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Resumo

Segundo as estimativas do Programa Conjunto das Nagdes Unidas para o HIV/sida, o
namero de pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), no final de
2014, era de 36,9 milhdes. Em termos de prevencéo, o grupo dos homens que fazem
sexo com homens (HSH) constitui um alvo primordial de intervencdo, considerando as
taxas elevadas de transmissdo do HIV, associadas a comportamentos sexuais de risco. A
incidéncia da infeccdo nos HSH tem vindo a aumentar nos ultimos anos, nos paises
ocidentais, incluindo Portugal. Um dos entraves ao diagnéstico da infeccdo e a
implementacdo de programas eficazes de vigilancia consiste no facto destes implicarem,
frequentemente, a utilizagdo de um método invasivo, a colheita de sangue, pelo que tém
sido apresentadas novas opcdes, baseadas em amostras bioldgicas alternativas, como o
fluido oral.

Para a realizacdo deste estudo de vigilancia epidemioldgica, no ambito do projecto
europeu SIALON 11, escolheu-se como populacdo alvo individuos do sexo masculino
que reportam a pratica de actividades sexuais com individuos do mesmo sexo,
realizando-se 409 colheitas de amostras de fluido oral na &rea da Grande Lisboa. A
pesquisa de anticorpos anti-HIV baseou-se num algoritmo de teste com recurso a
utilizacdo sequencial de dois testes imunoenzimaticos de naturezas distintas. Nas
amostras inicialmente negativas, ou com resultados discrepantes, procedeu-se a
quantificacdo de 1gGs totais no fluido oral, de modo a validar a sua qualidade. Foram
excluidas 37 amostras por conterem um teor de IgGs inferior ao limiar estabelecido,
ficando entdo a amostra de trabalho com 372 amostras de fluido oral. Destas, 69 foram
consideradas positivas, obtendo-se assim uma taxa de detec¢do de anticorpos anti-HIV
em amostras de fluido oral de HSH da Grande Lisboa de 18,5%.

Com o intuito de efectuar a amplificacdo do DNA proviral do HIV-1 eventualmente
presente nas células colhidas com o fluido oral, maioritariamente queratindcitos da
mucosa oral, recorreu-se a uma nested-PCR para amplificar um fragmento de 650 pb da
regido codificante da transcriptase reversa, no gene pol, realizando-se em seguida uma
clonagem em vector plasmidico, antes da sequenciacdo nucleotidica. Nas 69 amostras
testadas, obteve-se apenas trés produtos de amplificacdo, aparentemente especificos. Os
resultados da pesquisa de regides de semelhanca local contra as sequéncias depositadas
nas bases de dados internacionais ndo confirmaram, no entanto, a presenca de DNA
proviral do HIV-1 nestas amostras, correspondendo antes a DNA gendmico de bactérias
da flora comensal humana dos géneros Streptococcus, Leptotrichia e Capnocytophaga.
N&do foram encontradas, portanto, quaisquer amostras de fluido oral positivas para a
presenca de DNA proviral do HIV-1. N&o se pode descartar a hipotese destas células
néo se encontrarem efectivamente infectadas, ndo suportando uma infeccéo pelo HIV, o
que continua a ser controverso na literatura.

A estratégia experimental seguida é, seguramente, adequada para a implementacéo de
estudos de vigilancia e monitorizagdo de tendéncias evolutivas da epidemia pelo HIV,
dada a maior adesdo dos individuos para a colheita de fluido oral, comparativamente ao
sangue, podendo ser aplicada a grupos populacionais de dificil acesso, como os HSH,
trabalhadores do sexo ou utilizadores de drogas por via endovenosa.

Palavras-Chave: virus da imunodeficiéncia humana (HIV); homens que fazem sexo
com homens (HSH); fluido oral; vigilancia epidemioldgica do HIV.



ABSTRACT

According to the estimates by the Joint United Nations Program on HIV/AIDS
(UNAIDS), the number of people infected with the human immunodeficiency virus
(HIV) at the end of 2014 was 36.9 million. In terms of prevention, the group of men
who have sex with men (MSM) is a major target for intervention, given the high rates of
HIV transmission associated with high-risk sexual behavior. The incidence of HIV
infection in MSM has increased in recent years in Western countries, including
Portugal. One of the barriers to a more universal access to diagnostics and to the
implementation of effective surveillance programs is the fact that these frequently
involve the use of an invasive method, at blood collection, and so new options based on
alternative biological samples, such as oral fluid, have been put forward.

For this surveillance study, under the scope of the European project SIALON 11, a target
population of adult males who report engaging in sexual activities with other males was
chosen, and 409 oral fluid samples were collected at the Greater Lisbon. The detection
of anti-HIV antibodies was based on a test algorithm including the sequential use of two
different enzyme immunoassays, used as screening and confirmatory tests. In the
samples with initially negative or conflicting results, the quantification of total 1gG was
performed, used as an indicator of specimen quality. As 37 samples were excluded from
the study because of an 1gG content under the accepted threshold (<3.5 mg/L), a total of
372 samples of oral fluid was validated. Of these, 69 were considered positive for the
presence of anti-HIV antibodies, which translates in a detection rate of 18.5%.

In order to carry out the amplification of HIV-1 proviral DNA if present in the cells
collected along with the oral fluid (presumably, mainly keratinocytes of the oral
mucosa), a nested-PCR protocol was set up to amplify a 650 bp-fragment of the reverse
transcriptase coding region, at the pol gene. From all the 69 samples tested, only three
yielded an apparently specific amplification product that was cloned into a plasmid
vector before nucleotide sequencing. The results from the search for regions of local
similarity between our sequences and the ones deposited in international databases do
not confirm, however, the presence of HIV-1 proviral DNA in these cells, matching
instead the genomic DNA of human oral commensal bacteria from the genera
Streptococcus, Leptotrichia and Capnocytophaga. Summing up, no oral fluid samples
positive for the presence of HIV-1 proviral DNA have been found. However, one
cannot rule out that these cells are actually not infected or not supporting a productive
HIV infection, which remains controversial in the literature.

The experimental strategy adopted in this study is certainly suitable for the
implementation of studies of surveillance and monitoring of evolutionary trends of the
HIV epidemic, given the greater adherence to the collection of oral fluid when
compared to blood, and may be applied to hard-to-reach and hidden populations for
HIV surveillance, such as MSM, sex workers or intravenous drug users.

Keywords: human immunodeficiency virus (HIV); men who have sex with men
(MSM); oral fluid; HIV surveillance.
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1. Introducao

1.1.  Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Em 1981, foi reportado ao CDC (do inglés Centers for Disease Control and
Prevention), nos Estados Unidos da América, o aparecimento de varios individuos com
infeccdes oportunistas generalizadas e patologias raras, com acentuada linfopenia, como
uma extensa candidiase das mucosas, pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii e
infecgdo por citomegalovirus, muitas vezes com subsequente aparecimento de sarcoma
de Kaposi (CDC, 1981a, b; Gottlieb et al., 1981). Estas patologias foram inicialmente
descritas em homens que fazem sexo com homens (HSH), previamente saudaveis,
existindo, de imediato, a suspeita de se tratar de uma doenca transmissivel por via
sexual. Um nUmero crescente de novos casos, em diferentes grupos de risco (e.g.
individuos utilizadores de drogas injectaveis), conduziu a caracterizacdo de uma nova
entidade clinica, que o CDC denominou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (sida)
(CDC, 1982). Em 1983, foi identificado o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do
inglés human immunodeficiency virus) como o agente etiol6gico da sida (Barré-Sinoussi
et al., 1983), apresentando como principal caracteristica a deplecdo dos linfécitos T
CD4+ (do inglés cluster of differentiation type 4), o que conduz a uma disfuncéo
progressiva da accdo do sistema imunitario. Mais tarde, ja em 1986, foi isolado um
segundo virus associado a sida, com relevancia especifica nos paises da Africa
Ocidental (Clavel et al., 1986).

1.2.  Origem Biologica, Taxonomia e Classificacdo do HIV

A sida é causada por dois lentivirus, HIV-1 e HIV-2, sendo ambos resultado de
transmissbes de cardcter zoonOtico a partir de estirpes distintas de virus da
imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés simian immunodeficiency virus) que infectam
naturalmente primatas africanos (Sharp e Hahn, 2010, 2011). Esta teoria é sustentada
por fortes evidéncias de natureza genética, filogenética, geografica e epidemioldgica —
Fig. 1 (Hahn et al., 2000; Keele et al., 2006).

1



1. Introducdo

P. t. verus
MP. t. vellerosus

W P. t. troglodytes
WIP. t. schweinfurthii

Fig. 1 - Mapa da Africa Central com a representacéo da distribuicio geogréfica das
subespécies de chimpanzés relacionadas com a origem do HIV-1 (adaptado de Keele
et al., 2006).

O SIV dos chimpanzés da subespécie Pan troglodytes troglodytes (SIVcpzpt)
apresenta uma relacdo filogenética muito préxima com o HIV-1, enquanto que o
ancestral mais proximo do HIV-2 parece ser o SIV dos mangabeis fuliginosos da
espécie Cercocebus atys (SIVsm) (Hirsch et al., 1989; Huet et al., 1990). Diversos
estudos propuseram que os chimpanzés, por sua vez, terdo adquirido o SIV através de
outras espécies de primatas, no contexto da predacao para efeitos de alimentacdo (Sharp
e Hahn, 2010, 2011).

Relativamente a classificacdo dos dois tipos de virus da imunodeficiéncia
humana, pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus e grupo dos Lentivirus dos Primatas. O seu genoma € de RNA (do inglés
ribonucleic acid) e apresentam duas caracteristicas essenciais relativamente a sua
replicacéo e transcri¢do nas células hospedeiras. Em primeiro lugar, estdo dependentes
da actividade da transcriptase reversa viral para efectuar a conversdo das moléculas de
RNA genomico de cadeia simples em moléculas de DNA (do inglés deoxyribonucleic
acid) complementar de cadeia dupla. Por outro lado, estdo dependentes da actividade de
uma integrase viral para a integracdo do seu genoma, na forma de cDNA, no genoma da

célula hospedeira, dando origem ao DNA proviral (Butler et al., 2007).
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A diversidade genética elevada é uma caracteristica fundamental do HIV-1 e
varios factores tém contribuido para a geragdo rapida de novas variantes genéticas, a
escala mundial. Numerosos estudos de filogenia permitiram classificar o HIV-1 em
grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes, de acordo com as sequéncias
genomicas virais e o grau de diferenca entre elas (Buonaguro et al., 2007). As estirpes
de HIV-1 sdo classificadas em quatro grupos, M, N, O e P, geneticamente muito
diferentes entre si, sendo que os trés ultimos sdo raros. O grupo M € o principal
responsavel pela pandemia e € o que engloba a maior diversidade genética. Para
aprofundar mais sobre a transmissdo destes virus para o Homem, foram realizadas
varias analises filogenéticas dos virus dos primatas infectados, permitindo descobrir as
origens biologicas mais provaveis dos virus humanos (Sharp e Hahn, 2010, 2011).
Assim, estima-se que os quatro grupos do HIV-1 correspondam a quatro eventos
distintos de transmissdo cruzada para a nossa espécie, a partir de chimpanzeés infectados
da subespécie Pan troglodytes troglodytes.

O grupo M do HIV-1 compreende nove subtipos genéticos, A-D, F-H, J e K,
baseando-se em linhagens monofiléticas consistentes e apresentando uma variabilidade
nucleotidica inter-subtipo aproximada entre 10% a 12% para o gene pol, 15% a 22%
para 0 gene gag e 20% a 30% para 0 gene env (Geretti, 2006). Por sua vez, existem
subtipos que apresentam uma diversidade genética intra-subtipo tdo elevada que foram
subdivididos em sub-subtipos (e.g. Al a A4 e F1 e F2) (Butler et al., 2007).

A circulagdo desta diversidade de subtipos de HIV-1 favorece a ocorréncia de
episddios de co-infeccdo, 0 que, considerando as caracteristicas deste virus, conduz,
muito frequentemente, ao aparecimento de virus com genoma mosaico, i.e.,
recombinantes (Buonaguro et al., 2007). Em termos epidemiologicos, 0s virus
recombinantes sdo denominados de duas formas distintas. As formas recombinantes
circulantes (CRF, do inglés circulating recombinant forms) sdo virus com genoma
mosaico que se propagaram ja de modo epidémico, com, pelo menos, trés genomas
completos, ou quase completos, sequenciados, com origem em individuos néo
relacionados do ponto de vista epidemiologico. Enquanto as formas recombinantes

unicas (URF, do inglés unique recombinant forms) se referem a virus com genoma
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mosaico identificados num Unico individuo ou grupo de individuos relacionados

epidemiologicamente (Butler et al., 2007; Buonaguro et al., 2007).

A maior diversidade de formas genéticas do HIV-1 é encontrada na Africa
Centro-Ocidental (Fig. 2), onde circulam praticamente todos os subtipos, enquanto na
Africa Meridional e Oriental prevalecem os subtipos C e A (Butler et al., 2007). Quanto
a Asia, 0 panorama é mais heterogéneo, havendo predominancia da CRFO1_AE no
Sudeste Asiatico (em paises como a Tailandia e o Vietname), do subtipo B no Japdo e
Coreia do Sul, do subtipo C no subcontinente indiano, enquanto na China circulam trés
formas genéticas principais (B, CRFO1_AE e CRF07_BC). Por outro lado, no
continente americano, o subtipo B € claramente predominante nas regifes Norte e
Central. J& na América do Sul, especialmente na regido meridional, assiste-se a co-
circulacdo dos subtipos B e F (e diversas formas recombinantes BF). Contudo, € de
referir que no Brasil, uma parte consideravel das infec¢bes € devida ao subtipo C. Na
Europa, o subtipo B é o principal responsavel pela epidemia, representando cerca de
80% dos casos de infeccdo, havendo, no entanto, notaveis excepgdes, entre as quais,
Portugal, Roménia ou os paises do Baltico. Em Portugal, a epidemia € muito
heterogénea e estima-se que mais de dois ter¢os dos casos de infeccdo se encontrem
associados a subtipos ndo-B, com clara predominancia do subtipo G (Esteves et al.,
2002, 2003; Palma et al., 2007).

Relativamente ao HIV-2, este € classificado em oito grupos diferentes (A-H),
dos quais A e B s@o responsaveis pela grande maioria dos casos identificados. (Butler et
al.,, 2007; Hemelaar, 2012) Apenas recentemente foi descrita a primeira forma
recombinante circulante de HIV-2, a HIV-2_CRF01_AB (lbe et al., 2010).
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A, D, F, G, H,J, K, recombinants
B CRF02_AG, recombinants
B Other*

Fig. 2 - Distribuicio geografica mundial dos subtipos de HIV-1, até ao ano de 2009 (adaptado de

Chan e Kantor, 2009).

1.3. Estrutura da Particula Viral e do Genoma do HIV-1

As  particulas  virais
maduras do HIV-1 (Fig. 3)
apresentam uma morfologia
esférica com, aproximadamente,
110 nm de didmetro. Séo
revestidas por um involucro
fosfolipidico, intimamente
associado a uma matriz proteica
que envolve uma capside em
forma de cone truncado. Esta
encerra duas moléculas de RNA

genémico,  protegidas  pela

Fig. 3 - Esquema ilustrativo da estrutura de um virido do HIV-1
(adaptado de http://www.eenzyme.com/HIVResearchTools-2.aspx)

proteina da nucleocapside. O virido transporta ainda moléculas da protease viral (PR),
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da transcriptase reversa (RT) e da integrase (IN), para além de algumas proteinas
acessorias (Sierra et al., 2005).

O genoma viral é dimérico, caracteristico dos retrovirus, constituido por duas
moléculas lineares de RNA, de cerca de 9,5 kb, de cadeia simples e com polaridade
positiva. Na sua forma proviral, apresenta duas regides terminais ndo codificantes,
responsaveis pelo inicio e regulacdo da transcricdo do genoma — repeticdes terminais
longas (LTR, do inglés long terminal repeat) — e contém uma regido central codificante
que compreende trés conjuntos de genes: estruturais - gag, pol e env; reguladores - tat e

rev; e acessorios - nef, vif, vpr e vpu (Fig. 4) (Freed, 2001).
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Fig. 4 - Esquema da organizagao gendmica do HIV-1 (disponivel em
http://hivsystemsbiology.org/wiki/index.php/File:Lentiviral_genetic_maps.png).

O gene gag codifica a proteina precursora Pr55%%9 que, no final do ciclo
replicativo, é clivada pela protease viral (PR/pll), imprescindivel na maturacdo das
particulas do virus. Aquela origina varias proteinas maduras, com fun¢des
maioritariamente estruturais, nomeadamente, as proteinas da matriz (MA/p17), capside
(CA/p24) e nucleocapside (NC/p7), bem como ainda a proteina p6, responsavel pela
regulacdo da saida dos virides da célula. Relativamente ao gene pol, este codifica as
enzimas virais (PR, RT e IN), as quais sdo inicialmente traduzidas na forma da
poliproteina precursora Pr160%29"° Quanto ao gene env, este codifica a glicoproteina
precursora, a qual, apds sofrer clivagem por accdo de proteases celulares, origina a
glicoproteina de superficie (SU/gp120) e transmembranar (TM/gp4l). A gpl20
apresenta cinco regides conservadas (C1-C5) e cinco variaveis (V1-V5), e, situando-se a

superficie externa da particula viral, tem como funcdo a ligacdo aos receptores e co-
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receptores das células-alvo, aquando da adsorcdo. Por outro lado, a gp4l é composta
por trés dominios principais (ectodominio, sequéncia de ancora transmembranar e cauda
citoplasmatica), contendo ainda um dominio fusogénico que permite a fusdo do
involucro viral com a membrana celular, durante a entrada (Freed, 2001; Sierra et al.,
2005).

Os genes reguladores codificam as proteinas Tat, que induz o aumento da
actividade da RNA polimerase Il celular, essencial na transcri¢do viral, e Rev, proteina
responsavel pelo transporte de alguns RNAs virais do nucleo para o citoplasma das

células infectadas.

Quanto aos genes acessorios, vif apresenta um papel fundamental na replicacédo
viral, pois a proteina que codifica (Vif/p23) permite a infeccdo eficiente de células que,
a partida, seriam ndo permissivas, como o exemplo das células mononucleadas do
sangue periférico (Ribeiro et al., 2005). Por outro lado, nef codifica a proteina Nef/p27,
que induz uma alteracdo na regulacdo da expressdo de CD4 e MHC-I, modificando o
estado de activacdo celular, sendo o principal factor que impede a apoptose,
contribuindo para a progresséo da infeccdo. Vpu/p16, codificada pelo gene vpu, induz a
degradacdo de CD4, aumentando a libertacdo de novas particulas virais das células
infectadas. Por ultimo, Vpr/pl15, codificada por vpr, participa no transporte do complexo
de pré-integracdo para o nucleo da célula infectada e induz a paragem do ciclo celular

na fase G2, promovendo uma replicagéo viral constante (Longo et al., 2012).

1.4.  Ciclo Replicativo do HIV-1

A fase inicial do ciclo replicativo ocorre com a ligacdo dos viriGes a superficie
da celula hospedeira, através da interaccdo entre dominios extracelulares da gp120 e o
receptor celular CD4 (Fig. 5). Os principais alvos celulares do HIV séo os linfocitos T
CD4+, as células dendriticas e os macrofagos, células que expressam o receptor CD4 a
sua superficie. A ligacdo simples a CD4 ndo é suficiente para explicar a fusdo do
involucro lipidico do virus com a membrana celular, e a consequente entrada do virus
na célula, bem como o tropismo variavel para os diferentes tipos de células CD4+.

Foram identificados isolados virais com tropismo preferencial para macréfagos
7
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primarios ou para linfocitos T activados (Gartner et al., 1986). Este tropismo diferencial
foi posteriormente explicado pela descoberta da utilizacdo de co-receptores distintos,
por diferentes estirpes virais: os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 (Deng et
al., 1996; Feng et al., 1996). As estirpes com tropismo preferencial para macrofagos e
linfocitos T utilizam, respectivamente, os co-receptores CCR5 e CXCR4 (Alkhatib et
al., 1996; Feng et al., 1996). Com base no co-receptor utilizado, foi desenvolvida uma
nova classificagdo para o HIV-1 (Berger et al., 1998): estirpes R5, as que utilizam o co-
receptor CCR5; estirpes X4, as que utilizam o co-receptor CXCR4; e estirpes R5/X4, as
que conseguem utilizar ambos (tropismo duplo). Das populagfes virais que apresentam
estirpes R5 e X4, em simultaneo, diz-se que tém tropismo misto. Existem ainda estirpes
de HIV, mais frequentes no HIV-2, que utilizam co-receptores alternativos (Berger et
al., 1998).

Ligacdo ao Fusao
co-receptor membranar

Ligacdoa

CD4 Pé tis%% de

Fig. 5 - Representacéo esquematica das fases iniciais da entrada do HIV-1 na célula hospedeira (adaptado de
http://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-1-4614-0980-9_10).

| Formacao de seis hélices

receptor

Apos a ligagdo da gpl20 a CD4, aquela sofre modificacbes estruturais que
conduzem & exposicdo de um dominio especifico capaz de se ligar aos receptores de
quimiocinas, promovendo uma ligacdo mais estavel a célula hospedeira. Esta primeira
ligagéo vai permitir que um péptido fusogenico hidrofobico, localizado na extremidade
amino-terminal da gp41, penetre na membrana da célula-alvo, aproximando o invélucro
viral e a membrana celular, permitindo a fusdo das duas membranas e a entrada da

capside viral na célula (Freed, 2001).
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Em seguida, ocorre a descapsidagdo, ou seja, eliminacdo parcial da cépside viral
e exposicdo dos complexos ribonucleoproteicos do genoma (Freed, 2001; Sierra et al.,
2005), dando inicio a fase da transcricdo reversa. Esta consiste, fundamentalmente,
numa conversdo do RNA gendmico viral em DNA complementar, de dupla cadeia, por
ac¢do da RT. A sintese ocorre no sentido 5°-3°, ao longo do RNA, gerando, numa fase
inicial, cadeias hibridas, nas quais a por¢do de RNA é posteriormente degradada por
accdo de uma actividade de RNase H da propria RT. No final, gera-se uma molécula de
DNA de cadeia dupla, que ira ser transportada para o nucleo da célula hospedeira, como
parte integrante do chamado complexo de pré-integracao (PIC, do inglés pre-integration
complex). Esta etapa é também suportada pela presenca de outras proteinas virais e
celulares no PIC (Miller et al., 1997), permitindo a passagem através dos poros do
involucro nuclear e posterior integracdo do DNA no genoma da célula, dando origem ao
provirus. Esta integracdo é dependente da actividade da enzima integrase, presente no
PIC, constituindo um passo fundamental do ciclo replicativo do HIV (Suzuki e Craigie,
2007).

