
the CCRS antagonist is bound 10 he rocoptor, he vieus cannot
Infteract with The recepior and thus viral entry is biocked

This is he et antretrovieal Srug Tt Wegets the hosts Calls rather
han Lapeting the virus directly. CCRS antagoniats biock '
MOChanic path wiry the virus Uses 10 o oty 10 the host

Four possbie eflects of CO-recepior antagonsts on the tropism of
HIV-1 popdation in patients with RS HIVL1 are described Delow



FENOTIPAGEM
Determinagao do Fendtipo Viral

@ Capacidade de Formacao de Sincicios
@ Capacidade Replicativa

@ Uso de diferentes correceptores - tropismo celular,

transmissibilidade, patogénese, terapéutica (antagonistas do CoR
CCRY5)

O fenotipo viral correlaciona-se com a fase
clinical

. Q Quirina-Santas-Costa
: A‘ URIA-CPM, FFUL



O LABORATORIO DE VIROLOGIA

VS
CLIiNICA
DIAGNOSTICO DA PROGNOSTICO DA EVOLUGAO DA
INFECCAO INFECCAO
1. Métodos de 1. Determmagao do Fenétipo Viral

Diagnostico ¢ Capacidade de formacao de sincicios

¢ Directos (Agp24, PCR & Capacidade replicativa

e cultura) & Tropismo
¢ Indirectos (serologia) 2.Carga Viral

2. Carga Viral

EVOLUCAO DA EFICACIA DA TERAPEUTICA

1. CARGA VIRAL
2. Aparecimento de Mutantes Resistentes

Quirina Santos-Costa
: URIA-CPM, FFUL



ALGUMAS PERGUNTAS E ESPACO
ABERTO A QUESTOES PARTICULARES.

. £_se uma crian¢a vos perguntat..

[. "0 bicho da sida” de Rui Zink e Antdnio Jodo Gongalves, com posfdcio
do Professor Kamal Mansinho, HEM

O que significa HIV/SIDA?
Quais as vias de transmissao do HIV?
Como nao se transmite o HIV?

Um individuo seropositivo para HIV, pode ter relagdes sexuais nao
protegidas com a @)) sua (seu) parceira(o)?

Porqué!?
Onde realizar o teste de detecgao precoce!?
Caso o teste de rastreio dé positivo, o que vazer?

Quirina-Santas-Costa
URIA-CPM, FFUL
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Take care...

Take care
G
Take care
Take care Take c‘ ’
Tem coragem e sé grande:
“Para ser grande, sé inteiro: nada
Ten exagerasousescclii.
Se1odo emt cada coisa. Poe guanto és Ta ke care
No minimo que fazes.
Assim como em cada lago a Ina toda
Brilha, porgue alta vive.” Ricardo Reis (1887.-19357)

Take care
Take care, It's a jungle out‘there! .
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