A transcricdo viral inicia-se a partir da LTR 5°, sendo que a sua regido U3
contém elementos que permitem a ligacdo da RNA polimerase Il celular ao DNA
proviral. A transcricdo dos genes virais € dependente da interac¢do de inimeros factores
de transcricdo de origem celular, entre os quais o factor de transcricdo NF-kB (do inglés
nuclear factor kB), com a regido 5° LTR. A sintese basal dos RNAs mensageiros
(mRNAS) virais € inicialmente bastante baixa, sendo produzidos apenas 0s transcritos
que sofrem splicing multiplo, os quais codificam as proteinas reguladoras Tat e Rev e a
proteina acessoria Nef. O aumento da actividade transcricional da RNA polimerase Il
estd dependente da acumulacdo da proteina transactivadora viral Tat e da sua ligacdo a
regido TAR (do inglés transactivation response region), localizada na extremidade 5’
dos RNAs virais. Esta etapa conduz a passagem para uma fase posterior do ciclo
replicativo, na qual se assiste a producdo de mais duas classes principais de mMRNAs
virais: 0s que ndo sofreram splicing, associados a sintese de Pr55%% e Pr160%29"° e os
que resultam de splicing parcial, contendo informacdo para a tradugéo de Vpr, Vif, Vpu
e gp160. A medida que aumenta a taxa de transcricdo, da-se uma acumulacio da
proteina reguladora Rev, necessaria para o transporte destes transcritos que ndo sofrem

splicing ou so o sofrem de modo parcial (bem como, mais tarde, dos proprios genomas
9
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virais), sendo um intermedirio de ligacdo entre os mRNASs virais e as proteinas
celulares de transporte nuclear. Esta proteina associa-se a estrutura RRE (do inglés Rev
responsive element), presente na regido env dos MRNAs parcialmente ou nao
processados, permitindo a tradugdo das proteinas de expressdo tardia (codificadas pelos

genes estruturais e acessorios).

A montagem das novas particulas virais ocorre ao nivel da membrana celular,
sendo coordenada por Gag e nela intervindo vérios factores de origem celular (o
dominio MA de Gag sofre uma transicdo conformacional na sua extremidade para que
se consiga justapor a membrana plasmatica, favorecendo a sua ligacdo). No final da
montagem, a libertacdo das particulas virais ocorre por gemulacdo, processo no qual
intervém as proteinas virais p6°% e Vpu. Em simultaneo com a saida, ou imediatamente
apos, a particula viral inicia o processo de maturacao final, por actividade da PR viral.
O processamento proteolitico dos precursores Pr55%% e Pr160%9"° vai dar origem as
proteinas estruturais e enzimticas da particula viral madura (e infecciosa). As
glicoproteinas do involucro seguem uma via diferente de maturacdo. A gp160 apresenta
uma conformacdo multimérica e € transportada para a superficie celular através da via
secretora, sendo clivada por uma protease celular (furina) para originar os trimeros de

complexos heterodiméricos de gp120 e gp41 (Freed, 2001) (Fig. 6).
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Fig. 6 - Esquema ilustrativo do ciclo replicativo do HIV-1 (adaptado de
http://www.nature.com/nrmicro/journal/v11/n12/fig_tab/nrmicro3132_F2.html).

1.5.  Aspectos Epidemioldgicos da Pandemia e Prevaléncia do HIV em Homens

que Fazem Sexo com Homens

Segundo as estimativas do Programa Conjunto das NacGes Unidas para o
HIV/sida (UNAIDS) (em http//.www.unaids.org/.../20150714 FS_MDG6_Report_e), 0
namero total de pessoas infectadas pelo HIV, no final de 2014, era de 36,9 milhdes.
Estima-se que no mesmo ano ocorreram cerca de 2 milhdes de novas infecgdes e que
1,2 milhGes de individuos morreram por causas relacionadas com a sida. O maior
namero de individuos infectados com o HIV concentra-se fundamentalmente no
continente africano, principalmente na regido subsariana. Esta regido continua a mais
afectada, com um numero estimado de 25,8 milhdes de individuos infectados. Embora a
situacio em Africa tenha vindo a melhorar (o nimero de novas infecgbes decresceu
cerca de 41%, desde o ano 2000), ainda assim esta regido contribui com cerca de dois

tercos do numero total de novas infeccBes. A escala global, o nimero de novas
11
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infeccbes tem vindo a baixar consistentemente desde o ano 2000 (descida de 35%),
incluindo entre as criangas, nas quais se tem assistido a um decréscimo ainda superior
(na ordem dos 60%). Também o nimero de 6bitos relacionados com a sida sofreu uma
descida de 42%, desde 0 seu maximo em 2004. Estas tendéncias reflectirdo o sucesso
relativo das politicas de prevencdo que tém vindo a ser implementadas, bem como um
acesso cada vez mais facilitado a terapia anti-retroviral (em Margo de 2015, estimava-se

que 15 milhdes de infectados tinham ja acesso a terapia).

A escala regional, a maior prevaléncia da infeccdo pelo HIV é identificada na
Africa subsariana, onde aproximadamente um em cada 20 adultos est4 infectado com o
virus. Estima-se ainda que cerca de 80% de todas as mulheres infectadas pelo HIV
vivam na Africa subsariana. A principal via de transmissio nesta regifo € a
heterossexual, contribuindo para estes numeros a elevada vulnerabilidade e risco de
infeccdo entre as adolescentes e mulheres jovens africanas. Relativamente a outras
regides do mundo, mais homens estdo infectados do que mulheres, reflectindo, em
parte, o facto das epidemias nesses paises serem principalmente entre grupos
populacionais especificos, como, profissionais do sexo e seus clientes (alguns deles
migrantes), homens que fazem sexo com homens (HSH), utilizadores de drogas
injectaveis e individuos transexuais (The GAP Report, UNAIDS, 2014). O termo HSH,
surgido em 1992, descreve um grupo populacional que tem como principais
caracteristicas o género masculino e a escolha de préaticas sexuais, sendo actualmente
caracterizado por homens que ja tiveram contacto sexual com outro homem, traduzindo
0 comportamento sexual, independentemente da forma como 0s homens interpretam e
classificam a sua identidade sexual (Schramm et al., 1999; Desai et al., 2015). Em 2012,
foi reportado que o grupo de HSH € o que apresenta uma maior incidéncia e prevaléncia
de infeccdo pelo HIV, a nivel mundial. Estima-se que, nos EUA, a prevaléncia nos HSH
tenha aumentado 8% desde 2001 até ao ano de 2012 (Beyrer et al., 2012).

E de conhecimento geral que as taxas de infeccdo pelo HIV continuam a
aumentar em paises ocidentais, incluindo Portugal. De acordo com um estudo efectuado
entre 2011 e 2014 (Meireles et al., 2015a), o grupo constituido por HSH é o que
apresenta a maior incidéncia de infeccdo por HIV, sendo que o0 processo de

seroconversdo ocorre, na maioria dos casos, devido a adopgdo de comportamentos de
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risco, como a realizacdo de sexo anal desprotegido (Meireles et al., 2015a). Verificou-se
também que, durante esse periodo de estudo, os homens que mantinham o mesmo
parceiro sexual teriam uma maior probabilidade de adoptar comportamentos de risco,
pois apresentavam uma errada percepcao de que tinham um menor factor de risco, tendo
consequentemente uma maior confianca de que ndo seriam infectados, condi¢do que
contribui para a seroconversdo. Neste estudo, os principais marcadores de exposicdo
individual ao HIV assinalados sd@o 0 numero de parceiros sexuais € 0 uso de drogas
injectaveis, factores que devem ser considerados ao nivel da prevencdo (Meireles et al.,
2015a). Em 2013, registou-se um aumento significativo no nimero de diagnosticos
efectuados a HSH, sendo este grupo populacional responsavel por uma fatia de 43% dos
novos casos diagnosticados com HIV, realcando a urgente necessidade de intervencao
neste grupo (Martins et al., 2014). No cdmputo geral, mais de metade dos novos casos

de infecgdo em 2013 foram descritos na regido de Lisboa (Fig. 7).

Regidao NUTS Il N° casos %

Lisboa (PT17) 574 54,0
Norte (PT11) 221 20,8
Centro (PT16) 165 16,6
Algarve (PT15) 62 49
Alentejo (PT18) 29 2,7
Madeira (PT30) 17 1,6
Acores (PT20) 5 0,6

Fig. 7 - Distribuicao por area de residéncia de novos casos de infec¢do por HIV (n=1063), com idade igual ou
superior a 15 anos, diagnosticados em 2013. (para 26 casos ndo ha informacéo disponivel)
(fonte: Martins et. al, 2014)

Entre os anos de 2000 e 2012, em Portugal, houve ainda um decréscimo nos
casos de sida, aproximadamente 7,4%. Segundo o Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA), os novos casos de diagnostico em 2013 foram
predominantemente em adultos, com idades proximas de 40 anos, do sexo masculino,
residentes na regido da grande Lisboa (Fig. 7), com elevada proporcdo de HSH. Quanto
ao estadio da infeccdo, em cerca de 62% dos casos diagnosticados, os individuos eram
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assintomaticos, com maior probabilidade de transmissdo do HIV (Martins et. al, 2014).
Por vérias razdes, as estimativas de prevaléncia da infeccdo pelo HIV no grupo de HSH

devem ser considerada com precaucdo (Marcus et al., 2012).

Uma das estratégias utilizadas para controlar a pandemia de infeccao por HIV ao
longos dos ultimos anos tem sido a implementacdo de campanhas de sensibilizacao para
que se efectue o diagndstico o mais precocemente possivel, de modo a aplicar-se o
tratamento e a profilaxia adequados para prevenir uma posterior transmissdo do virus.
Estima-se que os individuos sem conhecimento de serem portadores do virus tenham
uma taxa de transmissdo 3,5 vezes superior aos que conhecem o seu estatuto serologico
(Parisi et al., 2013). De acordo com dados estatisticos recentes, aproximadamente um
terco dos individuos infectados na Unido Europeia, e um em cada cinco nos EUA,
desconhecem que sdo portadores do virus (Parisi et al.,, 2013). Este facto €
particularmente relevante em grupos populacionais tradicionalmente associados a
elevadas taxas de transmissdo, como o exemplo especifico dos HSH. Para além de
varios aspectos epidemioldgicos, logisticos e sociais a considerar, uma das grandes
limitacGes a maior generalizacdo do diagnostico da infeccdo pelo HIV tem estado
associada com os métodos utilizados, nomeadamente, a colheita de amostras bioldgicas

através de procedimentos invasivos (Schramm et al., 1999; USDHHS, 2014).

Em termos de prevencdo, o grupo de HSH constitui um alvo primordial de
interveng&o, considerando as taxas relativamente elevadas de transmissdo do HIV nesta
populacdo, associadas a um numero elevado de parceiros sexuais, tanto do sexo
masculino, como por vezes também do feminino, 0 que aumenta o risco de transmissao
pelos comportamentos sexuais de risco (Vanden Berghe et al., 2011; Xu et al., 2013).
Qualquer programa especifico de prevencéo da infecgcdo por HIV deve ser baseado num
conhecimento prévio dos padrdes epidemioldgicos do grupo populacional a que iré ser
aplicado, passando necessariamente pelo conhecimento das taxas de infeccdo, que
poderdo ser estimadas através da implementagdo de programas especificos de vigilancia

epidemiologica.

Relativamente ao grupo de HSH, encontra-se representado na Fig. 8 o mapa
europeu com a prevaléncia estimada de infecgdo pelo HIV, entre 2011 e 2013, baseado

em dados reportados pela ECDC e OMS (ECDC/OMS, 2014).
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Fig. 8 — Prevaléncia estimada da infeccéo pelo HIV em HSH, entre 2011 e 2013, na Europa (fonte:
ECDC/OMS, 2014).

Enquanto a incidéncia da infec¢do pelo HIV na populacédo geral se encontra em
declinio na maior parte do mundo, a incidéncia entre HSH parece estar a aumentar em
vérias regides como na Europa e na Asia. Neste dltimo continente, 0 modo de
transmissdo associado aos HSH é um dos principais contribuintes para a epidemia em
varios paises. As Ultimas estimativas apontavam para que os HSH sejam 19 vezes mais
propensos a estar infectados com o HIV, comparativamente a restante populacédo
(Beyrer et al., 2012). Em 2008, relativamente ao ano de 2004, na Uni&o Europeia (UE)
e no Espaco Econdmico Europeu, houve um aumento de 19% no nimero de casos de
transmissdo de HIV associados ao contacto sexual entre HSH. Quanto a predominancia
de transmissdo em 2008, foram notificados cerca de 40% dos casos por contacto entre
HSH, seguido por contacto heterossexual (29%) e, por fim, a utilizacdo de drogas
injectaveis, que ocorre em cerca de 6% dos individuos infectados (Fig. 9) (Laar e
Likatavicius, 2009).
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—— Contacto Heterossexual — HSH

Contacto Heterossexual em
individuos provenientes de
regides epidémicas

___ Transmissdo vertical —
mae/filho

Uso de drogas injectaveis Sem informag3o

Fig. 9 - Principais causas de transmissdo de HIV, entre os anos de 2004 e 2008, na Unido Europeia
(UE) e no Espago Econémico Europeu (adaptado de Laar e Likatavicius, 2009).

Tendo em conta 0 quadro epidemioldgico mundial associado a infeccdo pelo
HIV, é notéria a necessidade de aplicacdo de medidas e estratégias de controlo do
nimero de novos casos de infeccdo, em especial, em populacbes particulares, de dificil
acesso, com praticas de risco. Para isso, deveria apostar-se hum diagndstico precoce,
através da implementacdo de programas de prevencdo e rastreio culturalmente
apropriados e acessiveis a uma populacdo diversificada, bem como introduzi-los numa
faixa etaria mais jovem, pois um diagndstico tardio, associado a idade avancada do

individuo, sdo os principais preditores da mortalidade (Desai et al., 2015).
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1.6. A Utilizacdo de Fluido Oral no Diagndstico da Infec¢do pelo HIV

Convencionalmente, em individuos com idade superior a dois anos, 0
diagnéstico da infeccdo pelo HIV é efectuado apds colheita de uma amostra de sangue
por puncao venosa, para obtencdo de soro ou plasma. De acordo com a OMS, existem
dois algoritmos que podem ser utilizados no diagndstico de HIV, consoante os testes
aplicados (OMS, 1997). O algoritmo classico envolve um elevado investimento
financeiro e inclui dois ensaios. Numa primeira fase, efectua-se um ensaio
imunoenzimatico (EIA) do tipo ELISA, com uma sensibilidade proxima de 100% e uma
especificidade de cerca de 98%. Numa segunda fase, utiliza-se o Western-blot, para uma
confirmagdo do resultado obtido no teste anteriormente realizado, que consiste na
interpretacdo dos resultados através de uma tira constituida por antigénios de HIV que
irdo ligar-se aos anticorpos presentes no soro do individuo em estudo, caso seja um
resultado positivo, traduzindo-se no aparecimento de bandas coloridas na respectiva
tira. A OMS definiu como citério de positividade o aparecimento de um minimo de duas
bandas correspondentes as glicoproteinas em estudo (gp41, gp120 ou gpl160), com ou
sem bandas de Gag ou Pol. Por outro lado, uma tira sem bandas seria classificada como
um resultado negativo (OMS, 1997). No caso de um resultado indeterminado, deve-se
repetir uma nova colheita de amostra de sangue, no minimo apds duas semanas, pois 0
individuo pode estar em periodo de seroconversdo. O outro algoritmo, denominado de
alternativo, apresenta custos menores, sendo baseado na combinacdo de até trés EIA
diferentes entre si, sendo a sua selec¢do baseada nos objectivos do procedimento (OMS,
1997).

A utilizacdo de colheita de sangue para a realizacdo de diagnostico e no ambito
de rastreios de prevencdo da infeccdo por HIV também esta associada a alguns
inconvenientes, como o facto de ser necessario 0 manuseamento de agulhas, material
cortante possivelmente contaminado, 0 que aumenta 0s riscos para os profissionais de
salde, tanto no acto da puncdo venosa, como na eliminacdo de agulhas, podendo
também existir acidentes de trabalho com cortes devido a tubos de vidro partidos
contaminados na area laboratorial, tendo em conta que a carga viral contida numa

amostra de sangue é relativamente elevada (Tamashiro e Constantine, 1994).
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1. Introducdo

Portanto, com o0 objectivo de se apostar em métodos de diagnostico que
permitam uma maior ades&o por parte dos individuos, essencialmente os que constituem
0s principais grupos de risco de infeccdo por HIV, tem-se explorado a deteccdo de
anticorpos recorrendo-se ao fluido oral como amostra. E um dos produtos bioldgicos no
qual, recentemente, tém sido efectuadas inimeras investigacdes, de forma a testar-se as
taxas de sucesso com a sua aplicacdo, em comparagcdo com resultados obtidos com
sangue, produto bioldgico convencionalmente utilizado (Pink et al., 2009). A utilizacdo
de fluido oral, envolve um procedimento que apresenta diversas vantagens, entre as
quais, uma colheita ndo invasiva, ou seja, indolor, menores custos e menor interferéncia
com questBes culturais, pois em algumas culturas ndo € permitida a puncdo venosa,
aparentando ser mais adequado para que haja a sua integracdo em novos programas de
prevencdo e rastreio do HIV e, consequentemente, existir uma maior taxa de aceitacao
por parte dos individuos a testar (Mirandola et al., 2009; Pink et al., 2009). Também do
ponto de vista dos profissionais de saude, seria uma mais-valia pelo facto de nédo ser
necessario 0 manuseamento de produtos bioldgicos contaminados, visto a colheita de
fluido oral ser efectuada na sua maioria por material absorvente, como o exemplo de
uma esponja, o0 que evita a utilizagdo de materiais cortantes, facilitando similarmente o
rastreio em grupos onde as colheitas de sangue sdo mais dificeis como na populacdo
dependente de drogas injectaveis (Martinez et al., 1999; Tamashiro e Constantine,
1994).

O fluido oral foi utilizado pela primeira vez como amostra bioldgica para a
deteccdo de anticorpos anti-HIV por Archibald
et al. (19864, b) e Parry et al. (1987). Este tipo
de amostra requer cuidados especificos na sua
colheita, pois tanto o volume, como a natureza

da amostra obtida, podem ser muito variaveis,

sendo necessario assegurar uma quantidade

Fig. 10 - Colheita de amostra de fluido oral
(disponivel em
http://lwww.pocd.com.au/img/drug-
testing/Oralscan-Drug-testing_02.jpg).

minima da amostra, em termos de concentracao
de imunoglobulinas do tipo G (IgG) — Fig. 10
(Hodinka et al., 1998; Malamud e Chavez, 2011;
Granade et al., 1998).
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1. Introducdo

Actualmente, a saliva e o fluido oral tém sido testados no ambito do diagnostico,
em diferentes areas como o da infeccdo por HIV, patologias malignas e doencas

cardiovasculares, contribuindo para a evolucao ao nivel da medicina (Pink et al., 2009).

No entanto, é importante diferenciar os conceitos de saliva e fluido oral,
definindo as caracteristicas de cada um deles pois apresentam diferencas bastante
relevantes e determinantes neste estudo, visto uma colheita efectuada de modo
incorrecto contribua para resultados erroneos. A primeira é mais viscosa, produzida
pelas glandulas salivares, contendo bactérias, leucocitos, essencialmente macrofagos,
mucina e células, e a principal classe de anticorpos detectada é a IgA, sendo, contudo,
igualmente secretado um baixo nivel de IgG. Quanto ao fluido oral, este corresponde a
um transudado da mucosa oral, sendo essencialmente constituido pelo fluido dos
capilares da parte inferior da mucosa bucal, entre os dentes e a gengiva, e contendo,
para aléem de IgA, também IgG e IgM, provenientes do plasma. Embora a sua
concentracdo de IgG seja menor do que no plasma, € em maior quantidade do que na
saliva (Quadro 1), pelo que o objectivo € a colheita do fluido oral, através do transudado
da mucosa oral (Tamashiro e Constantine, 1994; Martinez et al., 1999; Hodinka et al.,
1998; Pink et al., 2009; Malamud e Chavez, 2011; Wood et al., 2013).

Fluidos 19G (mg/L) IgM (mg/L) IgA (mg/L)
Plasma 14730 1280 2860
Transudado da Mucosa Oral 3500 230 1110
(Fluido Oral)
Saliva 14,4 2,1 19,4

Quadro 1 - Média da concentragéo de diferentes tipos de imunoglobulinas em diversos fluidos corporais
(adaptado de Mortimer e Parry, 1991; Tamashiro e Constantine, 1994).

A transmissdo do HIV pode ocorrer devido ao contacto com diversos fluidos

corporais que podem conter, quer as proprias particulas virais, quer células infectadas
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1. Introducdo

pelo virus, tal como sangue, sémen, secre¢fes vaginais e cervicais, secregdes rectais e
leite materno. Embora o HIV possa igualmente ser detectado em outros fluidos
organicos, incluindo a saliva, as lagrimas e o liquido cefalorraquidiano, estes, em geral,
ndo representam risco de transmissdo. Relativamente ao fluido oral também é possivel
detectar o virus, mas em quantidades muito reduzidas, pelo que a sua transmissdo por
esta via é praticamente nula (Wood et al., 2013). Assim, a transmissdo do HIV por via
oral apenas estd associada, de um modo significativo, a dois tipos de situacdo: a
amamentacao natural e o contacto oral-genital durante a relacao sexual no adulto (Wood
etal., 2013).

A aplicacdo de fluido oral como amostra bioldgica para o diagnostico da
infecgdo pelo HIV ja é efectuada ha uns anos (Schramm et al., 1999). Por exemplo, em
1994, foi elaborado um estudo demonstrativo de que a utilizacdo de EIA para a deteccao
de anticorpos anti-HIV em fluido oral apresentava uma sensibilidade entre 95% e 100%,
enquanto que ao nivel da especificidade manifestava entre 99,5% e 100% (Tamashiro e
Constantine, 1994), por comparacdo com préticas diagnosticas padrao.

Em 2011, os NIH (do inglés National Institutes of Health) reportaram a
realizacdo de mais de 3 milhdes de testes de diagndstico para o HIV, mundialmente, em
que 42% foram efectuados utilizando o algoritmo classico da OMS e os restantes por
testes rapidos. Relativamente ao tipo de amostra, cerca de 7% dos testes denominados
convencionais, ou seja, utilizacdo de teste de rastreio de tipo imunoenzimatico (ELISA)
e teste de confirmacdo por Western Blot, foram efectuados com a utilizacdo de fluido

oral, enquanto dos testes rapidos correspondeu a 39% (APHL, 2013).

Através da exploracdo de novos métodos de diagndstico, tal como pela
utilizagdo do fluido oral, existe um ponto de partida para que com uma maior
acessibilidade a rastreios e com um equilibrio de custos ao nivel financeiro, seja
possivel apostar em programas de prevencdo direccionados para os diferentes grupos de

risco.
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2. Objectivos

Descrevem-se em seguida 0s objectivos propostos para este estudo:

¢ Detectar a infeccdo pelo HIV, em HSH, na area da Grande Lisboa, com base
na pesquisa de anticorpos anti-HIV no fluido oral, utilizando um algoritmo diagnostico
com aplicacdo de dois testes imunoenzimaticos sucessivos;

% Testar a qualidade das amostras de fluido oral colhidas em HSH, para
deteccdo de anticorpos anti-HIV, através do doseamento de IgGs totais por ensaio
imunoenzimatico;

% Caracterizar geneticamente o HIV circulante em HSH na area da Grande
Lisboa, por analise filogenética automatizada de sequéncias nucleotidicas do gene pol,
mais especificamente, da regido codificante da transcriptase reversa (RT), bem como a
presenca de polimorfismos genéticos naturais associados a diminuicdo da

susceptibilidade aos anti-retrovirais inibidores da RT.
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3. Material e Métodos

3.1.  Amostra Populacional

Para a realizacdo deste estudo, escolheu-se como populacdo alvo individuos do
sexo masculino, maiores de idade, que reportam a pratica de actividades sexuais com
individuos do mesmo sexo (no minimo uma vez nos ultimos 12 meses), vulgarmente
designados por “homens que fazem sexo com homens” (HSH). Realizaram-se 409
colheitas de amostras de fluido oral, de HSH da &rea da Grande Lisboa, tendo todos os
individuos participantes assinado um termo de consentimento informado, livre e
esclarecido para o estudo das suas amostras (Anexo 1). Como locais de colheita foram
selecionados aqueles que apresentavam uma presenca mais assidua da populacgéo alvo,
de modo a obter-se resultados representativos da realidade actual, pelo que se incidiu
essencialmente em bares, saunas e discotecas frequentados por HSH na érea
Metropolitana de Lisboa.

Este estudo foi realizado no ambito do projecto SIALON II, implementado na
Unido Europeia e em alguns paises vizinhos, que tem como objectivo primério a
prevencdo da infecgdo pelo HIV, atraves de uma vigilancia epidemioldgica recorrendo a
amostras de fluido oral para uma maior facilidade de diagnostico (SIALON Il Project,
2013).

3.2. Colheita e Processamento das Amostras de Fluido Oral

A amostra bioldgica utilizada para a realizacdo deste estudo é o fluido oral. A
colheita de fluido oral foi realizada, nos locais seleccionados, através da orientagdo de
técnicos formados para o efeito, recorrendo-se ao dispositivo Oracol (Malvern Medical
Developments, Reino Unido) (Fig. 11). O fluido oral foi colhido, pelos participantes,
com recurso a material esterilizado, aberto apenas pelos préprios. O processo de
colheita consiste em introduzir uma esponja na cavidade oral, de modo a ser friccionada
cerca de trinta vezes para a direita e trinta para a esquerda sobre as gengivas superiores
e inferiores, evitando tocar nos dentes, para que seja possivel reunir a maior quantidade

de amostra possivel. Através deste método, obtém-se secre¢des com IgA, assim como
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3. Material e Métodos

IgG e IgM, provenientes do plasma e que sdo transferidas para a boca, sendo expectavel
colherem-se aproximadamente entre 0,5 ml e 1,5 ml de amostra por cada participante no

estudo (Mortimer e Parry, 1991).

Fig. 11 - Dispositivo utilizado para colheita de fluido oral (disponivel em:
http://www.sialon.eu/en/home/).

O envio das amostras de fluido oral para o laboratério de Virologia da Unidade
de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical foi realizado
durante um periodo de cerca de quatro meses, compreendido entre Maio e Agosto de
2013. Todas as amostras foram recebidas num periodo de 72 h apds a realizacdo da

colheita, tendo sido mantidas a temperatura ambiente (nunca excedendo os 30 °C).

Para o processamento das amostras de fluido oral, adicionou-se primeiramente 1
ml de tampédo de recuperacdo (Anexo 2) ao tubo contendo a haste com a esponja,
misturando-se no vortex durante aproximadamente 20 s. Em seguida, espremeu-se a
esponja contra a parede do tubo, para se retirar 0 maximo de volume de amostra e
inverteu-se a haste, colocando novamente dentro do tubo, procedendo-se agora a uma
centrifugacdo durante 5 min, a 900 x g, para extrac¢do do fluido oral. Por fim, fez-se a
transferéncia do fluido oral para microtubos de crioconservacdo esterilizados de 1,5 ml,
em aliquotas de 500 pl, de modo a perfazer um minimo de dois microtubos com fluido
oral por colheita. O sedimento de células (maioritariamente, epiteliais) foi
ressuspendido num volume residual de tampdo de recuperacdo e igualmente
armazenado num microtubo de crioconservacdo. Todos o0s microtubos foram

armazenados a -20 °C.
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3. Material e Métodos

3.3.  Deteccao de Anticorpos Anti-HIV

O algoritmo cléassico para a deteccdo de anticorpos anti-HIV envolve a
realizacdo de dois tipos de testes, um de rastreio e outro de confirmagdo. Os primeiros
devem ser faceis de realizar e ter uma elevada sensibilidade, ou seja, elevada capacidade
de deteccdo de anticorpos de baixa avidez, minimizando assim a possibilidade de
obtengdo de resultados falsos negativos. Um dos exemplos mais comuns utilizados
como testes de rastreio sdo os baseados no principio de ELISA - Enzyme-linked
immunosorbent assay (OMS, 1997).

Para este estudo de pesquisa de anticorpos anti-HIV no fluido oral, aplicou-se o
algoritmo da Fig. 12, que se baseia na utilizacdo sequencial de dois tipos de teste
ELISA, um de terceira geragio — Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 (Bio-Rad, Franga) — e
um de quarta geragdo — Vironostika® HIV Ag/Ab (bioMérieux, Franga) (Vermoesen et
al., 2012; Fransen et al., 2013; SIALON |1 Project, 2013).

Genscreen™ HIV-1/2
Version 2 (Bio-Rad,
Franga)

Reactivo Nao reactivo

Vironostika® HIV Ag/Ab s  Doseamento de IgG

(bioMeérieux, Franga)

Resultado Positivo IgG=3,5mg/1 IgG <3,5mg/1

Resultado Negativo Resultado Negativo Exclusdo da Investigagao

Fig. 12 - Algoritmo utilizado para a deteccéo de anticorpos anti-HIV nas amostras de fluido oral (Vermoesen
et al., 2012; Fransen et al., 2013; SIALON 11 Project, 2013).

24



3. Material e Métodos

O teste Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 (Bio-Rad, Franga) é um teste
imunoenzimatico, de tipo “sanduiche”, desenvolvido originalmente para a detecdo de
anticorpos anti-HIV-1, incluindo do grupo O, e/ou anti-HIV-2 (do tipo IgG, IgM ou
IgA), em amostras de soro ou plasma, ap6s a sua adicao a microplaca ELISA, onde se
encontram antigénios virais purificados imobilizados (as proteinas recombinantes gp160
e p24, do HIV-1, e um péptido que mimetiza um epitopo imunodominante da
glicoproteina do involucro do HIV-2). Segundo o fabricante, este teste tem uma
sensibilidade, para a detec¢do de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2, de 100% e uma
especificidade de 99,98%, quando utilizado em amostras de soro ou plasma. Quanto a
utilizacdo de fluido oral como amostra bioldgica, trata-se de um teste com uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 97,6% (Vermoesen et al., 2012; Fransen
et al., 2013), dai ter sido seleccionado como teste de rastreio no presente estudo. O
protocolo para testar o fluido oral é o mesmo que o utilizado para soro ou plasma
(SIALON 11 Project, 2013), pelo que se seguiram rigorosamente as especificacbes do
fabricante (Anexo 3), incluindo a utilizacdo, em cada teste, de trés tipos de controlos

distintos (negativo, positivo e de cut-off).

Dadas as suas caracteristicas, um resultado positivo para HIV obtido com um
teste imunoenzimatico do tipo ELISA deve ser sempre confirmado. Neste trabalho, o
teste Genscreen™ HIV-1/2 (Bio-Rad, Franca) foi utilizado como um teste de rastreio,
pelo que todas as amostras inicialmente positivas foram submetidas a um teste de
confirmacdo recorrendo ao teste Vironostika® HIV Ag/Ab (bioMérieux, Franca),

segundo o algoritmo de diagndstico adoptado (Fig. 12).

O Vironostika® HIV Ag/Ab (bioMérieux, Franca) ¢ um teste ELISA de quarta
geracdo que apresenta uma sensibilidade de 97,8% e uma especificidade de 100% em
amostras de fluido oral (Vermoesen et al., 2012; Fransen et al., 2013). E normalmente
utilizado para detectar a presenga de anticorpos anti-HIV-1 (do tipo 1gG, IgM e IgA),
incluindo do grupo O, e anti-HIV-2 e do antigénio p24 de HIV-1 em amostras humanas
de soro ou plasma, baseando-se no principio “sanduiche”. Neste teste, oS pogos da
microplaca de ELISA estdo revestidos com gpl160 de HIV-1, o péptido ANT70 de HIV-
1 do grupo O, um peptido da glicoproteina de superficie gp36 de HIV-2 e um anticorpo
monoclonal anti-p24 de HIV-1. De acordo com o0s resultados de estudos recentes

(Fransen et al., 2013), a utilizacdo de amostras de fluido oral com este teste requer a
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introducdo de duas alteragdes ao protocolo experimental do fabricante: i) a utilizacdo de
um volume duplo de amostra a testar (100 pl de fluido oral vs. 50 pl de soro/plasma); ii)
a utilizacdo de uma formula adaptada para a determinacdo do valor de cut-off (CO =
valor de absorvancia médio dos controlos negativos + 0,05). Para além destas
adaptacdes, o protocolo experimental utilizado seguiu rigorosamente as instrugdes do
fabricante (Anexo 4), incluindo a utilizagcdo de um controlo negativo (em quatro
réplicas) e de trés controlos positivos (para anticorpos anti-HIV-1, anti-HIV-2 e

antigénio p24 de HIV-1, respectivamente).

3.4. Doseamento de 1gGs nas Amostras de Fluido Oral

De acordo com o algoritmo de teste utilizado, sempre que as amostras de fluido
oral testadas para a presenca de anticorpos anti-HIV se revelavam negativas, ou com
resultados discrepantes (Fig. 12), seria obrigatorio confirmar-se a sua qualidade,
nomeadamente, pela quantificacdo de IgG totais (SIALON Il Project, 2013). Para se
determinar a quantidade de IgG presentes nas amostras de fluido oral, utilizou-se um
ensaio de imunoperoxidase, em suporte ELISA do tipo “sanduiche” (Human IgG,
Immunology Consultants Laboratory, Inc., EUA). Este kit comercial permite a
determinacdo quantitativa de 1gG humanas no soro e outras amostras bioldgicas
(plasma, saliva, urina, fezes), sendo baseado na utilizacdo de anticorpos anti-lgG

humanas purificados, de origem caprina, adsorvidos a um suporte ELISA tradicional.

A quantificacdo das 1gG é feita por interpolacdo a partir de uma curva padrao
especifica para cada teste, construida com recurso a solugdes de 1gG de concentragdo
conhecida, compreendida entre 0 e 500 ng/ml. Para a construcdo da curva padrdo foi
utilizado o modelo de regresséo logistico de quatro parametros (modelo 4PL), de acordo
com procedimentos padrdo. Este modelo ndo linear é vulgarmente utilizado para
ajustamentos de curva em bioensaios ou imunoensaios, tais como ELISA ou
radioimunoensaios, ou construcdo de curvas de dose-resposta. Para a realizacdo dos
ensaios, seguiu-se o protocolo fornecido pelo fabricante (Anexo 5), com pequenas
adaptacGes. Antes do ensaio, cada amostra de fluido oral foi diluida 1:250 no tampéo de
diluicdo fornecido. Cada amostra foi testada sem duplicado, sendo no entanto retestadas

todas as amostras com doseamentos iniciais de IgG de valor até 3,5 mg/L. As amostras
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com concentragdo de 1gG total menor do que 3,5 mg/L foram consideradas invalidas e
excluidas do estudo (Fig. 12).

3.5.  Extraccao e Purificacdo de DNA das Amostras de Fluido Oral

Com o objectivo de extrair e purificar o DNA gendmico das células guardadas a
-20 °C, obtidas das amostras de fluido oral (ver em 3.2.) de individuos considerados
positivos para a presenca de anticorpos anti-HIV, recorreu-se ao kit comercial NZY
Tissue gDNA Isolation Kit (NZYTech, Portugal). O método utilizado baseia-se na
utilizacdo de uma coluna de silica que permite a adsorcdo do DNA, anteriormente
libertado das células pela utilizacdo de um tampdo de lise contendo proteinase K e SDS
(do inglés sodium dodecyl sulphate), sendo outras impurezas, como proteinas e sais,

removidos nas fases de lavagem.

Antes de se iniciar o processo de extraccdo, descongelou-se rapidamente as
células, transferindo-as para um banho a 37 °C durante 30 s. Em seguida, procedeu-se a
duas lavagens consecutivas com tampdo PBS (do inglés phosphate-buffered saline)
estéril, pH 7,4, num microtubo, com realizacdo de dois periodos de centrifugacdo a
2500 x g (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha), para eliminar impurezas que
pudessem estar presentes, visto ser uma amostra que a partida se encontra com um

elevado grau de contaminacao.

Em seguida, a uma suspensé@o celular em 200 pl de tampdo de ressuspenséo
(NT1), adicionou-se 25 ul de solugéo de proteinase K (~20 mg/ml) e 200 ul de tampéo
NL, contidos no kit de extraccdo. O contetdo do microtubo foi misturado no vértex e
fez-se uma incubacédo a 56 °C, durante 15 min., misturando-se ocasionalmente. Finda a
incubacdo, adicionou-se 210 pl de etanol a 100% (v/v) e misturou-se no vortex.
Transferiu-se a mistura para a coluna de silica, colocada num microtubo de recolha de 2
ml, e procedeu-se a um passo de centrifugagdo durante 1 min a 11000 x g. Descartou-se
o0 eluato e colocou-se a coluna de silica, com 0 DNA adsorvido, num novo tubo de
recolha, iniciando-se a fase de lavagem, pela adicdo de 500 pl de tampdo NWI,
centrifugando-se com o procedimento acima descrito. Descartou-se o eluato, sendo feita

uma ultima lavagem, nas mesmas condigdes, apés adicao de 600 ul de tampao NW2. O
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passo seguinte foi uma secagem adicional da membrana de silica, centrifugando a
coluna no tubo de recolha durante 2 min, a 11000 x g. Iniciou-se ent&o o passo final da
eluicdo do DNA genOmico. Nesta Ultima etapa, realizaram-se duas eluicdes
consecutivas (por centrifugacédo, durante 2 min a 11000 x g), sendo a primeira com 100
pl de tampdo NE, incluido no kit, e a segunda com o0 mesmo volume de agua estéril,
ambos pré-aquecidos a 70 °C. As elui¢bes foram precedidas de 1 min de incubagdo, a
temperatura ambiente, ap6s adicdo do liquido na coluna de silica. O DNA eluido foi
armazenado a -20 °C, até utilizacdo em experiéncias de amplificacdo por PCR (do inglés

Polymerase Chain Reaction).

3.6.  Amplificacdo por nested-PCR
3.6.1. Primers e Regido Alvo

Com o objectivo de realizar a amplificacio do DNA proviral do HIV-1
eventualmente existente nas células colhidas com o fluido oral, recorreu-se a técnica de
nested-PCR, com a utilizacdo de primers capazes de amplificar uma regido codificante
da transcriptase reversa, no gene pol, com base no protocolo descrito por Steegen et al.
(2006), com adaptacdes (Videira e Castro, 2010). Para este estudo, utilizaram-se quatro
primers externos na primeira reaccdo (Gag2, PR1, RT137 e RT3303) e dois primers
internos na segunda reaccdo (RT1 e RT4) (Quadro 2), de modo a obter-se um amplicdo
final de 650 pb. Estes foram igualmente adaptados de Steegen et al. (2006), com
alteracdes pontuais, introduzidas anteriormente, em Gag2, PR1, RT137 e RT4, como
descrito em Videira e Castro (2010), com o objectivo de aumentar o nivel de
especificidade da reaccdo de amplificacdo, mas sem perder sensibilidade. Por outro
lado, tendo-se identificado uma maior variabilidade em determinadas posi¢fes das
regibes de hibridagdo de certos primers, alguns (PR1, RT137, RT3303 e RT4)
apresentam degeneracdes na sua sequéncia (R=A/G; W=A/T; Y=T/C) (Quadro 2).

Os primers foram adquiridos a empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), a
qual os disponibiliza liofilizados, sendo hidratados com agua ultrapura estéril Milli-Q
(Reagent Grade Ultrapure Systems, Millipore, EUA) para uma concentracdo final

(stock) de 100 pmol/pl, requerendo a sua preparacdo a utilizacdo de condicdes de
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assepsia, em camara de fluxo laminar. Para manter a estabilidade dos mesmos,
realizaram-se diluigdes das solucGes stock de primers para solucdes de trabalho, a 10
pmol/ul, mantidas a -20 °C.

Primers | Nomedo | Localizacdo Sequéncia 5°-3’
primer em HXB2
(nt.)
18 Gag2 1404-1426 CAATGAGGAAGCTGCAGAATGGG
Reaccéo
nested- PR1 1822-1844 GAAATGATGACAGCATGYCAGGG
PCR
¢ RT137 3301-3325 TTCTGTATRTCATTGACAGTCCAGC
RT3303 3309-3329 TAAYTTYTGTATRTCATTGAC
22 RT1 2604-2632 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA
Reaccéo
nested- RT4 3231-3253 TGGAGTTCATAWCCCATCCAAAG
PCR

Quadro 2 - Primers utilizados para as duas reacgdes da nested-PCR (a sua localizag&o foi feita com base na
anota¢do do genoma da estirpe de referéncia HXB2 do subtipo B do HIV-1).

Em suma, para a primeira reaccdo foram entdo utilizados quatro primers
externos, sendo dois directos, Gag2 e PR1, e dois inversos, RT137 e RT3303,
originando a amplificagcdo de quatro fragmentos de DNA, com diferentes tamanhos,
compreendidos entre 1504 e 1926 pb. Estes sdo utilizados como matrizes para a
segunda etapa, em que véo hibridar com os dois primers internos (RT1 e RT4) para

amplificagdo de um fragmento de DNA com o tamanho de 650 pb (Fig. 13).
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Regido Alvo
Gag2 -
m" (ﬁ RT137
PR1 RT3303
Primers Externos (1*Reac¢do)
Primers Internos (2*Reacgdo)
1"PCR
Gagl RI137
PR1 RT3303
Amplificagdo
{ »
Produto da 1* Reaccdo PCR
2°PCR
4 RIL, “Ria
Al
Amplificagio
Fragmento da amplificacdo por
nested-PCR (650 pb)

Fig. 13 - Esquema representativo da amplificacdo, por nested-PCR, de uma regido de 650 pb da
regido codificante da transcriptase reversa do gene pol de HIV-1.

3.6.2. Protocolo Experimental

Para a realizacdo das reaccOes de amplificacdo foi utilizado o sistema comercial,
pronto a usar, NZYTaq 2x Green Master Mix (NZYTech, Portugal). Este sistema
fornece uma mistura de reaccdo contendo uma forma recombinante modificada da
enzima Taq DNA polimerase, purificada de Escherichia coli. A solugdo fornecida
contém igualmente os dNTPs (do inglés deoxyribonucleotide triphosphates) e MgCl»
(para concentracéo final de 2,5 mM), sendo apenas necessario adicionar 0s primers e 0
DNA matriz a amplificar. A Taqg DNA polimerase utilizada ndo possui actividade
exonucledsica 3’—5’, pelo que os amplicdes gerados possuem extremidades
protuberantes com adenosina, permitindo a clonagem directa em sistemas apropriados.
Este sistema oferece ainda a op¢do de utilizagdo de uma “solu¢do optimizadora”,
desenvolvida para aumentar a sensibilidade e a especificidade da PCR, em amostras de

DNA eventualmente contaminadas com inibidores da polimerizagéo.
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Para a primeira reaccdo de amplificacdo, foi necessario preparar-se uma mistura
de reaccdo, mantida no gelo, no interior da camara de fluxo laminar, para um volume
final de 25 pl, por amostra, constituida por 12,5 pl de NZYTaq 2x Green Master Mix,
referida anteriormente, 0,5 pl de cada um dos quatro primers (concentracao final, 0,2
MM cada), 5 pl de reagente optimizador (NZYTaq 5x Optimizer Solution, NZYTech,
Portugal) e 4,5 pl de &gua ultrapura estéril Milli-Q (Reagent Grade Ultrapure Systems,
Millipore, EUA). Posteriormente, noutro compartimento do laboratorio, foi realizada a
adicdo do DNA matriz de cada amostra, adicionando-se 1 pl a cada microtubo com a
referida mistura de reacgdo, dando-se inicio a PCR. Foi utilizado um termociclador
iICycler (Bio-Rad, EUA), com as condic¢des experimentais descritas no Quadro 3.

Etapas Numero de Ciclos Temperatura Tempo
Desnaturacéo Inicial 1x 95°C 2 min
95°C 30s
10x 45°C 30s
72°C 2 min
95°C 30s
10x 50°C 30s
Amplificagdo* 72 C 3 min
95°C 30s
15x 55°C 30s
72°C 4 min
Extenséo Final 1x 72°C 8 min
Manutencao 1x 4°C o0

Quadro 3 - Descricéo das condig¢les da primeira reaccdo de amplificagdo de uma regido codificante da
transcriptase reversa do gene pol do HIV-1, através de nested-PCR.

*de modo a tentar reduzir a inespecificidade elevada dos primeiros resultados obtidos, testou-se,
entre outras hipoteses (ver capitulo Resultados e Discussdo), um protocolo de amplificacdo
alternativo de maior restringéncia. Assim, as duas primeiras fases de amplificagdo foram
fundidas numa so (12 fase, 15x, 95 °C, 30 s; 50 °C, 30's; 72 °C, 2 min; 22 fase, 20x, 95 °C, 30 s;
55°C, 30's; 72 °C, 3 min).
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Relativamente & segunda PCR, realizou-se uma segunda mistura de reaccao,
para um volume final de 50 pl, utilizando-se, por amostra, 25 pl de NZYTaqg 2x Green
Master Mix, 1 pl de cada um dos dois primers internos (concentracdo final, 0,2 uM
cada), 10 pl do reagente optimizador (NZYTaqg 5x Optimizer Solution, NZYTech,
Portugal) e 11 pl de &gua ultrapura estéril Milli-Q (Reagent Grade Ultrapure Systems,
Millipore, EUA). O DNA matriz aplicado na segunda reac¢do de PCR, como ja
mencionado, é o produto da primeira reac¢do, sendo adicionado o volume de 2 pl e

aplicado o programa de amplificacdo com as condicdes referidas no Quadro 4.

Em cada uma das reaccdes foi efectuado um controlo de contaminacéo, ou seja,
substituicdlo do DNA matriz por agua. Dada a elevada inespecificidade inicial, o
protocolo-base foi alvo de algumas experiéncias de optimizacéo, incluindo, alteracdo do
programa de amplificacdo (ver nota ao Quadro 3) e/ou a utilizagdo de varias
quantidades de DNA matriz para a primeira PCR.

Etapas Numero de Temperatura Tempo
Ciclos
Desnaturacao Inicial 1x 95°C 3 min
95°C 30s
Amplificacéo 35x 50°C 30s
72°C 1 min
Extenséo Final 1x 72°C 7 min
Manutengéo 1x 4°C 0

Quadro 4 - Descricéo das condicbes da segunda reaccé@o de amplificacio de uma regido codificante da
transcriptase reversa do gene pol do HIV-1, através de nested-PCR.

3.7.  Observacao dos Fragmentos de DNA Amplificados

A observacdo dos fragmentos de DNA obtidos foi efectuada apés a realizacéo de
electroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), em tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE)
0,5X (Anexo 2), com brometo de etideo (0,5 pg/ml). Aplicou-se 5 ul de produto de

amplificacdo, sendo o gel sujeito a uma diferenca de potencial de 80 V. Como padrdo de
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migragao, utilizou-se o marcador de massa molecular Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA
Ladder (Fermentas, Canada). Por fim, a visualizagdo dos fragmentos de DNA foi
realizada com recurso a radiagdo ultravioleta (A=254 nm), sendo a captacdo digital de

imagem feita pelo equipamento Gel-Doc XR (Bio-Rad, EUA).

3.8.  Clonagem dos Produtos de PCR

Todos os produtos de PCR obtidos, com o tamanho estimado esperado (~650
pb), apresentavam-se em pequena quantidade e/ou eram acompanhados por algumas
bandas inespecificas, pelo que se recorreu a sua clonagem, apos extraccao e purificacao
a partir de gel de agarose, com recurso ao sistema comercial pGEM®-T Easy Vector
(Promega, EUA).

3.8.1. Vector Plasmidico pGEM®-T Easy

O vector plasmidico xmnl 2009
174
pGEM®-T Easy (Promega, |Scal 1890 \Nael o707 [ e 4 St
. Aatll 20
EUA), de 3015 pb (Fig. 14), ftor Sphl | 26
. ., Ncol 37
fornecido j4 sob a forma , Bstzl | 43
L -l PGEM®-TEasy  /acZ o T U
linearizada, tem  como Vector 7T sacl |
. . (3015bp)
principal caracteristica o0 Spel | 64
EcoRlI 70
facto das suas extremidades b | 2
Pstl 88
i i ori Sall 90
possuirem  um  residuo = [
Y prsqs Sacl 109
protuberante 3’-timidina, 0 Bstxl [118 &
Nsil 127 8
que permite uma maior Teea| = E
eficacia na Iigagéo aos Fig. 14 - Mapa fisico do vector plasmidico pPGEM®-T Easy, com

. apresentagéo dos locais de reconhecimento de diversas enzimas de
pI‘OdUtOS ampllflcados por restricdo na regido de clonagem multipla e respectivas coordenadas
(adaptado de www.promega.com).
PCR com recurso a uma
enzima com as caracteristicas da Tag DNA polimerase utilizada (ver sec¢do 3.6.2.). Por
outro lado, a presenca daqueles residuos impede a recirculacdo do vector, aumentando

ainda mais a eficiéncia de ligacéo.

Este vector apresenta uma regido de clonagem multipla, flanqueada pelos

promotores T7 e SP6, inserida no gene do a-péptido da enzima B-galactosidase (lacZ’),
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0 que permite a seleccdo, em meio de cultura e na estirpe bacteriana apropriados, de
clones bacterianos recombinantes, por a-complementacdo. A consequéncia deste
fendmeno € visivel em placas com meio contendo X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-RB-
D-galactopirandsido) e IPTG (isopropil-R3-D-tiogalactopirandsido). O primeiro € uma
substancia cromogénica que é degradada pela B-galactosidase funcional, ou seja,
requerendo um a-péptido igualmente activo, pelo que provaveis clones néo
recombinantes sdo traduzidos pelo aparecimento de colonias azuis, na presenca de
IPTG. A ligacao do fragmento de DNA origina, habitualmente, a inactivacdo do gene
lacZ’, impedindo que as bactérias produzam R-galactosidase funcional, ndo ocorrendo,
portanto, a degradacdo do X-gal, na presenca de IPTG. A consequéncia é 0
aparecimento de coldnias de cor branca, sinénimo de provaveis clones bacterianos com

moléculas de DNA plasmidico recombinante.

3.8.2. Procedimentos de Clonagem

3.8.2.1. Ligacéo dos Fragmento de DNA ao Vector Plasmidico

A ligacdo do fragmento de DNA ao vector plasmidico utilizado requer a
preparacdo de uma mistura de reaccdo com 5 pl de tampdo de ligacdo 2X, 1 ul de
solucéo de vector plasmidico pPGEM®-T Easy (Promega, EUA) (50 ng/ul), 1 pl de ligase
de DNA do fago T4 (3 U/ul) e 3 pl do produto amplificado por PCR, para um volume
final de 10 pl. Com o objectivo de se obter uma maior eficiéncia de ligacdo, realizou-se
a incubacdo da mistura de ligacdo, durante a noite, a 4 °C, em banho refrigerado

(Frigiterm, P-Selecta, Espanha).
3.8.2.2. Preparacao de Células Bacterianas Competentes e Transformagéo

Foi utilizada a estirpe JM109 de Escherichia coli, que tem como principais

caracteristicas ser superprodutora do repressor Lac e naturalmente sensivel a ampicilina.

Inoculou-se a estirpe JIM109 em 3 ml de meio LB liquido (do inglés lysogeny
broth) (Anexo 2), com agitacdo continua, a 220 rpm, durante a noite, a 37 °C. No dia
sequinte, fez-se uma diluicdo 1:100 para meio fresco, sendo retirados 200 pl de

suspensdo celular saturada para 20 ml de LB liquido, momento a partir do qual era
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efectuada a verificacdo do crescimento bacteriano por medi¢cdo de densidade Optica a
600 nm, até se atingir um valor entre 0,3 e 0,5, mantendo as condic¢Ges de incubagdo
anteriores. Depois, realizou-se uma centrifugacdo a 4000 rpm (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf, Alemanha), a 4 °C, durante 30 min, para sedimentacdo das células. Em
seguida, dispensou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento celular em 1 ml de
meio TSS (do inglés transformation and storage solution) frio (Anexo 2).

Para o passo efectivo de transformacéo, foram adicionados 5 pul da mistura de
ligacdo realizada antecipadamente (ver seccdo anterior) a 120 pl da suspensdo de
células competentes de E. coli JM109 em meio TSS, com homogeneizacdo suave.
Realizou-se 0 mesmo procedimento para 0s controlos positivo e negativo, e, em
substituicdo da mistura de ligagéo, adicionou-se, respectivamente, 1 pl de uma solugéo
concentrada de DNA plasmidico purificado anteriormente (pBluescript KS II,
Stratagene, EUA) e 5 ul de agua esterilizada. Todas as misturas foram colocadas em
gelo, durante 60 min. Sucedeu-se a etapa do choque térmico, sendo as células
transferidas para um banho-maria a 42 °C, durante 90 s, e colocadas, novamente, em
gelo, durante 5 min. Posteriormente, adicionou-se 900 ul de meio LB liquido pré-
aquecido, incubando-se os microtubos em agitacéo continua a 80 rpm, durante 1 h, a 37
°C. Depois de finalizada a incubacéo, procedeu-se a uma centrifugacdo durante 10 min,
a 6000 rpm (Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha). Por fim, foram
cuidadosamente removidos 800 pl de sobrenadante, sendo o sedimento celular
ressuspendido no volume restante do mesmo meio (~200 pl). Em condi¢des de assepsia,
foi realizada a inoculacdo de duas placas de Petri com meio LB solido (15 ml/placa),
suplementado com X-gal, IPTG e ampicilina (Anexo 2), através da técnica de
espalhamento com pérolas esterilizadas, as quais foram incubadas, durante a noite, a 37
°C.

3.8.2.3. Seleccdo de Clones Bacterianos

Tal como mencionado anteriormente (em 3.8.1), o pretendido € o crescimento de
colonias de cor branca nas placas inoculadas, pois isto € indicativo de clones

bacterianos transformantes (seleccdo com ampicilina) recombinantes provaveis
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(seleccdo branco/azul). Assim, apds o periodo de incubacdo, em condicOes de assepsia,
realizou-se a repicagem de coldnias brancas com palito estéril, procedendo-se a sua
inoculacdo em 3 ml de meio LB liquido com ampicilina (100 pg/ml), em tubos
descartaveis de 15 ml, incubando-se em agitacdo continua a 220 rpm, a 37 °C, durante a

noite.
3.8.2.4. Extraccao do DNA Plasmidico

Para a etapa de extraccdo do DNA plasmidico, foi utilizado o método da lise
alcalina (Birnboim e Doly, 1979), com adaptacfes. Retirou-se 2 ml da suspensdo
bacteriana, em crescimento durante a noite anterior, para um microtubo e realizou-se
uma centrifugacdo a 13000 rpm, 1 min (Centrifuge 5417C, Eppendorf, Alemanha).
Depois, o sobrenadante foi decantado e ressuspendeu-se o sedimento celular em 250 pl
de tampdo TEG (Anexo 2), frio, com o auxilio do vortex. Em seguida, foi adicionado
250 pl de solucéo de lise (Anexo 2), tendo-se homogeneizado, cuidadosamente, por
inversdo, e colocando-se em gelo durante 5 min. Para que ocorra a neutralizagdo do pH
elevado dos lisados celulares, adicionou-se 0 mesmo volume de solucdo de acetato de
potassio 3M, pH 4,8, misturando-se igualmente por inversdo suave, sendo visivel a
formagéo de um precipitado branco. Para remocdao deste precipitado, formado por restos
celulares, seguiu-se um passo de centrifugacdo, a 13000 rpm, durante 15 min, a 4 °C
(Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha), sendo recuperado o sobrenadante e
colocado num novo microtubo. Adicionou-se 700 ul de isopropanol, para promover a
precipitacdo do DNA plasmidico, e misturou-se por inversao, com uma consequente
centrifugacdo, na mesma centrifuga, durante 25 min, a 13000 rpm, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado, adicionou-se 250 pl de etanol a 70% (v/v) ao
sedimento obtido e procedeu-se a uma centrifugacdo durante 5 min, a 13000 rpm
(Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha). Decantou-se o sobrenadante e secou-se, sob
vacuo, o sedimento de DNA plasmidico, durante 5 min, com recurso a um evaporador
(Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha). Para finalizar, o sedimento foi
ressuspendido em 50 pl de TE (Anexo 2), suplementado com 50 pug/ml de RNase A,

incubando-se durante 30 min, em banho-maria a 37 °C.
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3.8.2.5. Selecgdo de Moléculas de DNA Plasmidico para Confirmacao da Clonagem

Para confirmacdo do sucesso da clonagem, ap0s a extraccdo do DNA
plasmidico, efectuou-se uma electroforese em gel de agarose, a 1% (p/v), em tampdao
TAE 0,5X (Anexo 2), corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml), com a aplicagdo de 2
pl de cada amostra no gel. Realizou-se a comparacgéo entre os padrdes de migracdo dos
diferentes DNAs plasmidicos obtidos, de modo a seleccionar os que tinham uma
migracdo mais lenta no gel, indicativo de serem moléculas recombinantes. Estas foram
entdo escolhidas para posterior hidrolise com a enzima de restricdo EcoRI, que
proporciona a excisdo do fragmento de DNA clonado no vector plasmidico utilizado
(ver Fig. 14).

3.8.2.6. Hidrolise do DNA Plasmidico com EcoRI

A enzima EcoRI, como representado na Fig. 14, reconhece dois locais que
flanqueiam a regido de clonagem maltipla no vector pGEM®-T Easy (Promega, EUA),
permitindo a hidrélise dos plasmideos recombinantes, com excisdo do fragmento
clonado. Para a digestdo dos plasmideos seleccionados, i.e., apresentado padrbes de
migracdo retardada, efectuou-se uma mistura constituida por 1-5 pl de solucdo de DNA
extraido, 1 pl de Fast Digest®EcoRI (Fermentas, Canada) (10 U/ul), 1,5 pl de tampao
EcoRI 10X (Anexo 2) e um volume de agua esterilizada ultrapura para perfazer um
volume final de 15 pl. Esta mistura foi incubada a 37 °C durante 30 min.
Posteriormente, fez-se a analise dos produtos de digestdo apOs separacdo por
electroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampdo TAE 0,5X (Anexo 2), com

brometo de etideo (0,5 pg/ml).

3.9. Extraccdo e Purificacio de DNA Plasmidico para Sequenciagdo

Nucleotidica

Depois de seleccionados os clones bacterianos transformantes, potencialmente
recombinantes, por obtencdo de um padréo de restricdo do DNA plasmidico contendo
fragmentos com os tamanhos aproximados esperados, procedeu-se a inoculagédo de 3,5
ml de meio LB liquido com ampicilina (100 pg/ml), a partir das culturas obtidas

anteriormente por repicagem, e posterior incubagdo a 37 °C, durante a noite, com
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agitacdo (220 rpm). No dia seguinte, a extraccdo e purificacdo do DNA plasmidico para
sequenciacdo nucleotidica foi realizada com recurso ao kit DNA Clean &
Concentrator™-5 (Zymo Research, EUA), de acordo com as especificacbes do

fabricante.

3.10. Sequenciacdo Nucleotidica

Uma vez purificadas, as amostras de DNA plasmidico foram enviadas para
sequenciacdo nucleotidica na empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), com uma
quantidade minima de 1 pg de DNA/reaccdo de sequenciacdo. Como primer de
sequenciacao foi utilizado o primer universal T7 (sentido directo), complementar a uma
das sequéncias que flanqueiam o sitio de clonagem mdltipla do vector pGEM®-T Easy
(Promega, EUA) (ver Fig. 14). A sequenciacdo foi realizada pelo método de terminacao
de cadeia (Sanger et al., 1977).

3.11. Analise Bioinformatica das Sequéncias Nucleotidicas

Os cromatogramas relativos as reac¢des de sequenciacdo foram analisados a fim
de se localizar a sequéncia nucleotidica correspondente ao fragmento de DNA clonado
no vector plasmidico, tendo-se recorrido, para esse fim, ao programa BioEdit Sequence
Alignment Editor, v.7.0.9.0. (em http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Com o objectivo de se confirmar, de um modo réapido, a identidade das
sequéncias nucleotidicas obtidas realizou-se uma pesquisa de regides de semelhanca
local entre sequéncias, utilizando-se o programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (disponivel em http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). Este programa indica a
percentagem de semelhanca entre duas sequéncias e fornece uma estimativa da

probabilidade dessa semelhanca ser devida ao acaso (E value, 0-1).
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4.1. Caracterizagdo da Populacéo Estudada

Este trabalho encontra-se inserido no projecto europeu SIALON Il (ver em
http://www.sialon.eu/en/), o qual foi aprovado para financiamento ao abrigo do
Programa de Saude Publica da Comissao Europeia 2008-2013, tendo tido o seu inicio
no ano de 2011. Este projecto colaborativo visa realizar e promover a prevencdo das
infeccOes sexualmente transmissiveis (IST) entre HSH, nomeadamente a transmisséo do
HIV. Além disso, o projecto visa igualmente criar uma rede de instituicGes europeias
capacitadas para a implementacdo de novas ferramentas para a vigilancia de IST, em
apoio de estratégias integradas e abrangentes de prevencao da transmissdao do HIV.
Gracas a uma colaboragdo com a UNAIDS e a OMS, o projecto SIALON Il tem uma
cobertura geografica alargada, sendo implementado através de 14 parceiros associados e
17 instituicbes colaborantes, tanto na UE (Alemanha, Bélgica, Bulgéria, Eslovaquia,
Eslovénia, Espanha, Italia, Lituania, Poldnia, Portugal, Reino Unido, Roménia e
Suécia), como em paises vizinhos (Arménia e Moldavia). A sua coordenacdo e
implementacdo local encontram-se a cargo do Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(Prof. Doutora Sonia Dias) e do GAT (Grupo Portugués de Activistas sobre
Tratamentos de VIH/SIDA Pedro Santos), enquanto a coordenacdo geral € da
responsabilidade do Hospital Universitario de Verona, em lItalia (Dr. Massimo
Mirandola).

O grupo populacional em estudo em Portugal foi constituido por 409 individuos,
do sexo masculino, da Area Metropolitana de Lisboa (distritos de Lisboa e Setubal),
com idades compreendidas entre 19 e 76 anos, maioritariamente com nacionalidade
portuguesa (60,4%, n=247), que tinham em comum o facto de reportarem préaticas
sexuais com outros homens, pelo menos uma vez durante os ultimos 12 meses, sendo
portanto aqui genericamente designados por HSH (Fig. 15). Relativamente ao nivel
académico/grau de literacia da amostra, identificou-se uma maior percentagem de
individuos com o ensino superior, 62,3% (n=255), e, em seguida, com 0 ensino

secundario, representado por 18,1% (n=74) dos participantes (Fig. 15). Tendo em
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consideracdo o objectivo geral de detectar a infeccdo por HIV em HSH, para efeitos de
vigilancia epidemioldgica, com base na pesquisa de anticorpos anti-HIV através da
utilizacdo de fluido oral, foram colhidas amostras de fluido oral a cada individuo que
aceitou participar, em locais de reunido habitual de HSH: duas discotecas, um café,
quatro bares, duas saunas, um local de cruising (“engate”) e um evento especial, o
Arraial Pride 2013 — Lisbon Gay Pride Festival.

Dados Descritivos

Nacionalidade

Faixa etaria
[19 - 76] anos Homens que
fazem sexo

# Portugal
# Outro

com homens
(HSH)

Area

Metropolitana
de Lisboa

Grau de Literacia

2%_ 39 30, 1°e 2° Ciclos
70

H3°Ciclo

M Ensino Secundario

H Ensino Pés-Secundario Nao
Superior e Cursos Tecnoldgicos

E Ensino Superior

M Desconhecido

Fig. 15 - Representacdo grafica, em percentagem, e esquematica dos dados descritivos da amostra
populacional incluida no estudo: tamanho da amostra e regido alvo do estudo, nacionalidade, faixa etaria e
grau de literacia dos individuos participantes.
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No que respeita aos comportamentos e atitudes dos individuos face a infecgdo
pelo HIV, embora ndo tenha sido fornecida informacédo extensa e especifica relativa aos
mesmos, foi possivel verificar (Fig. 16) que, aproximadamente, metade dos
participantes afirma ter realizado o teste para detec¢cdo de infeccdo por HIV no ultimo
ano e possuir conhecimento dos resultados correspondentes, tal como cerca de 45%
revela ter recebido, alguma vez, informacéo relativa a prevencéo da infecgdo pelo HIV.
Quanto a proporcdo que declara ser seropositivo para o HIV e ter contraido
recentemente uma IST, corresponde a 8% do total de individuos participantes.
(SIALON 1 Project, 2013)

Teste HIV Positivo e IST
Recente

HSH com informagé&o
relativa a prevencao da
infeccdo por HIV

Teste HIV e conhecimento
do resultados nos ultimos _
12 meses

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Fig. 16 - Representacdo grafica dos conhecimentos e atitudes (itens seleccionados) dos individuos em estudo em
Portugal face a infeccéo pelo HIV (disponivel em: http://www.sialon.eu/en/).

4.2.  Deteccéo de Anticorpos Anti-HIV no Fluido Oral

Para a deteccdo de anticorpos anti-HIV no fluido oral, aplicou-se um algoritmo
baseado na utilizagdo sequencial de dois tipos de teste ELISA, um de terceira geracdo
(Genscreen™ HIV-1/2 Version 2, Bio-Rad, Franca), aqui utilizado como teste de
rastreio, e um de quarta geracdo (Vironostika® HIV Ag/Ab, bioMérieux, Franga),
utilizado como teste confirmatdrio, segundo as especificacbes descritas anteriormente

(no capitulo Material e Métodos — Fig. 12). Todas as amostras de fluido oral (n=409),
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apos processamento, foram testadas para a presenca de anticorpos anti-HIV com recurso
ao primeiro teste, tendo-se obtido um nimero de amostras positivas de 121 (29,6%) e de
amostras negativas de 288 (70,4%), 0 que corresponde a uma taxa de deteccdo muito
elevada (Fig. 17). Sempre que os valores de absorvancia obtidos se encontravam na

3

chamada “zona cinzenta”, i.e., compreendidos entre 90% do valor de limiar de
positividade do teste (ou cut-off) e o proprio, a amostra em causa era submetida a
retestagem. Cada um dos testes ELISA efectuados foi submetido a validagéo, de acordo
com as especificacdes do fabricante, passo particularmente importante, especialmente se

considerada a realizacdo ndo-automatizada dos testes ELISA durante este trabalho.
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Franca)

Fig. 17 - Grafico representativo da detecgdo de anticorpos anti-HIV no fluido oral, pelo ensaio
imunoenzimético de Genscreen™ HIV-1/2 Version 2, Bio-Rad, Franca.

Seguindo o algoritmo de teste adoptado, as amostras inicialmente reactivas
foram retestadas, com recurso ao segundo teste previamente mencionado (Vironostika®
HIV Ag/Ab, bioMeérieux, Franca). Das 121 amostras de fluido oral testadas, 69 (57,0%)
revelaram-se positivas, confirmando o resultado obtido anteriormente, e 52 (43,0%)
foram consideradas negativas para a presenca de anticorpos anti-HIV (Fig. 18). Os
critérios de validacdo deste novo lote de testes foram igualmente seguidos de acordo
com as instrucbes do fabricante. Considerando o numero algo elevado de amostras
(n=52) com resultados discrepantes entre os dois testes, procurou-se repetir o segundo

teste para 0 maior numero possivel de amostras. No entanto, por questdes de ordem
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pratica, apenas foi possivel retestar 21 daquelas amostras (21/52, 40,4%), sendo
possivel confirmar para todas estas o resultado negativo obtido com o kit Vironostika®
HIV Ag/Ab (bioMérieux, Francga).
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(bioMeérieux, Franca) 69 22

Fig. 18 - Gréfico representativo da detec¢éo de anticorpos anti-HIV no fluido oral, pelo ensaio
imunoenzimatico Vironostika® HIV Ag/Ab, bioMérieux, Franga.

Em concluséo, a aplicacdo do algoritmo adoptado para a detecgdo de anticorpos
anti-HIV no fluido oral dos HSH incluidos no estudo permitiu a identificagdo de um
grupo de 69 amostras positivas para a presenca destes anticorpos, num total de 409
amostras testadas. Ainda de acordo com o algoritmo de teste, as amostras com
resultados discrepantes entre os dois ensaios imunoenzimaticos utilizados (n=52), bem
como as amostras inicialmente negativas (n=288), perfazendo um total de 340 amostras,
foram sujeitas a um doseamento de imunoglobulinas G (1gG) totais, a fim de certificar a
sua qualidade (ver subcapitulo seguinte). Os resultados discriminados dos testes
efectuados a cada amostra de fluido oral sdo apresentados no Anexo 6.
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4.3. Doseamento de 1gGs no Fluido Oral

Segundo o algoritmo de teste adoptado (Fig. 12), sempre que as amostras de
fluido oral testadas para a presenca de anticorpos anti-HIV se revelavam negativas, ou
com resultados discrepantes, seria obrigatério confirmar-se a sua qualidade,

nomeadamente, pela quantificacdo de 1gG totais, dada a provavel heterogeneidade de

volumes e qualidade das amostras

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12

obtidas.  Assim, o0 terceiro
imunoensaio inserido no algoritmo
aplicado, utilizado para a validacéo
dos resultados obtidos, remete para
a utilizacdo de mais um método

imunoenzimatico (resultados

I 6™ MmO O W >

exemplificados na Fig. 19), com o

objectivo de se dosear a quantidade
de IgGs presentes no fluido oral de Fig. 19 — Exemplo de resultado obtido nos ensaios de

doseamento de 1gGs no fluido oral, por ELISA, utilizando o

amostras seleccionadas por kit comercial Human 1gG (Immunology Consultants
’ Laboratory, Inc., EUA). Coluna 1: Ae B - Brancos; CaH -

interpola(;éo a partir de uma curva Solt_u;ﬁes-padréo de concentracédo con_hgcida de 1gG
(calibradores). Exemplo de resultados positivos (pogo A7) e
padrdo especifica para cada teste, negativos (pogo A2).
construida com recurso a solugdes de IgG de concentracdo conhecida, compreendida
entre 0 e 500 ng/ml (ver subcapitulo 3.4, em Material e Métodos, e Anexo 7, para
exemplo de curvas padrdo construidas com recurso a um modelo de regressédo logistico
de quatro parametros). Pelo facto da metodologia utilizada para a recolha de amostras
de fluido oral s6 muito dificilmente assegurar uma grande constancia de volumes
colhidos, bem como considerada a propria natureza da amostra colhida e a existéncia de
diferengas de natureza individual, foi estabelecido um nivel minimo de 1gG para
inclusdo das amostras neste estudo (IgG > 3,5 mg/L), considerando-se as amostras com

concentracdo inferior de qualidade nédo aceitavel e a excluir.

Relativamente aos resultados obtidos (Fig. 20), 37 amostras foram excluidas do
estudo por apresentarem concentra¢fes muito baixas de 1gG, inferiores ao valor limite
previamente estabelecido para este projecto, correspondentes a 9,0% do total de

amostras colhidas. Identificou-se, concomitantemente, que 91,0% das amostras (n=372),
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continham uma concentragdo superior a 3,5 mg/L de IgGs, ou seja, ttm 0s requisitos
para integrar o estudo (assumindo-se que nas 69 amostras positivas para a presenca de
anticorpos anti-HIV, e ndo testadas, a concentracdo de IgG ndo seria um factor
limitante). No total das 340 amostras testadas, os valores de concentracdo de IgG
apresentaram-se muito heterogéneos, variando entre um minimo de O e um valor de
concentracdo maximo de 78,3 mg/L. Todas as amostras excluidas do estudo foram

testadas pelo menos duas vezes.

m >3,5mg/L
<3,5mg/L

Fig. 20 - Gréfico correspondente & taxa global de inclusao/exclusdo de amostras neste estudo, baseada nos
doseamentos de 1gGs nas amostras de fluido oral.

Em conclusdo, o numero final de amostras validado para inclusdo neste estudo é
372, obtendo-se assim uma taxa de deteccdo de anticorpos anti-HIV no fluido oral de
HSH da regido da Grande Lisboa de 18,5% (69/372).

4.4. Amplificacdo por nested-PCR

Como referido no capitulo anterior (Material e Métodos), neste trabalho, a
amplificacdo de uma regido codificante da transcriptase reversa do gene pol de HIV-1,
de 650 pb, foi efectuada por nested-PCR, a partir de amostras de DNA total extraido e
purificado dos sedimentos celulares obtidos das amostras de fluido oral dos 69
individuos nos quais fora detectada a presenca de anticorpos anti-HIV. Foi utilizado o

protocolo descrito por Steegen et al. (2006), com adaptacdes (Videira e Castro, 2010), e,
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dada a elevada inespecificidade inicial de resultados, o protocolo-base foi alvo de
experiéncias de optimizacdo, conforme mencionado no subcapitulo 3.6. Recorreu-se a
utilizacdo de seis primers, em duas reaccdes consecutivas, que, em conjunto,
permitiriam um aumento da sensibilidade da reaccéo de amplificacdo. Este foi um factor
importante levado em consideracdo, dada a proveniéncia e a natureza das amostras de

DNA matriz utilizadas para a amplificacao.

Como produto resultante das reaccdes de nested-PCR efectuadas, apenas se
obteve um produto especifico em 3 das 69 amostras testadas (4,3% de sucesso de
amplificacdo), nomeadamente, nas amostras 13, 44 e 82, sendo, nesses casos, possivel
visualizar, ap6s separacao por electroforese em gel de agarose, bandas com tamanho
aproximado esperado, embora de muito fraca intensidade. Um resultado caracteristico
esta representado na Fig. 21. Tal como se pode verificar na figura, os amplicdes obtidos
ndo apresentavam quantidades significativas de DNA, pelo que néo seria viavel o envio
imediato dos mesmos para sequenciacdo nucleotidica directa. Procedeu-se entdo a sua
extraccdo e purificacdo a partir do gel de agarose e, consequente clonagem no vector
plasmidico pGEM®-T Easy (Promega, EUA), segundo o protocolo experimental

anteriormente descrito.

Fig. 21 - Fotografia de gel de agarose a 1,5% (p/v), em tampdo TAE 0,5X, com
brometo de etideo (0,5 pg/ml), ap6s separagao electroforética, onde se observa o
resultado de uma das experiéncias de amplificacdo por nested-PCR (amostra n°
13).

M — Marcador de massa molecular Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder
(Fermentas, Canadd); CN - Controlo negativo (ou de contaminagdo); A —
Amostra n°13.

M CN A
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4.5.  Clonagem no Vector Plasmidico pPGEM®-T Easy

Para os trés produtos de amplificacdo obtidos, foi necessario realizar-se o
processo de clonagem para obtencdo de uma maior quantidade de DNA para
sequenciacdo nucleotidica. Para isso, procedeu-se a extraccdo directa dos fragmentos
resultantes a partir do gel de agarose, e posterior purificacdo, para clonagem com
recurso ao sistema comercial pPGEM®-T Easy (Promega, EUA), tendo como hospedeiro
a bactéria E. coli IM109.

Apos transformacédo de células competentes de E. coli JIM109 com as misturas
de ligacdo, previamente preparadas (ver subcapitulo 3.8.2.2, em Material e Métodos) e
contendo cada um dos fragmentos de DNA extraidos e purificados, procedeu-se a
seleccdo de clones bacterianos transformantes e recombinantes putativos (colonias de
cor branca) (Fig. 22), apés incubacdo em meio LB agar, na presenca de ampicilina, X-
gal e IPTG (Anexo 2), com base no sistema de a-complementacéo descrito no capitulo

anterior (ver subcapitulo 3.8.2.3, em Material e Métodos).

Fig. 22 - Rastreio de clones bacterianos recombinantes baseado no sistema de a-complementacdo branco/azul,
em meio LB agar com ampicilina, X-gal e IPTG. O aparecimento de colénias brancas sugere a inser¢do do
fragmento de DNA aplificado no local de clonagem mdltipla no gene lacZ’ do vector plasmidico pGEM®-T
Easy (Promega, EUA) (disponivel em: https://vdsstream.wikispaces.com/GRACE+T).

De modo a controlar os procedimentos de transformacéo, realizaram-se dois
controlos, um positivo e outro negativo, tal como descrito no subcapitulo 3.8.2.2. As
placas correspondentes ao controlo positivo (bactérias transformadas com uma solucéo
concentrada de pBluescript KS II, Stratagene, EUA) apresentaram crescimento de
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colonias de cor azul, comprovando a competéncia das células bacterianas utilizadas na
transformacdo, enquanto nas placas correspondentes ao controlo negativo (bactérias
sem adicao de qualquer DNA plasmidico) ndo houve crescimento bacteriano, validando

0 hospedeiro (JM109), pelo facto desta estirpe de E. coli ser naturalmente susceptivel a

4. Resultados

ampicilina, e as condic¢des de assepsia que estavam a ser utilizados na experiéncia.

Finalmente, procedeu-se a repicagem, preferencialmente, de colénias de cor
branca (Fig. 22), em condi¢cdes de assepsia, e inoculou-se meio LB fresco com
ampicilina, incubado durante a noite, para crescimento bacteriano. As culturas assim

obtidas foram submetidas ao método de lise alcalina com o objectivo de extrair os

DNAs plasmidicos (ver subcapitulo 3.8.3, em Materiais e Métodos).

4.5.1. Seleccao de Plasmideos Recombinantes

Para cada conjunto de repicagens efectuadas,

experiéncias de clonagem

dos amplicOes provenientes
P P amostra 13

DNAs plasmidicos da

das trés amostras com
resultado de amplificacdo
positivo (Fig. 21), foram
seleccionados varias
plasmideos  apresentando

padrbes de  migragdo

correspondentes as trés

G‘HI'—

;2%

i—r—L M N
gpn R R

comparativos  retardados,

I
j| DNAs plasmidicos da
amostra 44

em campo eléctrico DNAs plasmidicos da amostra 82

(electroforese em gel de
agarose) (assinalados na
Fig. 23).

Fig. 23 - Representacdo dos DNAs plasmidicos extraidos de clones bacterianos transformantes e
recombinantes putativos relativos as amostras 13, 44 e 82, apds electroforese em gel de agarose a
1,2%(p/v), em tampao TAE 0,5X, com brometo de etideo (0,5 pg/ml). Foi atribuida uma letra, de Aa Q,
correspondente a cada DNA plasmidico seleccionado para hidrélise com EcoRI (assinalados com setas

de cor azul). M1 — “Marcador interno” de 500 pb; M2 — “Marcador interno” de 725 pb.
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A fim de se confirmar a ligacdo correcta do fragmento pretendido, planeou-se
uma experiéncia de hidrolise dos DNAs plasmidicos seleccionados com a enzima de
restricdo EcoRI (uma vez que esta enzima reconhece locais que flanqueiam o sitio de
clonagem). Procedeu-se entdo a identificacdo presuntiva de seis clones recombinantes
(A a F) relativamente a amostra 13 e de sete clones (G a N) para a amostra 44 (Fig. 23).
Quanto a amostra 82, e por comparacdo com os “marcadores internos” utilizados
(plasmideos analogos contendo “inserts” de tamanho conhecido), nenhum dos
plasmideos extraidos aparentava conter um fragmento clonado de tamanho maior de

500 pb. Ainda assim, seleccionaram-se trés clones (O a Q) para hidrolise enzimatica.

Apds hidrélise com a enzima de restricdo EcoRlI, foi possivel observar-se 0s

diversos padrdes de restricdo apresentados na Fig. 24.

1 i

ABCGH I OPO

Fig. 24 - Representacdo dos perfis de digestdo com EcoRI dos DNAs plasmidicos extraidos de clones
bacterianos transformantes e recombinantes putativos relativos as amostras 13, 44 e 82, ap0s
electroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampédo TAE 0,5X, com brometo de etideo (0,5 pug/ml).
Letras A a Q correspondentes as mesmas amostras da Fig. 23. MGR - Marcador de massa molecular
Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Canada).

Os padrdes de restricdo obtidos tanto nos fragmentos de DNA clonados da
amostra 13 (A a F), como da amostra 44 (G a N) (Fig. 24), tém duas bandas, uma de

cerca de 3000 pb, referente ao vector plasmidico na sua forma linearizada, que sera
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3015 pb, e outra relativa ao fragmento efectivamente clonado. No entanto,
contrariamente ao esperado, nenhum dos padrdes observados indiciava a clonagem de
um fragmento de 650 pb, resultante da amplificagdo por PCR de uma regido codificante
da transcriptase reversa do gene pol de HIV-1. Ainda assim, resolveu-se proceder a
seleccdo de alguns clones representativos do tipo de resultados obtidos para posterior
sequenciagdo nucleotidica, para efeitos de confirmagdo. Relativamente a amostra 13,
cujos fragmentos clonados revelam maior homogeneidade em termos de tamanho,
foram selecionados os clones D e F (Fig. 24), embora, a partida, fosse desde logo
possivel constatar que tinham tamanhos superiores a 650 pb. Os amplicdes da amostra
44 revelaram tamanhos mais heterogéneos, tendo-se seleccionado os clones G, H, J e N
para sequenciacdo, sendo este Ultimo o que oferecia maior probabilidade de
corresponder ao fragmento pretendido. Quanto a amostra 82 (O a Q) (Fig. 24),
observou-se apenas o fragmento especifico do plasmideo linearizado, pelo que se
confirmou a inexisténcia, neste caso, dos clones transformantes recombinantes

pretendidos.
4.6.  Analise Bioinformatica de Sequéncias Nucleotidicas

Os cromatogramas obtidos para cada uma das seis reac¢des de sequenciacao
nucleotidica foram cuidadosamente analisados, com recurso ao programa BioEdit
Sequence Alignment Editor, v.7.0.9.0. (disponivel em
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), a fim de se localizar a sequéncia
correspondente ao fragmento clonado no vector plasmidico utilizado. Apos edicédo, cada
uma das sequéncias obtidas (ver Anexo 8) foi utilizada para pesquisa rapida de regides
de semelhanca local entre sequéncias, recorrendo ao programa informatico BLAST (do
inglés Basic Local Alignment Search Tool) (disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ao submeter cada uma das sequéncias editadas,
0 programa elabora um relatério com indicacdo das sequéncias depositadas na base de
dados GenBank (em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com maior semelhanca
com aquela que estd em estudo, encontrando-se associados diversos factores de
medicdo, tal como o componente estatistico E value. Este ultimo, variando entre zero e
um, permite estimar a probabilidade de existir uma semelhanca ao acaso, sendo que o

resultado mais préximo de zero representa uma fiabilidade praticamente total.
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Corroborando o facto observado anteriormente dos amplicGes obtidos por PCR
ndo corresponderem exactamente aos tamanhos teoricos esperados para a regido em
estudo (650 pb), os resultados da pesquisa rapida de regiGes de semelhanca local entre
as sequéncias nucleotidicas obtidas neste trabalho e as depositadas no GenBank, para
ambas as amostras de fluido oral (13 e 44), ndo vieram a confirmar a presenca de DNA
proviral do HIV-1 (Quadro 5). As sequéncias obtidas, mostrando, na sua globalidade,
uma identidade, mais ou menos evidente, com sequéncias gendmicas de bactérias muito
comuns na cavidade oral e/ou tracto orofaringeo humano e de outros animais (géneros
Streptococcus, Leptotrichia e Capnocytophaga), algumas das quais constituindo
patdgenos oportunistas, vieram comprovar a ocorréncia de amplificacdo ndo especifica,
nas duas amostras em causa, a partir de uma matriz muito rica em DNA de origem
bacteriana. Em conclusdo, e com base na metodologia utilizada, ndo houve, portanto,

quaisquer amostras de fluido oral positivas para a presenca de DNA proviral do HIV-1.

Amostra Clone Espécie mais provavel Cobertura | E value | Identidade
(%) (%)
Streptococcus
13 DeF 100 0.00 92

oligofermentans AS 1.3089

Capnocytophaga ochracea
G** Procytophag 42 6x10734 73
DSM 7271

Leptotrichia buccalis
H 100 1x10°8 85
DSM 1135

Streptococcus pyogenes
44 J** P . -py ’ 91 7x107® 73
(vérias estirpes)

Streptococcus oralis
N 100 0.00 93
Uo5

**NOTA: semelhanga encontrada apenas com recurso a opgdo do programa BLAST “more dissimilar sequences
(discontiguous megablast)”.

Quadro 5 - Resultados da pesquisa rapida, com recurso ao programa BLAST, de regides de semelhanca local
entre as sequéncias nucleotidicas obtidas neste trabalho e sequéncias depositadas no GenBank.

51




5. Discussao e Conclusoes

No que respeita as vias de transmissdo do HIV, a via sexual continua a ser a
mais relevante, representando aproximadamente 85% dos casos de infeccdo a nivel
mundial (Takebe et al., 2008). As taxas e vias de transmissdo da infeccdo mantém-se
muito heterogéneas, do ponto de vista geografico, havendo uma correlacdo entre a
prevaléncia da infeccdo e comportamentos sociais, tais como as praticas sexuais e 0 uso
de drogas por via intravenosa (Bitrus e Okechukwu, 2015). A contribuicdo da préatica
sexual entre homens, como via de transmissdo do HIV, é igualmente bastante
heterogénea do ponto de vista geografico. Se na Africa subsariana os modos de
transmissdo mais frequentes sdo a via vertical, da mée infectada para o seu filho, e as
relacBes heterossexuais, 0 mesmo ja ndo acontece na Europa Ocidental e Central e
Ameérica do Norte, regides nas quais a maioria das novas infec¢bes ocorre actualmente
nos homens que fazem sexo com homens (HSH) (Bitrus e Okechukwu, 2015). Na
América do Norte, por exemplo, estima-se que, em 2013, cerca de 48% das novas
infeccbes estivessem associadas a este grupo. Relativamente a Europa, a transmissao
entre HSH corresponde a 40 e 27% dos novos casos de infeccdo, respectivamente, na

Europa Ocidental e Central (Bozicevic et al., 2013).

A nivel global, os HSH tém 19 vezes maior probabilidade de estar infectados
pelo HIV do que a populagdo em geral (Beyrer et al., 2012). Segundo o0 UNAIDS Global
Report 2013 (UNAIDS, 2013), a prevaléncia mediana da infeccdo entre HSH em todas
as regides do mundo excede 1%, sendo consistentemente mais elevada do que a
descrita, em geral, para os individuos do sexo masculino. As prevaléncias da infeccdo
entre HSH, em 2013, variavam entre valores inferiores a 1%, em nove paises, até
valores acima de 50%, em alguns paises africanos (Mauritania e Guiné, com 54 e 57%,
respectivamente) (Global AIDS Response Progress Reporting, GARPR, 2014). Em
2012, e ainda de acordo com o relatério GARPR, a maior prevaléncia mediana de
infeccdo pelo HIV entre HSH foi relatada para a Africa Ocidental e Central (19%) e a
Africa Oriental e Austral (15%). Com niveis mais baixos, mas ainda assim
significativos, surgem os HSH da América Latina (12%), Asia e Pacifico (11%), Europa

Ocidental e Central e Ameérica do Norte (8%) e Caraibas (7%). Esta informacéo é
52



5. Discussado e Conclusdes

consistente com o0s resultados de uma meta-andlise de estudos epidemiolégicos
disponiveis, realizada em 2012, que constatou que a prevaléncia do HIV entre HSH nas
Américas, sul e sudeste asiatico e Africa subsariana variava entre 14 e 18% (Beyrer et
al., 2012). Por outro lado, a incidéncia da infeccdo pelo HIV entre HSH parece estar a
aumentar em varias partes do mundo (Beyrer et al., 2012), incluindo muitos paises
europeus, como Portugal, mas também na América do Norte e Australia (Sullivan et al.,
2009; Phillips et al., 2013). Na Europa Ocidental e Central, 0 niUmero de diagnosticos de
HIV entre HSH aumentou 33% entre 2004 e 2011. No mesmo periodo, acréscimos de
mais de 100% foram observados em varios paises europeus (Chipre, Republica Checa,
Hungria, Irlanda, Letonia, Eslovaquia e Eslovénia) (Beyrer et al., 2012), enquanto o
Reino Unido tem experimentado um aumento constante desde 2007 (UK Health
Protection Agency, 2012). Dezasseis paises da Unido Europeia reportaram prevaléncias
de infeccdo superiores a 5% entre os HSH, em 2012 (ECDC/OMS, 2013). As
prevaléncias de infec¢do pelo HIV séo particularmente elevadas entre os trabalhadores
do sexo do género masculino, atingindo valores proximos de 20% na Alemanha e de
15% em Portugal (GARPR, 2014).

Em Portugal, os dados mais recentes sobre a infeccdo, datando de 2013, indicam
que embora o modo mais frequente de transmissdo do HIV tenha sido o contacto
heterossexual, referido em 61% dos 1093 novos casos reportados, os HSH totalizaram
30% dos casos de infeccdo e 43%, quando considerados apenas 0s individuos do género
masculino. Os HSH tendem a ser mais jovens que 0s heterossexuais a data de
diagnostico, metade tendo idade inferior ou igual a 32 anos (Departamento de Doencas
Infecciosas do INSA, DDIINSA, 2014). O aumento do nimero de novos diagnésticos
de infeccdo por HIV em jovens HSH, bem como a elevada percentagem de diagndsticos
tardios em heterossexuais de meia-idade, sdo tendéncias recentes da epidemia
portuguesa. A analise de tendéncias relativa ao nimero de novos casos diagnosticados
em Portugal em cada categoria de transmissdo demonstra um lento decréscimo no
numero de casos para a categoria de transmissao heterossexual, uma forte reducdo nos
casos associados a toxicodependéncia e uma tendéncia crescente no numero de casos
decorrentes de relagdes sexuais entre homens, revelando uma clara alteracdo na

distribuicdo relativa dos casos nas principais categorias de transmissdo (DDINSA,
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2014). Estes dados tornam evidente a necessidade de refor¢o das medidas de prevengéo

dirigidas aos HSH, particularmente aos mais jovens.

Os dados disponiveis sobre a prevaléncia da infec¢do pelo HIV nos HSH em
Portugal sdo, na sua maioria, fragmentados e baseados em estudos de pequena
dimensdo, por isso, muito provavelmente, ndo totalmente representativos. Segundo a
UNAIDS, as prevaléncias estimadas variavam entre 1,3%, em 2005, e 10,2%, em 2011,
com valores consistentemente mais elevados para a faixa etaria acima dos 25 anos, na
qual o valor de prevaléncia estimada atingiu 12,1%, em 2011 (em
http://aidsinfo.unaids.org). Um pequeno estudo-piloto realizado em 2010, em Lisboa,
reportou uma taxa de reactividade no teste rapido de 11,6% (Fuertes et al., 2011). Neste
mesmo ano, decorreu, a escala europeia, 0 maior estudo internacional conduzido até
entdo entre HSH: The European MSM Internet Survey (EMIS) (ver em
http://www.emis-project.eu/). Este estudo, que incluiu cerca de 5000 participantes com
origem em Portugal, disponibilizou um questionario anénimo online, em 38 paises
europeus e 25 linguas diferentes, com o intuito de recolher informacdo de natureza
socio-demografica acerca dos HSH europeus, préaticas e comportamentos sexuais,
infeccdo pelo HIV e consumo de substancias aditivas (Carvalho et al., 2013). Mesmo
considerando um possivel viés de seleccdo, este estudo representa até hoje a melhor
fonte de informacgdo acerca dos comportamentos e atitudes da populagdo HSH em
Portugal, cujo conhecimento continua ainda escasso. Entre os inimeros dados obtidos,
foi possivel perceber a existéncia de uma pratica corrente de comportamentos de risco
nesta populacdo, podendo destacar-se: 18% dos individuos que estavam numa relacdo
estavel reportaram um nUmero de parceiros ocasionais igual ou superior a dez nos
ultimos doze meses (esta percentagem sobe para 23%, entre 0s que ndo tinham parceiro
estavel); o niumero médio de parceiros sexuais ocasionais, nos Ultimos doze meses,
independentemente de terem ou ndo uma relacdo estavel, era de 5,4 (x+ 4,5); 67% dos
participantes reportou a pratica de sexo anal sem preservativo nos ultimos doze meses;
28% dos individuos nunca foi testado para o HIV. A prevaléncia da infeccéo, entre 0s
que fizeram o teste alguma vez, foi de 11% (Carvalho et al., 2011, 2013), um valor
muito proximo do obtido (10,3%) num outro estudo conduzido entre 2010 e 2011
(Fuertes et al., 2012).
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O primeiro estudo de incidéncia alguma vez realizado na populagdo de HSH em
Portugal (Campos et al., 2014), com base na Lisbon Cohort of MSM (LCM), reporta
uma taxa de incidéncia de 3,35/100 pessoas-ano e apresenta como preditores
independentes de seroconversdo para o HIV a pratica, nos ultimos doze meses, de
relagBes sexuais com trabalhadores do sexo ou homens ja seropositivos para o HIV e o
uso de drogas de recreio antes ou durante as relagdes sexuais. A LCM, estabelecida em
Abril de 2011, consiste num estudo prospectivo observacional conduzido num centro
comunitario de testagem voluntaria e aconselhamento para o HIV, denominado
CheckpointLX (http://www.checkpointlx.com/), mantido pelo GAT — “Grupo Portugués
de Activistas sobre Tratamentos de VIH/SIDA Pedro Santos”. Este centro providencia,
em Lisboa, um servico anénimo, confidencial e gratuito, dirigido a HSH, para rastreio
rapido da infeccdo pelo HIV, disponibilizando simultaneamente um aconselhamento
personalizado pré e pos-teste e promovendo 0 acesso a prevencao e a saude sexual nesta
comunidade. Dados mais actualizados desta mesma coorte, baseados em observagoes
efectuadas num periodo de trés anos (entre 2011 e 2014), recentemente publicados,
apontam para uma seroincidéncia de 2,80/100 pessoas-ano (Meireles et al., 2015a, b),
um valor significativo. Em 2013, a taxa de conhecimento sobre o estatuto seroldgico
relativo ao HIV foi relativamente elevada, com 73% dos individuos confirmando a
realizacdo de um teste no Gltimo ano. Por outro lado, a utilizacdo de preservativo
durante a ultima relacdo sexual de tipo anal foi reportada por apenas 70% dos HSH, o
que reforca a importancia da implementacéo de accles eficazes de sensibilizacdo para a
proteccdo e de vigilancia epidemioldgica com recurso a métodos alternativos, de maior

aceitabilidade.

Como se viu anteriormente, as taxas de novas infecgdes pelo HIV nos HSH
estdo a subir, principalmente nos paises desenvolvidos do hemisfério Norte. Este facto
tera uma explicacdo multifactorial, incluindo alteragdes recentes de comportamento,
motivadas, em alguns paises, por uma percepc¢éo individual de que a infeccgéo é tratavel
e ndo necessariamente fatal, e, noutros paises, pelo dificil acesso dos HSH a servicos de
prevencdo e tratamento (Bozicevic et al., 2013). Entre 2003 e 2012, os casos reportados
de HSH seropositivos, com idades entre os 20 e 0s 29 anos, duplicaram (Janiec et al.,
2013). E de salientar que as novas infeccBes surgem maioritariamente de casos de

transmissédo a partir de individuos que ainda ndo foram diagnosticados (Carvalho et al.,
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2013), evidenciando a necessidade de manutengdo, mesmo nos paises desenvolvidos, de
programas de vigilancia, prevencdo, diagnostico e aconselhamentos médico e
psicolégico. Uma das maiores limitacdes identificadas para a implementacao de estudos
de vigilancia epidemioldgica ou de prevaléncia do HIV na Europa, refere-se ao facto da
obtengdo dos resultados estar dependente da realizagdo de testes de rastreio para a
pesquisa de anticorpos anti-HIV a partir de amostras de sangue obtidas por métodos
invasivos, pouco aceitaveis para alguns individuos (Bozicevic et al., 2013). Assim,
torna-se evidente a necessidade de adaptacdo dos algoritmos de testagem actualmente
existentes, baseados na colheita de amostras de sangue, a produtos bioldgicos
alternativos e de mais fécil obtengdo, como, por exemplo, o fluido oral.

O estudo aqui realizado, inserido na participagdo portuguesa no projecto
colaborativo europeu SIALON I, cujo objectivo primordial consiste na promogao da
prevencdo das infeccdes sexualmente transmissiveis (IST) entre os HSH,
nomeadamente a transmissdo do HIV (ver capitulo Resultados), tinha como objectivos
especificos: i) detectar, para efeitos de vigilancia, a infecgdo pelo HIV, em HSH, na area
da Grande Lisboa, com base na pesquisa de anticorpos anti-HIV no fluido oral,
utilizando um algoritmo diagndstico com dois testes imunoenzimaticos sucessivos; ii)
caracterizar geneticamente o HIV circulante em HSH na area da Grande Lisboa, por
andlise filogenética automatizada de sequéncias nucleotidicas do gene pol, mais
especificamente, da regido codificante da transcriptase reversa (RT), bem como a
presenca de eventuais polimorfismos genéticos naturais associados a diminui¢do da

susceptibilidade aos anti-retrovirais inibidores da RT.

A amostra em estudo foi constituida por 409 amostras de fluido oral de HSH,
com idades compreendidas entre os 19 e 76 anos, da Area Metropolitana de Lisboa,
maioritariamente (60%) de nacionalidade portuguesa, colhidas, de modo voluntario e
apos obtencdo de consentimento informado, em locais de reunido habitual de HSH.
Embora ndo tenha sido possivel aceder a informagdo clinica e respectivo historial
correspondente a cada um dos participantes, teve-se acesso a dados basicos, de natureza
socio-demografica, generalizados, relativos a populagdo-alvo. A esmagadora maioria
dos participantes (92,4%) possuia um nivel de escolaridade elevado (secundario, pos-

secundario ndo superior e superior), ou seja, € uma populacéo que aparenta ter um nivel
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social médio a elevado, tendo, teoricamente, acesso com maior facilidade aos meios de
comunicagdo que sdo dos principais veiculos de transmissdo de informagdo associada a
divulgacdo de programas de prevencdo da transmissdo e de promocdo de praticas
sexuais seguras, relativamente ao HIV, consequentemente, individuos que terdo um
maior conhecimento relativo & transmissdo e métodos preventivos. O estudo bésico
sobre comportamentos e atitudes face a esta infeccdo (em http://www.sialon.eu/en/)
revelou que aproximadamente metade da populacdo em estudo tinha sido testada para a
infeccdo pelo HIV, nos dltimos doze meses, tendo conhecimento do resultado do teste,
estando informada quanto a prevencdo da transmissdo deste virus. Estes dados
demonstram que os individuos aparentam possuir alguma acessibilidade a programas de
prevencdo desta infeccdo, incluindo os métodos e praticas essenciais para minimizar a
transmissdo. Relativamente a proporcdo de individuos que reporta um teste positivo
para HIV e/ou uma IST recente, esta é relativamente elevada (8%), indiciando, muito

provavelmente, a prética de comportamentos sexuais de risco.

Como se viu, um dos grandes entraves ao diagnéstico da infecgdo pelo HIV é o
facto deste implicar, na maioria das vezes, a utilizagdo de um método invasivo, a
colheita de sangue, para a deteccdo do estatuto serologico de um individuo. Para
contornar este problema, tém sido apresentadas novas opc¢des de métodos de
diagndstico, baseados em outro tipo de amostras bioldgicas, como o exemplo do fluido
oral, evitando a colheita invasiva. A utilizagdo do fluido oral para a deteccdo de
anticorpos anti-HIV foi descrita pela primeira vez por Archibald et al. (1986a, b) e
Parry et al. (1987), tendo sido demonstrada, desde logo, a sua validade por estudos de
indmeros autores (revisto em Hodinka et al., 1998), incluindo no contexto do
diagnostico da infeccdo pelo HIV-2 (Gershy-Damet et al., 1992; Azinheira et al., 1994;
Saville et al., 1997). Apesar disso, a grande maioria de testes licenciados para o
diagndstico desta infecgdo apenas tem sido avaliada e validada para soro, plasma ou
sangue total, com base em fundamentos de base econOmica e na premissa, nédo
comprovada, dos testes baseados no fluido oral terem necessariamente sensibilidades e
especificidades mais reduzidas (Fransen et al., 2013). A utilizacdo do fluido oral
apresenta diversas vantagens, entre as quais, uma maior adesao por parte dos individuos
interessados, auséncia de manipulacdo de sangue e de agulhas possivelmente

contaminadas, representando um menor risco para 0s técnicos de saude, e um
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processamento mais simplificado da amostra, mantendo esta, ainda assim, uma elevada

estabilidade no ambiente.

A definigao de “fluido oral” é, frequentemente, bastante dubia, sendo este muitas
vezes confundido com a saliva (de facto, € um dos seus componentes). A saliva
constitui uma amostra bioldgica de natureza muito complexa, de composicdo muito
diferente da do sangue, mas igualmente distinta relativamente ao fluido oral, e que
desempenha importantes fungdes. Na sua composi¢do incluem-se as secrecOes das
glandulas salivares, material celular, de origem e composicdo muito diversas (e.g.,
células epiteliais da mucosa, leucdcitos, células bacterianas e flungicas), e restos
alimentares (Singh et al., 2013). Um grande nimero de moléculas organicas presentes
no plasma (e.g. imunoglobulinas, albumina, hormonas) sdo igualmente encontradas na
saliva, sendo que estas tm muito maior concentragdo no transudado sérico da mucosa
oral, especialmente ao nivel da regido crevicular, entre os dentes e as gengivas, local de
origem do fluido crevicular gengival (neste trabalho, considerado homologo de “fluido
oral”). Assim, a saliva, ndo sendo um simples ultra-filtrado do plasma, reflecte, de certo
modo, a sua composicdo. A saliva humana tem um conteddo em proteinas
compreendido entre 0,5 e 3 mg/ml, incluindo, naturalmente, proteinas com funcdes de
defesa, implicadas em mecanismos especificos (e.g. imunoglobulinas, em especial a
IgA secretéria) ou ndo especificos (e.g. cistatinas, lisozima, lactoferrina,
sialoperoxidase) (Singh et al., 2013). Embora a sua concentragdo em IgG seja menor do
que a do plasma, € ainda assim considerada suficiente para permitir o diagnéstico de
uma série de patologias de natureza infecciosa (Hofman, 2001; van Doornum et al.,
2001; Vyse et al., 2001; Hutse et al., 2005). Logo, a saliva tem sido considerada como
um produto bioldgico de eleicdo para o diagnéstico imunoldgico de doengas humanas,
em particular as de natureza infecciosa, como no caso do HIV. Neste caso, a utilizagdo
do fluido oral, de composicéo ainda mais proxima da do plasma, obtido do transudado
da mucosa oral, especialmente na regido crevicular gengival, permite o estabelecimento
de algoritmos de teste com elevadas taxas de sensibilidade e especificidade para o
diagnéstico da infeccdo, baseados num nimero ja consideravel de estudos (Hodinka et
al., 1998; Chohan et al., 2001; Delaney et al., 2006; Hamers et al., 2008; Zelin et al.,
2008; Birrell et al., 2010; Pavie et al., 2010; Fransen et al., 2013; Stanekova et al.,

2014). Este tipo de amostra requer, no entanto, cuidados especificos na sua colheita,
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pois tanto o volume, como a natureza da amostra obtida, podem ser muito variaveis,
sendo necessario assegurar uma quantidade e qualidade minimas, em termos de

concentracdo de imunoglobulinas.

Para a implementacdo do algoritmo escolhido para a deteccdo da presenca de
anticorpos anti-HIV no fluido oral dos individuos participantes neste estudo de
vigilancia epidemioldgica, baseado em Fransen et al. (2013) e nos resultados do
projecto SIALON | (Mirandola et al., 2009), foram seleccionados dois testes
imunoenzimaticos de tipo ELISA, um de terceira geragdo, Genscreen™ HIV-1/2
Version 2 (Bio-Rad, Franca), e outro de quarta geracdo, Vironostika® HIV Ag/Ab
(bioMérieux, Franca), aplicado sequencialmente apenas nas amostras reactivas no
primeiro. No projecto europeu SIALON I, o primeiro kit fora utilizado para a pesquisa
de anticorpos anti-HIV no fluido oral, sendo o seu desempenho avaliado por
comparacdo dos resultados obtidos em 504 amostras emparelhadas com o soro do
mesmo individuo, colhidas em seis paises europeus. Este estudo comparativo revelou
uma sensibilidade e uma especificidade de 99% no que se refere a pesquisa de
anticorpos no fluido oral (Mirandola et al., 2009), o que veio a legitimar a sua utilizagédo
no projecto SIALON Il. Um estudo comparativo adicional (Fransen et al., 2013) validou
a inclusdo do segundo kit acima mencionado, como teste de confirmacdo, no algoritmo
implementado. A fim de salvaguardar a qualidade minima das amostras de fluido oral
em teste, foram efectuados doseamentos de IgGs nas amostras com resultado
inicialmente negativo (rastreio) ou discrepante, de modo a aplicar-se um critério

objectivo de incluséo.

Relativamente aos resultados obtidos, tendo em conta o algoritmo referido, de
um total de 409 amostras, 9% (n=37) foram excluidas pelo facto de conterem um teor
estimado de 1gGs inferior ao limite estabelecido para integrar este estudo (3,5 mg/L),
ficando entdo a amostra de trabalho com um conjunto total de 372 amostras de fluido
oral (taxa de inclusdo de 91%). Esta taxa de exclusdo pode considerar-se algo elevada e
para ela podem ter concorrido varias razbes. Desde logo, a propria natureza das
amostras, muito contaminadas e nas quais foi frequente encontrar residuos alimentares
de refei¢des anteriores, e respectiva colheita, factos que dificultam a obtencéao especifica

do fluido oral rico em IgGs. O facto de existir a possibilidade de ser colhida uma
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amostra constituida maioritariamente por saliva, mais viscosa € muito menos rica em
IgGs, diminuindo significativamente a sua concentracdo, poderé ter concorrido para esta
taxa elevada de exclusdes, considerando até que, no momento da colheita, é quase
impossivel detectar a diferenca entre os dois tipos de fluidos. Também o volume
pretendido é outro dos potenciais obstaculos, pois, por ser o proprio participante a
efectuar a colheita da amostra, h& uma maior probabilidade de ndo ser obtido o volume
desejado, influenciando também o resultado final. Para um grande nimero de amostras,
0 volume de fluido oral recuperado estava longe dos volumes descritos na literatura
(0,5-1,5 ml) para sistemas de colheita analogos ao utilizado (Mortimer e Parry, 1991), o
que podera ter constituido um factor limitante. Por fim, ndo se poderé de todo excluir a
eventual introducdo de erros experimentais durante a execuc¢do, inteiramente manual,
dos testes ELISA para o doseamento das IgGs no fluido oral, dado este constituir um
processo moroso, 0 numero elevado de amostras a testar e a grande quantidade de
manipulagdes envolvidas na execucdo. De salientar, no entanto, que todas as amostras
excluidas do estudo foram testadas pelo menos duas vezes e que no projecto SIALON |
foi reportada uma taxa global de exclusdo de amostras de fluido oral de 5,2%, mas com
uma das cidades participantes (Bucareste, Roménia) a reportar um valor mais elevado
do que 0 nosso (13,3%) (Mirandola et al., 2009).

No conjunto de 372 amostras de fluido oral validadas, foi possivel detectar a
presenca de anticorpos anti-HIV em 121, com recurso ao primeiro teste ELISA utilizado
(Genscreen™ HIV-1/2 Version 2, Bio-Rad), enquanto a fase de confirmacéo destes
resultados iniciais, recorrendo ao segundo teste ELISA (Vironostika® HIV Ag/Ab,
bioMérieux), demonstrou que apenas 69 daquelas amostras seriam efectivamente
positivas (nivel de concordancia de 57%). Este nivel de discrepancia foi considerado
muito elevado e, sempre que possivel, as amostras com resultados discordantes foram
retestadas para confirmacdo. Comparativamente, o0 primeiro teste tem uma
especificidade inferior (97,6% vs. 100%), embora sensibilidade superior (100% vs.
97,8%), relativamente ao segundo, na sua utilizacdo para a pesquisa de anticorpos anti-
HIV no fluido oral (Fransen et al., 2013), podendo por isso ter existido alguma
discrepancia nos resultados obtidos em ambos os ensaios. No entanto, estas diferencas
ndo parecem tdo significativas que justifiguem uma discordancia téo elevada. Para além

de alguns aspectos j& mencionados, nomeadamente o0 numero muito elevado de
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amostras processadas de um modo inteiramente manual, que poderao ter influenciado a
consisténcia dos resultados obtidos, neste caso, um dos pontos limitantes podera ter
estado relacionado com a uma incorrecta homogeneizacdo das amostras, antes dos
testes. A sua natureza mais ou menos viscosa podera ter influenciado os resultados,
principalmente quando levamos em consideracdo a utilizagdo de amostras previamente
congeladas. Relativamente a quantificacdo do numero de amostras positivas para a
presenca de anticorpos anti-HIV (n=69), podemos, ainda assim, aceitar estes resultados
como bastante fiaveis, uma vez que, segundo o algoritmo de teste adoptado, uma
amostra para ser considerada positiva tem que obter um resultado positivo, consecutivo,
nos dois testes utilizados, um de terceira e outro de quarta geracdo. Assim, a taxa de
deteccdo de anticorpos anti-HIV em amostras de fluido oral de HSH da Grande Lisboa
foi 18,5% (69 amostras positivas/372 amostras validadas), um valor bastante alto. Como
é evidente, este valor poderé estar a ser influenciado pelo nimero elevado de amostras
que foram excluidas do estudo por ndo atingirem uma concentracdo aceitavel de 1gGs.
Ainda assim, mesmo que ndo tivesse havido qualquer amostra excluida, ou o seu
numero fosse consideravelmente inferior, a taxa de deteccdo de anticorpos anti-HIV
teria sempre um valor minimo de 16,9%. Embora as comparacdes directas ndo sejam
legitimas, dadas as diferencas de metodologia, objectivos de teste e, principalmente,
natureza das amostras (fluido oral vs. plasma/soro), o valor encontrado é mais elevado
do que as prevaléncias estimadas de infec¢do pelo HIV em populagdes portuguesas de
HSH, reportadas em estudos anteriores, e que variavam, na sua maioria, entre 10-12%
(Fuertes et al., 2011, 2012; Carvalho et al., 2011, 2013). Digno de nota, no entanto, que
um valor de prevaléncia para HIV na mesma ordem de grandeza (17,0%) foi reportado
para 0s HSH da cidade de Barcelona, Espanha, durante o projecto SIALON I
(Mirandola et al., 2009). Este primeiro grande estudo a escala europeia, realizado entre
2008 e 2009, incluindo HSH de seis cidades diferentes, revelou uma situacdo bastante
heterogénea, relativamente as prevaléncias encontradas, provavelmente como reflexo de
diferengas significativas de atitudes e comportamentos, ou de acesso ao diagndstico
e/ou a programas de prevencdo, entre os HSH dos diferentes paises europeus envolvidos
no estudo. Para além do valor maximo, mencionado acima, para Barcelona (17,0%), as
restantes prevaléncias variaram entre 11,8%, para Verona, Italia, e um minimo de 2,6%,

estimado para Praga, Republica Checa (Mirandola et al., 2009). Para Barcelona, um
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estudo anterior tinha até reportado um valor superior de prevaléncia da infeccdo por
HIV entre HSH, embora com a limitacdo de ser baseado numa amostra de conveniéncia
(CEEISCAT, 2008).

Por fim, ao ndo ter sido possivel ter acesso a um historial epidemioldgico e
clinico detalhado de cada um dos participantes, torna-se dificil retirar quaisquer ilacdes
relativas a pratica de comportamentos de risco, eventuais periodos de terapéutica anti-
retroviral e estadios de infecgdo. Estes sdo alguns dos factores que seria importante
conhecer para a discussdo dos resultados obtidos, na medida em que poderiam ter
impacto no sucesso da detec¢do dos anticorpos anti-HIV no fluido oral. Por exemplo,
alguns dos participantes poderiam estar em “periodo janela”, ou seja, periodo de tempo

que decorre entre a infeccdo e a deteccdo de anticorpos anti-HIV, ou sob terapéutica.

Apesar das melhorias atingidas nos ultimos anos, o HIV continua a ser um
problema de saude global. A diversidade genética elevada é uma das suas caracteristicas
fundamentais e tem importantes implicacbes a niveis diversos, nomeadamente,
desenvolvimento de uma vacina, diagnostico laboratorial e monitorizacdo da infec¢éo,
transmissibilidade e patogénese, terapia anti-retroviral e epidemiologia (Rambaut et al.,
2004; Hemelaar, 2013). Vérios factores contribuem para a extensa selec¢do de novas
variantes genéticas do virus, incluindo as altas taxas de mutacdo e recombinacdo que
ocorrem durante o ciclo replicativo, potenciadas por uma rapida e constante replicacédo
viral e pela pressdo selectiva exercida pelo sistema imunitario do hospedeiro e,
eventualmente, pela terapéutica anti-retroviral (Hemelaar, 2012, 2013). A analise
filogenética do genoma completo de numerosas estirpes virais permitiu a classificacdo
do HIV-1 em 4 grupos, 9 subtipos, diversos sub-subtipos e formas recombinantes unicas
e circulantes (D’Arc et al.,, 2015). Ha descricdes contraditérias sobre o impacto
diferencial que poderdo ter os diferentes grupos e subtipos ao nivel da transmissao,
patogenia e resposta imunitaria, por exemplo, mas continua a ser fundamental a
realizacdo de estudos epidemioldgicos moleculares, dado que os subtipos moleculares
do HIV constituem bons marcadores epidemioldgicos que permitem o acompanhamento

das tendéncias temporais e geogréaficas da pandemia.

A maioria das novas infecgdes pelo HIV ocorre através das mucosas, em

especial das mucosas genital e rectal, com a transmissdo via mucosa oral a ser
62



5. Discussado e Conclusdes

considerada muito menos comum (Rothenberg et al., 1998). Ainda assim, a cavidade
oral constitui o local primordial da transmissdo do virus da mée infectada para o seu
filho, durante a amamentacdo, ou ainda durante algumas praticas de sexo oral nédo
protegido entre adultos (Kohli et al., 2014). Existem, desde ha muito, visbes
contraditorias sobre quais os alvos celulares do virus, nestes casos particulares de
transmissao. Se, por um lado, varios autores parecem comprovar a infeccéo directa das
células epiteliais das mucosas (Tan et al., 1993; Furuta et al., 1994; Qureshi et al., 1995,
1997; Berlier et al., 2005), ainda que a baixa eficiéncia e através de mecanismos
independentes de CD4, considerando que estas células ndo o expressam (Liu et al.,
2003; Chen et al., 2004), estabelecendo-se assim uma infeccdo priméria, outros
partilham a visdo alternativa de que o virus € apenas capturado pelas células epiteliais,
sendo subsequentemente transferido para células permissivas da sub-mucosa, muito
possivelmente por mecanismos de transcitose (Dezzutti et al., 2001; Khanna et al.,
2002; Wu et al., 2003; Kaldensjo et al., 2011; Kohli et al., 2014). Embora o0 DNA
proviral tenha sido detectado nas células epiteliais das mucosas (Liuzzi et al., 1996), a
existéncia de uma infeccdo produtiva permanece controversa. Assim, procurando
contribuir para o assunto e, simultaneamente, no caso de se obterem resultados
positivos, para a caracterizacao genética molecular do HIV em circulagcdo nos HSH da
Grande Lisboa, estabeleceu-se um protocolo de amplificagdo para um fragmento do
DNA proviral do HIV-1 a partir dos sedimentos celulares crioconservados obtidos das
amostras de fluido oral colhidas para este estudo. De realcar que estes sedimentos,
obtidos por centrifugacdo (ver Material e Métodos), seriam compostos por um mistura
heterogénea de elementos celulares, como, células epiteliais da mucosa oral e gengival
(em especial, queratindcitos), leucdcitos, células bacterianas da flora comensal, etc.,

com um grande predominio expectavel para as primeiras.

Para este estudo, com o0 objectivo de caracterizar geneticamente o HIV
circulante no grupo de risco em estudo, procedeu-se a amplificagdo por nested-PCR de
um fragmento de 650 pb da regido codificante da transcriptase reversa no gene pol, nas
69 amostras nas quais tinha sido possivel a detecgdo de anticorpos anti-HIV no fluido
oral, recorrendo ao protocolo de Steegen et al. (2006), com adaptacdes (Videira e
Castro, 2010). Face aos primeiros resultado obtidos (pouco especificos), ao longo das

diversas tentativas de amplificacdo foram-se introduzindo algumas alteragdes, como ja
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descrito, nomeadamente na temperatura de hibridacdo dos primers ou quantidades de
DNA matriz, entre outros parametros. Relativamente a temperatura de hibridagdo, antes
de se iniciar o procedimento de amplificacdo, confirmaram-se as temperaturas de
desnaturacdo (Twm, do inglés melting temperature) e de hibridacdo (Ta, do inglés
annealing temperature), tendo em conta as sequéncias nucleotidicas dos seis primers
que integram o protocolo, considerando as ligagdes GC e TA que se pretende efectuar.
E de destacar que, para uma reaccao de amplificagdo ocorrer com sucesso, é necessario
que exista a hibridacdo correcta dos primers com a sequéncia alvo, particularmente
quando se trata de genomas com elevada variabilidade genética como é o exemplo do
HIV-1. Se Ta for muito inferior a Tm, hd uma maior probabilidade de ocorrer hibridacao
inespecifica, pela ligacdo a outros locais para além da sequéncia alvo, mas, por outro
lado, se a Ta for muito proxima da Twm, pode ndo ocorrer hibridagéo, pelo que o ideal,
para comecar, sera que ambas as temperaturas difiram cerca de 5 °C. E ainda de referir
que nestas experiéncias de amplificacdo foi utilizado um sistema enzimético comercial
(NZYTag 2x Green Master Mix, NZYTech, Portugal) que requer pouca manipulacéo, o
que diminui o risco de contaminacdo. Para além disso, efectuou-se a preparacdo das
solucBes-mae de misturas de PCR na camara de fluxo laminar, em éarea diferente
daquela onde se adicionava o material genético matriz para amplificacdo, bem como

onde decorriam as reacc¢des de amplificacéo.

Das 69 amostras em que foram efectuadas as reac¢des por nested-PCR, apenas
se conseguiu obter trés produtos de amplificacdo, de tamanho esperado ou aproximado,
correspondentes a trés amostras de fluido oral de individuos diferentes (amostras
nameros 13, 44 e 82). Uma proporcdo consideravel das reacgdes deu origem a
resultados de amplificacdo pouco especificos, mesmo apds a implementacdo de algumas
experiéncias de optimizacdo [e.g. introducdo do reagente optimizador NZYTaq 5x
Optimizer Solution (NZYTech, Portugal), implementacéo de protocolos de amplificagéo
de maior restringéncia, alteracdo da concentracdo de DNA matriz], ou resultados
negativos. Os primeiros poderdo dever-se ao facto das amostras terem grandes
quantidades de DNA de origem humana e, muito provavelmente, a presenca de
bactérias, fungos ou outros contaminantes bioldgicos da amostra de fluido oral, sendo,
portanto, dificil manter a especificidade de hibridacdo dos primers. Por outro lado, os

resultados negativos poderdo corresponder a verdadeiros negativos, corroborando a
64



5. Discussado e Conclusdes

auséncia de DNA proviral do HIV-1 no genoma destas células da cavidade oral, ou ser
resultado da presenga de inibidores de amplificagcdo, considerando a natureza destas
amostras bioldgicas. Nao se podera igualmente descartar a hipotese, muito provavel
para 0s que tinham conhecimento previo do seu estatuto seroldgico para o HIV, destes
individuos se encontrarem sob terapia anti-retroviral (dado desconhecido), concorrendo
Isto para uma carga proviral muito baixa e maiores dificuldades na amplificagéo. Por
fim, podem também ter ocorrido diferencas na sequéncia nucleotidica dos primers
relativamente a sequéncia alvo, ndo sendo possivel obter-se produtos de amplificacéo,
embora esta seja uma hipo6tese menos plausivel, dada a utilizacdo anterior, muito bem-
sucedida, destes mesmos primers em protocolos de amplificacdo e caracterizagédo
genética do HIV-1 (Steegen et al., 2006; Videira e Castro, 2010).

Como os trés produtos de amplificacdo obtidos revelaram uma quantidade
reduzida de DNA e/ou presenca de bandas inespecificas, optou-se por efectuar a
clonagem prévia dos fragmentos pretendidos no vector plasmidico pPGEM®-T Easy
(Promega, EUA), antes do seu envio para sequenciacdo nucleotidica. Este € um vector
universal, de facil utilizacdo, e que possui diversas caracteristicas que simplificam o
processo de clonagem, como foi referido no capitulo de Material e Métodos. Em
primeiro lugar, o facto de este vector ser flanqueado por extremidades protuberantes 3’
de timidina, permite a sua manutencdo sob a forma linear, evitando-se a
recircularizacdo. Depois, também possibilita uma seleccdo eficiente e facil de clones
bacterianos transformantes recombinantes putativos pelo sistema de a-complementacéo.
Por ultimo, apresenta nas extremidades da regido de clonagem multipla sequéncias de
reconhecimento para varias endonucleases de restricdo (e.g. EcoRl), facilitando o

rastreio final dos possiveis recombinantes.

Para a selec¢do dos clones bacterianos transformantes recombinantes putativos,
baseando-se no sistema de a-complementacdo, utilizou-se como meio de seleccdo o
meio LB sélido, com ampicilina (antibiotico que tem como funcdo seleccionar as
bactérias transformadas com o vector plasmidico), IPTG e X-gal. O IPTG induz a
producdo de 3-galactosidase, via expressdo do gene lacZ, no cromossoma bacteriano, e,
apos complementacdo com o produto do gene lacZ’ presente no plasmideo, degrada o

composto cromogenico X-gal, conferindo uma coloragdo azul a essas colonias. Se, no
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entanto, a grelha aberta de leitura do gene lacZ’ for interrompida pela inser¢do de um
fragmento de DNA no vector plasmidico, ndo ha producdo de R-galactosidase, nem

degradacédo do X-gal, ou seja, surgem coldnias de coloracdo branca.

Apols extraccdo, purificagdo e hidrolise com EcoRIl dos plasmideos
recombinantes putativos, correspondentes as trés experiéncia de clonagem em curso,
foram observados em gel de agarose os padrdes de restricdo obtidos, entre os quais,
alguns claramente indicadores da clonagem dos fragmentos de DNA pretendidos, em
particular, para as amostras 13 e 44. No caso da amostra 82, ndo se alcangou o resultado
pretendido, pois apenas foi possivel visualizar um fragmento de DNA, de
aproximadamente de 3000 pb, correspondente ao plasmideo linearizado, sendo entdo
excluido o seu envio para sequencia¢do. Quanto as amostras 13 e 44, o padrdo de
restricdo obtido foi genericamente semelhante em todos os clones estudados, tendo-se
obtido dois fragmentos de DNA, um correspondente ao vector plasmidico linearizado e
outro relativo ao fragmento de DNA em estudo. Na amostra 13, todos os fragmentos
inseridos aparentavam ter 0 mesmo tamanho aproximado, entre 700-750 pb, enquanto
na amostra 44, os fragmentos clonados apresentavam tamanhos mais diversos,
compreendidos entre os 500 e os 800 pb. Foi, deste modo, desde logo, possivel verificar
a auséncia de um padrdo que indiciasse a clonagem de um fragmento de 650 pb,
resultado da amplificagcdo por PCR de uma regido codificante da transcriptase reversa
do gene pol de HIV-1. Procedeu-se, ainda assim, ao envio para sequenciagdo
nucleotidica de dois dos clones recombinantes com origem na amostra 13 e de quatro

relativos a amostra 44.

As seis sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas e utilizadas para
pesquisa de regides de semelhanca local, entre as sequéncias depositadas na base de
dados do GenBank, com recurso ao programa informatico BLAST, com o intuito de se
proceder a sua identificacdo presuntiva. Confirmando a observagdo anterior de que 0s
amplicBes obtidos por PCR ndo correspondiam aos tamanhos tedricos esperados (650
pb), os resultados da pesquisa rapida de regides de semelhanca local com recurso ao
programa BLAST néo confirmaram a presenca de DNA proviral do HIV-1 em nenhuma
das amostras de fluido oral (13 e 44). Ao inves, comprovaram sim a amplificacdo

inespecifica de fragmentos de DNA gendmico de bactérias da flora comensal da boca,
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ou tracto orofaringeo humano, ou ainda de bactérias consideradas agentes oportunistas
(provavelmente, mais florescentes nesta populacdo de individuos infectados pelo HIV),
dos géneros Streptococcus, Leptotrichia e Capnocytophaga. N&o houve, portanto,
quaisquer amostras de fluido oral consideradas positivas para a presenca de DNA
proviral do HIV-1. Embora com algumas limitagcbes, estes resultados parecem
corroborar a hipotese das células epiteliais da mucosa oral, a populagdo celular
predominante nos sedimentos celulares obtidos, ndo suportarem uma infec¢do pelo
HIV-1.

Como se pode verificar, ndo foi possivel atingir-se todos 0s objectivos
inicialmente propostos para este trabalho, nomeadamente, o da caracterizacdo genética
do HIV circulante em HSH na area da Grande Lisboa, recorrendo as células epiteliais da
mucosa oral presentes nas amostras de fluido oral. A taxa de sucesso na amplificacéo de
amplicBes aparentemente especificos foi baixa (3/69) e, mesmo assim, estes revelaram
ndo corresponder a material gendmico do HIV, mas antes a bactérias presentes na flora
comensal oral. A natureza das amostras utilizadas, onde foi possivel detectar, algo
frequentemente, restos alimentares e outros, pode ter concorrido para parte do insucesso
das amplificacbes. Ndo se pode, no entanto, descartar a hipOtese destas células
(maioritariamente, queratindcitos da mucosa oral) ndo se encontrarem efectivamente
infectadas ou ndo suportarem uma infeccdo pelo HIV, tese que é defendida por um
grande grupo de autores, como mencionado anteriormente. Quanto ao estudo de
vigilancia epidemioldgica, propriamente dito, embora com algumas limitacdes, ja
discutidas, foi possivel detectar a presenca de anticorpos anti-HIV em amostras de
fluido oral de HSH da Area Metropolitana de Lisboa em 18,5% dos casos testados.
Devido a eventuais limitacbes de representatividade da amostra, questdes
metodoldgicas e de indole técnica, este valor ndo podera ser considerado directamente
como uma prevaléncia de infeccdo nesta populacdo. No entanto, devido as suas
caracteristicas socio-comportamentais, o valor de prevaléncia real serd seguramente
muito elevado. Concluindo, o valor obtido para a taxa de deteccdo tem de ser avaliado
com 0 méximo de precaucdo pois ndo pode ser interpretado como um retrato especifico
de prevaléncia nos HSH na area da Grande Lisboa. Todos os individuos com resultados
positivos receberam aconselhamento e séo, se assim o desejarem, referenciados para um

hospital especializado, a fim de se proceder a colheita sanguinea para confirmacgdo dos
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resultados obtidos, com aplicacdo dos algoritmos de diagnostico internacionalmente
aceites (ver em http://www.who.int/hiv/pub/guidelines/en/). Apesar de todas as
limitacOes, a estratégia aqui seguida €, seguramente, uma boa estratégia para a
implementacao de estudos de vigilancia epidemioldgica e monitorizacdo de tendéncias
evolutivas da epidemia, particularmente, em populacdes de dificil acesso, dada a maior
facilidade de colheita do fluido oral, comparativamente ao sangue. O grau de aceitagédo
da populacdo-alvo deste projecto para a dadiva de fluido oral foi elevado, o que pode
indicar a adequabilidade desta estratégia na implementacéo de programas de vigilancia,
no contexto de programas mais latos direccionados para os HSH, potenciando um
acesso mais facilitado ao diagnoéstico precoce. Um dos problemas ainda por resolver na
epidemia portuguesa pelo HIV é o diagnostico muito tardio de uma fatia consideravel
das novas infeccdes. De acordo com os critérios europeus usados na caracterizacdo do
diagnéstico tardio (de base mista, imunoldgica e clinica), verificou-se que 48,0% do
total de casos de infec¢do por HIV diagnosticados em 2013 em Portugal correspondiam
a diagnosticos tardios (DDINSA, 2014), embora com uma menor expressao na

populacdo HSH, comparativamente com outros grupos de risco.

A incidéncia da infec¢do pelo HIV estd a aumentar no grupo dos HSH em
muitos paises europeus, incluindo Portugal, mas também na América do Norte e
Australia (Sullivan et al., 2009; Phillips et al., 2013). Em 2012, os HSH estavam em
risco substancial para a infeccdo pelo HIV em praticamente todos os contextos
estudados (Beyrer et al., 2012). Apesar de décadas de investigacdo e muito esforco e
recursos financeiros colocados na prevencdo da infeccdo, valores muitos elevados de
incidéncia e prevaléncia da infecgdo pelo HIV continuam a ser relatados para os HSH,
praticamente em todo o mundo (Beyrer et al., 2010). Em termos globais, a epidemia do
HIV estd em declinio em muitos paises desenvolvidos, incluindo Australia, Europa
Ocidental e EUA, excepto na populagcdo de HSH, onde continua a expandir-se, ou
mesmo a aumentar, o que tem sido designado como “a epidemia reemergente” (Sullivan
et al., 2009). Nos EUA, por exemplo, as estimativas apontam para que a incidéncia de
novas infeccbes entre HSH esteja a aumentar em cerca de 8% ao ano, desde 2001
(CDC, 2010). Dai que os instrumentos de vigilancia devam ser adaptados ao estado
actual da epidemia e devam incluir mecanismos de monitorizagdo prospectiva

descentralizada da incidéncia do HIV, bem como das alteragdes comportamentais, em
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populacbes-chave como os HSH (Meireles et al., 2015b). Tanto quanto possivel, estes
instrumentos de vigilancia devem basear-se em estratégias simples, mas abrangentes,
baseadas na recolha de amostras bioldgicas de facil acesso, como o fluido oral. No
contexto da infeccdo por HIV, é determinante a simplificacdo, tanto dos métodos de
colheita de amostras bioldgicas para diagndstico, como dos projectos de vigilancia
epidemioldgica e de prevencdo, essencialmente em populac@es de dificil acesso, como
por exemplo os HSH, focados no presente estudo, mas também os trabalhadores do sexo

e individuos utilizadores de drogas por via intravenosa.
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/. Anhexos

Anexo 1: Termo de consentimento informado, livre e esclarecido

This Informed Consent Form is for men who attend different gay venues in [city], and
who we are inviting to participate in a bio-behavioural European survey. The title of our
research project is Sialon Il - Capacity building in combining targeted prevention with
meaningful HIV surveillance among Men who have Sex with Men.

Principal investigator: [name]
Organization: [name]

[Name of Sponsor]

[Name of Proposal and version]

PART I: Information Sheet
The association [NGO name], together with the centre [center name], is participating in

a research project co-funded by the European Commission which collects behavioural
and biological data among men who have sex with men (MSM) in different European
countries. We ask you to participate in this research study. You are free to ask questions
about possible risks and benefits, your rights as a volunteer, and about other aspects of
the study which are not clear. The study is entirely anonymous. If you have questions
later, please contact: [name of a person or association and telephone number]

Purpose of the research

The aim of the Sialon Il project is to estimate occurrence of HIV among MSM in the
data collection sites and to study sexual behaviour risk patterns and prevention needs in
the MSM population. It’s planned that the results of this research will help to improve
prevention programs in [city or country].

Type of Research Intervention

This research will involve the collection of data on prevention needs and behaviour
through an anonymous self-administered questionnaire that you will have to fill in by
yourself, as well as the collection of an oral fluid sample to analyze the presence of
antibodies against HIV. Collection of oral fluid is a non- invasive method that is easy,
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safe, it proved to be highly acceptable in many studies and it does not require specific
skills. The test result will be provided in another time and location, given that the
participant contributed both to answering to the questionnaire and provided saliva
sample.

Participant selection

We would like to inform you that this study is targeting persons who are 18 years old,
who attend different gay venues in [city or country], who have had sexual relationships
with another man at least once during the last 12 months and who have not already
participate in the project previously.

Voluntary Participation

Your participation in this study is completely voluntary. You can withdraw from the
study at any moment, without any consequences and without giving any reason.
Whether you choose to participate or not, prevention material will be offered to you as
part of a prevention campaign included in the project, and you will not be penalized in
any way.

Procedures and Protocol

Description of the

Process

If you choose to take part in this study, the following will take place:

1 You will be requested to complete a questionnaire which includes questions
about your sexual life and prevention needs. It is not an interview. You will be asked to
return the survey to the study's field workers who will take steps to preserve your
confidentiality. You must fill in the questionnaire alone and, if surrounded by others,
data collectors will offer you a place where you can fill in the questionnaire in privacy.
The data collector can then stay with you until the questionnaire is completed and
handed back to be sure to respect the respondent’s privacy. When you has finished
filling in the questionnaire, the data collector takes it back and places it, in front of
you, into the bag or box or he hold the bag or box out to you so you can put the
questionnaire into it.

2 A biological sample (oral fluid) will be collected. The test tube should
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immediately be passed to the field worker and be placed back in the bag or fridge box,
depending on environmental temperature and send to a laboratory to analyze the
presence of antibodies against HIV. The test is for research purposes and is not a
rapid, diagnostic test, although the result will be given to you after a week in a
voluntary counselling centre (VCT). The result will be only preliminary. Possible
“reactive” results will be only considered “preliminary positive” and not diagnostic.
For this reason, in any case, as this saliva test result is not diagnostic you will be
offered the chance to be tested again with another test performed on blood serum.

3 Questionnaires are matched to samples using a barcode (not your name) which
identifies you as study participant. When you hand back the test tube the data collector
hands over the card with the barcode on it. Using this card, you can pick up your test
results after a week or you can phone the number provided on the card and state that
you participated in SIALON study and would like to know your test results.

How the sample is collected

The oral fluid samples will be collected using a specific device, which consists of a
foam swab affixed to a plastic stick. You need to rub the swab along the gums like a
toothbrush for approximately 30 times on each gum, 60 times in total (1 minute).

Accuracy of the test

Regardless of the result of this test on oral fluid, since it is not diagnostic, you will be
offered to be tested again with another test performed on blood serum when you will
pick up the result on your oral fluid. In case the test on blood will be positive you will
be offered to follow the procedures foreseen according to the international/national
guidelines. In case you do not want to be tested again on blood, you will be given the
oral fluid test result and you will have to sign an informed consent form clearly stating
that the result is only for epidemiological purposes, and not diagnostic.

Risks

It is possible you feel like some questions are invading your privacy. Remember the
study is completely anonymous and that you are free not to answer it. Procedures to
maintain anonymity will be adopted not only for the questionnaire but also for the oral
fluid results disclosure and it will be done by certified counsellors with several years’
experience. You are required to sign the informed consent form, but you can also use
any kind of mark you like without using real name. You don’t need to show any kind
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of document, it is just a formality that is required to show the importance of voluntary
consent. Staff could offer you a place to fill in the questionnaire in privacy. The venue
has not been monitored by police, it is not at risk of being obliged to reveal identities to
the authorities . When you go to pick up your test result all you need is the Card and
barcode we will provide you, so the results too are anonymous.

Benefits

If you participate in this research, the benefits for men who have sex with men could
be important: we plan that your participation will help us to develop adequately
prevention programs for MSM in our country and to obtain data to be comparable with
other European countries. At individual level, participants in the survey may benefit
from knowing their HIV serostatus and being referred to care. Moreover, test for
Syphilis, HBV and HCV will be offered where possible. If not, information on
where to go in order to perform these additional tests using the national health care
service provision system will be done. You will receive a pre-post test counselling and
treatment according to local standards if it is necessary.

Reimbursements

In this project we don’t give any economical incentives. Respondents will be given
prevention material as a free pack containing a condom and a leaflet with information
on the closest HIV screening and counselling centres, where people can obtain testing
and receive information on HIV/STI prevention and treatment.

Confidentiality

Confidentiality is assured. The information collected from this research project is
completely anonymous and confidential, even for data collectors. For that reason, you
don’t need to write your name in the informed consent form. The linkage between
questionnaire, biological sample, the card for the test results and the respondent will be
made by means of identical barcode tags. At the end of the data analysis phase, data
will be destroyed. After the analysis of the oral samples in each national Lab, oral
samples will be destroyed by the professionals. As regards the questionnaires, they will
be destroyed after introducing in a central database by the statisticians. In any case,
samples without written consent will be not used for testing and destroyed
immediately. Samples will be used and stored until one year after the end of the
SIALON II project.

Sharing the Results
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The knowledge that we get from doing this research will be shared with you through a
community report and the SIALON website. After this, we will publish the results in
scientific conferences and journals in order to let interested professionals learn from
our research. It will not be possible to identify any individual participant in any
published or otherwise disclosed information

Right to Refuse or Withdraw

You do not have to take part in this research if you do not wish to do so. You may also
stop participating in the research at any time you choose. It is your choice and all of
your rights will still be respected. Refusing or withdrawing will not affect any of your
ongoing or future medical care.

Who to Contact

If you have any questions you may ask us now or late or come to our association, even
before the results are available. If you wish to ask questions later, you may contact
[name, address, telephone number]

This proposal has been reviewed and approved by

which is a committee whose task it is
to make sure that research participants are protected from harm. It has also been
reviewed by the Ethics Review Committee of the World Health Organization
(WHO), which is funding/sponsoring/supporting the
study.

PART I1: Certificate of Consent

The aim of the study is to estimate the number of Men who have Sex with Men (MSM)
infected by HIV in the data collection sites and to study sexual behaviour risk patterns
and prevention needs in the MSM population.

You will be requested to complete a questionnaire which questions about your sexual
life and prevention. You will be asked to return the survey to the study's data collectors
who will take steps to preserve your confidentiality according to the detailed
information given above in part | of this document. A biological sample (oral fluid)
will be collected by the data collector anonymously. The test tube should immediately
be placed back in the bag or fridge box, depending on environmental temperature and
send to a laboratory to analyze the presence of antibodies against HIV. The test is for
research purposes and is not a rapid, diagnostic test, although the result can be given
after a week in a voluntary counselling centre (VCT). As the test result is not
diagnostic you should be tested again with another test performed on blood serum. In
case the test is positive you will be offered to retest (according to the
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international/national guidelines) and directed to the infectious disease department for
further checks of the clinical situation and management of your conditions.

I hereby declare that I have been informed:
. of the aims of the research;

o of the fact that subjects included in this study are male individuals who have
had any sex (oral and anal, penetrative or not) at least once with another man during
the last 12 months;

o of the methodology of the research;

o of the possibility of withdrawing my consent to the use of my biological
sample (oral fluid) and of the information contained in my replies to the questionnaire
at any time, and of the fact that refusing or withdrawing will not affect any of your
ongoing or future medical care;

o of the fact that no genetic analysis will be carried out on my oral fluid sample;
o of the fact that the data will be forwarded to the organisation responsible for
analysis and will be processed, for the purposes established by the research project, in
accordance with the current legal provisions on the protection of privacy (Law XXXXX
and subsequent amendments and additions), and will be destroyed following the
procedures stated under paragraph “Confidentiality” above.

Moreover | declare that | have received a separate sheet with all detailed information
given in part | of this Informed Consent Form.

Having taken note of the above, I knowingly and freely agree to the use of my
biological sample (saliva) and behavioural information supplied by me through
the questionnaire in this study. | have had the opportunity to ask questions about
it and any questions that I have asked have been answered to my satisfaction.

I consent voluntarily to participate as a participant in this research.

Signature of Participant Date _

Day/month/year
Statement by the researcher/person taking consent

I have accurately read out the information sheet to the potential participant, and
to the best of my ability made sure that the participant understands that the
following will be done:

1.
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2.
3.

I confirm that the participant was given an opportunity to ask questions about the
study, and all the questions asked by the participant have been answered
correctly and to the best of my ability. | confirm that the individual has not been
coerced into giving consent, and the consent has been given freely and
voluntarily.

A copy of this ICF has been provided to the participant.

Print Name of Researcher/person taking the consent

Signature of Researcher /person taking the consent

Date

Day/month/year
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Anexo 2: Composicao de Meios e Solugdes

1. Meio LB:
10 g Bacto-triptona, 5 g extracto de levedura, 10 g NaCl, 15 g agar*.
Adicionar agua para 1000 ml e autoclavar.

*ndo adicionar para LB liquido.

2. Meio de criopreservacao:

10% (v/v) DMSO, 10% (v/v) glicerol, em meio LB liquido.
3. Solucéo de agarose (1%0) (p/v) (100 ml):

1 g agarose, 100 ml TAE 0,5X.

4. Solucéo de agarose (1,2%0) (p/v) (100 ml):

1,2 g agarose, 100 ml TAE 0,5X.

5. Solucgéo de agarose (1,5%) (p/v) (50 ml):

0,75 g agarose, 50 ml TAE 0,5X.

6. Tampa&o Tris-acetato-EDTA (TAE) 50X:

242 g Tris-base, 57,1 ml &cido acético glacial, 100 ml 0,5M EDTA, pH 8,0.

Adicionar agua para 1000 ml.
7. Tampao de aplicacéo:
0,25% (p/v) azul de bromofenol, 40% (p/v) sacarose.

8. Tampéao da T4 DNA ligase 2X (Promega, EUA):

7.

AnNexos

60 mM Tris-HCI, pH 7,8, 20 mM MgClz, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% (v/v) PEG.

9. Tampé&o de recuperacao:

10% (v/v) soro fetal bovino, 0,2% (v/v) Tween 20, 0,5% (p/v) gentamicina, em tampao

PBS (pH 7,2).
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10. Meio de transformacéao e armazenamento (TSS):
LB 1X, 10% (v/v) PEG6000, 5% (v/v) DMSO, 50 mM MgSOs (pH 6,5).
11. Placas LB agar/X-Gal/IPTG/ampicilina:

LB solido [Bacto-agar a 1,5% (p/v) em LB liquido], 100 pg/ml ampicilina, 40 pg/ml X-
Gal, 0,17 mM IPTG.

12. Tampéo Tris-EDTA-glicose (TEG):

25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1% (p/v) glicose.
13. Solucéo de lise (SDS alcalino):

0,2 M NaOH, 1,5% (p/v) SDS.

14. Tampéo TE:

10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA.

15. Tampéao da EcoRI1 10X (Fermentas, Canada):

50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl2, 100 mM NacCl, 0,02% (v/v) Triton X-100, 0,1
mg/ml BSA.
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Anexo 3: Protocolo Genscreen™ HIV-1/2 (Bio-Rad, Franca)

q-

INTERESSE CLINICO

0 sindroma de imunodeficiéncia adguinda (SIDA) & uma doenga infecciosa de onigem viral gue se traduz num
défice profunde de imunidade celular.

Digis fipos de virus relacionedos com o grupe dos lentivines foram isolados die Infociics de doantes afingidos
com SI0A ou dos sews prodromos.

{0 primeiro, denominada HIV-1, foi isclade em Franga e depois nos Estedos Unidos.

0 segundo, denominade HIV-Z, foi isclade em dois doentes de crigem afnicana e revelou ser responsavel por um
v fooo de SI0A na Africa Coidantal.

(0= conhacimenios da que dispomos acerca da vanahilidads genstica das estimpes de virus HIV foram adquindos
por andiise sequencial dos genes gag, pol & env das estirpes representatives de cada um dos subtipos. Os vinus
HIW-1 dividem-s2 am 2 grupes: o gupo M, compresndsndo 9 subtipos (A a [) e o grupo OL O vinus HIV-2
compreendends 5 subfipoa.

A distribuizao geografica dos diferentas subbipos asta achualmente bem definida. Certes variantss de HIV-1 t8m
apenas 7% de homologia para o5 genes gag & pol com o8 principais isolados @ apenas 50% para o gene env;
estae diferengas podem explicar o insucesso no diegnostico da infecgao em certos doentas.

Ae diferentas estipes do vines HIV-2 apresentam afinidades entigénicas com o vinus dos simics S o nivel de
todas e= profeinas (proteings de revestimento & proteinas intemas: heterclogia = 30%), mas apresentam mence
de 40% de homologa com a5 profeinas de revestimento do vines HIV-1.

0 teste Ganscreen™ HIV-1/2 Viersion 2 permite a detecgio simuiténea de enticorpos andi HV-1 & anti HIV-2.

PRINCIPIO DO DISPOSITIVO Genscreen™ HIV-1/2 Version 2

Genscrean™ HIV-1/2 Viersion 2 & uma técnica imunoenzimatica baseada no principio de sandwich para detecgao

doa diferentes enficorpos essociados ans vine HWV-1 efou HIV-2, no soro ou plasma humana.

Genscrean™ HIV-1/2 Version 2 essania na vtiizagso de una fase sdbida, preparada com endgénios puriicados

[proteinas recombinantes gpi&0 & p25 do vines HIV-1 & o péplido que reproduz o peptido imunodominante da

glicoproteing de revestimento do winus HIV-2) e de um conjugade preparado com entigénice marcados com

peroxidase [profeina recormibinants nibcleo-capsidca @ peptidos que reproduzem o8 epitopos munodominantes

das glicoproteinas de revestimento dos virus HIV-1 & HIV-2).

1. 0= sonos a estudar, bam como os soroe de controlo, s8o distibuidos pelos pogos. Se estiverem presentes
anticorpos anti HIV-1 afou HIV-2, estes ligam-se aoe entigénios fixados na fass sdlida.
{0 depdsito da amostra & validado atrevés de uma alteracio de cor, de videta & ezl (S0P = Sample Deposition
Proaf].

2. 0= antigénics HW-1 & HIV-2 purificados, marcados com perovidase, =30 adicionados apis lavagsm e ligam-
s, por 504 waz, &= IgS efou IgM &fou Igh, captedas pela fase sdlida.

3. A presanca da endma imobidizada nos complexos & revalada por incubag&e em presenca do subsiracio, epds
eliminago da fracglo de conjugado demado livre.

4. Apces paragem da reecgio, procede-se a leitura por espectrofotometria a 450/620-700 nm.

A absorvancia cbeenvada para uma emostra permite concluir quanto & presenga ou auséncia de anticorpos ant

HIV-1 &fou HIV-2.

94

7.

Anexos



3- COMPOSICAD DO DISPOSITIVO Genscreen™ HIV-1/2 Version 2
Todos os reagentes =30 exclusivaments destinados a ulilizegao no disgnastico in-wiro.

7.

Apresentacao/Preparagao
Identmcagac na rotuio Descrigao i e
Microplaca
B | Microplate 12 tiras de B pogos 5ensIbIZA00S COM 0 Anbgenios 1 placa 5 placas
HIV-1 & HIV-2 puricados
Concentrated Solugao de lavagem concentrada (20%) Tr A
Rz | washing solution | Tampac Tris NaCl, pH 7,4 mmm Pt
[20) Consarvante : ProCin™ 300 {0,04%)
Controlo negative
Flaama humans Inactivaso par wn’ﬂn‘ﬂ, r@iﬂm ir 1 frasco
R3 | Negative control | em antigénios HBs & HIV & am anticorpos antl HIV-1, 1“"':'m| b
antl HIV-2 & antl WHC
Consanants - Azida de Sadio < 0,1%
Controle cut-off
Flaama humans Inactivaso par wn’ﬂn‘ﬂ. |:|'|:=E|ﬂ:|'.‘|:| ir 1 frasco
R4 | cut-off control | para anticorpos anti-HiV, negative para antigenics A smm P
HEs & para anticorpos ant-VHC. ’
Consenante : Azida de Sdia < 0,1%
Contraolo positve
Plasma humans Inactivaso pl:-r Mn’ﬂrﬂﬂ, Fﬂ:ﬂm'l'ﬂ 1ir 1 trazco
RS | Posttive control | para anticorpos anti-HIV, negatve para antigenics ! mml b
HEs & para anticorpos ant-WHC.
Consenante : Azida de Sodia < 0,1%
Dliu=nte das amosiras
Solgac Oe 50fo de visla fampas TRIS adconado de 1frazon | 2 frascos
RE | Sample diuent | o Jef de ciorofonTiio, de ProCan™ 300 & 02 U ndicader | 14.mi 2x10ml
com cor, testamunhg de depasio das amoskras)
con| 1frasco | 2 frascos
R7a | Conjugate Antigenios HIV-1 & HIV-2 purificados, marcados Com q.5. ad g.5. ad
peroxidase, lloflizados 125m | 2¥zom
Diluente do conjugado
RTb | Conjugate diluent | Solugao de leite desnatado corado fampdo TRIS 11:5““ g?mmm
adicionado de 0,1% de clorsformio & Procin™ 300) '
Tampao para substracto da peroxidase
RE | Substrate purter | Scwgac de Citrato de Somo & de Acetato de oo pH 1J}mml g?ﬁ}mm
4.0, confendo 0,015% de Hyy & 4% de DMS0
solution {113} Solugao comtenca tatrametil benzidina (TME) 5 mi 2x5mil
R10 | Stopping soltion | . o susrco 1N =8 mi Fxzaml
4 - VALIDADE - CONSERVACAD

(0 digpositfvo deve ser conservado enire +2-8°C. Cada elemento constituinte do deposiive Genscrean™ HV-1/2 Vergion 2
corsenado & +2-6°C pode serulizado eté 3 deta da vaidade indicada na ambalagem, savo indicagao

eepaciica ;
R1 : Uma wez sberia & bolsa seleda sob vacwo, s tiras de micro-pogos conservadas a +2-8 °C na bolsa

cuidadosaments salada de novo podem ser ulilizadas durante 1 més.
1 A solugao de lavegem diluide pode ser ermazenada 3 temperatura ambisnte (2-307C) durants 2 semanes.
A solugao de lavagemn concentrada (A2) pode ser armazenada & temperatura de +2-30°C.
RTa + ATb : 0= reagenizs amarenados & temperatura de +2-67C podem ser wtiizados durante 4 semanas epds
a reconstiuicao dos frascos.
RA + RS : Apds a reconstitigio, o reagente ermazenado em local escuro pode ser ufiizado durente & hores &
temperatura amibients (1 6-30°CL
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7.

HMEmM. NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO
* Agus destileds.

* Hipoclorato de sodio (liiia) e bicarboneto de sadio.

& Pipetas, multipipetes autometicas ou semi-automatices, reguidveis ou fixes, pera medir 2 fomecer 25 pl, 50 pl,
75 pl, 80 pl & 100 pl.

& Provetas gradusdas de 25 mi; 100 mi; 1000 mil.

= Contentor de residucs contaminados.

* Racipiente de banho-maria ou incubadora de microplacas com termdstato a 370 = 1°C )

» [Dispositivo de lavagem manual, semi-eutomatico ou aparedho de levagem pera pleca de micro-titulagso )L

* Apareho de leitura pera microplacas, equipado com fitros de 450 nm e G20-700 nm (7).

AMOSTRAS

Recolher uma emosire de sengue segundo & pratica habitusl.

O3 testes 280 efectusdos em amostras ndo dilvidas de soro ou de plasme (recolhidos com enti-coegulantss
como EDTA, heparing, citreto ou ACDY)

Saparer o plasme ou o soro do codgulo ou dos gldbulos vermelhos logo que possivel pare evitar qualquer
hemalise. Uma hemdlise muito pronuncieds pode afectar o desempenho do teste. As amosiras gue apresantem
egragados devemn ser clarificedas por centrifugec8o, antes de reslizecio do teste. As particulas ou agregados
de fibrine em suspensio podem der resulttados felzamente poaitivos.

N&o aquecar g3 amostras.

Az emosires devem ser conservadas a + 2-8°C se & detecglo for efectuade no prazo de 7 dias ou podem ser
conservedas congeledas & -20°C. Os plasmas deverSo sofrer uma descongelacdo rdpide por aguecimento
durente alguns minutos, & 40°C (para imitar a precipite;io de fibnna).

Evitar processcs da congelagio’descongalagio repetidos.

Mo devem ser utilizadas emostres gue tenham sido congeledes & descongeledes mais de 3 vezes.

Sa for mecesséno transportar as amostras, estes deverfio ser acondicionades segundo a regulementagio em
vigor relative ao transporte de agentes eticldgicos.

MAC UTILIZAR SCOROS OU PLASMAS CONTAMINADOS, HIFERLIPEMICOS OU HIPER-HEMOLUSADCS.
Obsenvacdo: No foi demonstrada qualguer interferéneia om amostres comtendo afé 50 gl de albumina, &
200 mgdl de biimubing, bem como em emostras fpémicas contendo até 386 gl de nglicendos & em amostras
hemolizsdas contendo até 20 gff de hemogiobina.

PRECAUGOES

A gualidede dos resultados depende da correcta implementagio das seguintes boes praticas de laboratdno -

= (0 nome do teste, bem como um nimeno de identificaglo especifico do teste, estio referidos no quadro de
cade microplaca. Este ndmero de identificegdo especifico figura gualments em cada tire.
Genscreen™ HIV 1/2 Version 2 : Nomero especifico de identificagdo = 05
Este identificagio deve ser verficads antes de cada ulilizagSo. Qualquer tira cujo nimero de teste ndo asteja
prasente ou seja diferente do acima referido ndo deverd ser wilizeds.

& MBEo utilizar reagentes epds & respectiva deta de validade.

= MEo misturar reegentes de lotes diferentes no decomer de um mesmo ensso.
NOTA : E possivel utilizar outros fotes de solugéo de [svagem (A2, identificagdo do rdtuko: cor verde 20X), de
tempdo substracto (RE, identificedo como TMB buf & axui], de cromogénio (RS, identificad'o como TMB 11X
8 roxn) & de solugSo de parsgem (A0, identiicado como TN a wvermelhol, pare slém dos fomecidos no
dizpositivo, desde gue s ulilize spenss wn Unico destes lotes no decomer de wn mesmo enzaip. Esfes
reagentss podem =ser utizscdos com outros produtos o3 nos=a empresa Pers além disso, 8 solupdo ds
lavagem (A2, identificagdo do rofuio; cor werde 20X) pode sermistursda com &= oufras 2 solugpdes de levagem
inciwidss nos kits de reagentes Bio-Asd (A2, identificacdes dos mituio - cor szul 70X ow cor lzmnis 10X) guando
adeguadaments reconstitwidss, desde gue spenss wna mistwa seje vhizsda num deferminado ensaio. Pare
obter informegdes detalhadas & favor consulisr 05 nossns senvigos tEcnicos.

= A solupdo de revelagio ftempéo substracto + cromogénio) deve ser de cor rosa. O aparecimento de qualguer
outre coloregSo nos minutos que =2 seguem A reconstituigio indica gue o reagente no pode sar wtilizado &
deve ser substituido.
Pare esta preparagio wtilizer, de preferéncia, recipiantes & material da distribuigiio em pléstico descartével ou
recipientes em vidro previemente lavados com acido clordrico 1M, enxaguados com &gua destilada e
devidemente impos. Consarvar esta solugio 2o abrigo da luz.
= Antes da utlizecio & necessano aguardar 10 minuios para que os reegentes estabilzem a temperstura ambiemts.

* Reconatiuir cuidedosamente os reagentes.
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= \erficar a exactidio e & precisio das pipetas, bem como o bom funcionemento dos eparelhcs wiilzados.

= MEo altersr o modo de procedimento.

= | gwvagem: & indispensével respeitar escrupulosaments o= procadimentos de lavagem, a fim de se obter o
meior rendimento do teste.

Conselhos de hygiene e seguranca

Os controlos positivo e cut-off foram inactivados por calor.

O material de origem humana utilizedo na preparegio do controlo negativo fol testado & comprovado como
negativo pera enticorpos anti HV-1 & HIV-2, antigénios HB= e anticorpos anti-HCW.

O materiel de origem humena utiizado na preperaglo do controlo positivo & do soro cut-off foi testedo &
comprovado como negativo para antigénios HBs e anticorpos anti-HVE.

Pelo facto de nenhum método poder garentir, de forma ebsoluia, a auséncia de virus HIV, Hepatites B ou Cou
outros agentes infeccicsos, esies reagentes, bem como as emosires dos doentes, dewem ser considerados
como potencialmente infeccicsos e, como tel, menipulados com &s preceugies habitusis.

Conzaderar o matenal directements em contacto com &s amosires & o8 reegentes, bem como &3 solupies de
levegam, como produios contaminados.

A esteriizagio em autoclave 8 121°C, duramte wm minimo de uma hora, constitui o melhor processo de
inectivagdo dos virus HWV e do vines da hepatite B.

MAD INTRODUZIA MA AUTOCLAVE SOLUGOES CONTENDO HIPOCLOAETD DE SODI0.

A ficha de dados de seguranga esta disponivel a pedido.

O tratamento de solugdes & de meterizis conteminados por meio de lixivie 3 concentragdo final de hipocloreto
de stdio a 5% durente 30 minutcs parmite igualments & inectivagio dos virus HIV 2 do virus de hepatite 8.
Evitar qualquer contacto do tampdo substracto, do cromogénio e da solugSo de paragem com a3 peke & as
mucosas [rsco de toxicidede, Fmitegio e queimadura).

Por outro lado, 2 manipulegio e & elimnagdo dos produtos guimicos deve ser efecfuada segundo as boas
prétices de laboretdno.

Para obter recomendegdes reletivas & perigos e preceuzdes relecionedas com alguns componentes guimicos
neste kit de teste, consulte as ilustragies indicadas nos rdtulcs e as informapbes fornecidas no final das
instruges de utilizegdo. A Ficha de Dados de Sagurence enconire-se disponivel em e bio-rad com.

RECONSTITUIGAO DOS REAGENTES

Ntz ; Anfes de uhiizar, eguandar até gue fodos o= reegenies efinjam 5 femperaiura ambients (T8 a 20°C)L
Reagente 1 (Ai): Microplaca

Cada suporie quadro que contém 12 tires esté acondicionado numa bolsa de aluminio seleda. Corte a bolse com
& ajuds de tesoures ou escalpelo dz 0.5 a1 cm ecima de soldadure. Abra a bolsa e refire o quadro. Cologue as
tiraz nfo-utiizadas de volta na bolsa. Feche cuidadosamente & bolsa & guarde-g de novo 2 +2-8 *C.
Reagente 2 (RZ): Solugio de lavagem concentrada (20X)

Diluir 20 wezes & solugdo em ague destiada. Obiém-se assim a solugio de lavagem pronta a wiilizar. Prever
&00 mil pare uma pleca de 12 fires.

Reagente 3 (R3] Controlo negativo

Soro humano negetwo para anticorpos anti HV-1 & anti HIV-2, pera enfigénic HBs & pera enficorpos enti-HEW,
contendo (,1% de azida de sddio.

Reagente 4 (R4 Controlo cut-off

Soro humano contendo uma reduzida quantidede de anticorpos anti-HIV negativos para antigénic HEe &
enficorpos  anti-HCV, inactivedo pelo calor, contendo 0,1% de azida de sadio.

Reagente 5 (R5k Controlo positivo

Soro humano positivo para anticorpos anti-HIV, negativo pera entigénio HBs 2 anticorpos anti-HCY, inactivedo
pelo cakor, contendo 0,1%: de eride de sodio.

Reagente & (AG): Diluente das amosiras

Solugio de soro de vitela {tampio TRIS adicionado de 0.1% de clorofdrmic, de ProClin™ 300 e de um ndicador
com cor, testemunho de depdsito das emostres).

Reagente Ta [RTa): Conjugado

Antigénics HW-1 e HIV-2 purificados, mencedos com perogidese.

Contém BSA & ProClin~ 300 (0,1%)

Eeter suavemsants o frasco sobre a benceda para destacar qualquer substancia gue posss ter aderido & rolhe de
bomecha. Aetirar & rolhe com cuidado & deiter o conteddo de um frasco de diluente conjugedo num frasco de
conjugado licfiizado. Violtar & tapar o fresco e demar repoussr durante 10 minutos, agitendo e inveriendo
pencdicamente, para feciliter a dissolugio.

Reagente Th (ATh): Diluente do conjugado

Soluclo de lefe desnatedo coredo (tampdo TRIS adicionado de 0,1% de clonofdrmio e ProClin™ 3000
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Reagente 8 (RBk: Tampao para substracto da peroxidase

Solugio pronte a ulilizar de écido citrico e acetato de sddio pH 4,0 contendo 0.015% de &gua oxigenada e 4%
de dimetilzufoxida [DMS0).

Reagente 8 (A9} Cromogénio

SolugBo comendo tetrametilbenzidina (TMB). Dilur 11 vezes a solugio no tampdo substracto (= @ 1 ml de
reagente RS +10 ml de reegente RE). Estabilidade & horas.

Reagente 10 (R10) : Solugéo de paragem

SolugBo de Ecido sulfirico 1M pronta a wlilizer

9 - MODO DE FUNCIONMAMENTO
Saguir estritemente o profocolo proposto.
Lkilizer os soros de controlo negative, posivg e o de cut-off em cada realizagio do teste, pera validar &
quelidade do testa.
Aphcar as boas prétices de laboratdno -

1.

Estebelecer cuidadosamente o plenc de distribuicio e de identificacio das emostres

2. Praperar a solugio de lavagem diluida,
3. Retirar o tabuleiro & as tiras (A1) da embelagem de proteccio
4. Depoaitar directamente, sem pré-lavegem da pleca, & em sucesslo :

25 pl de diluente em cada pogo

75 pl de soro de controlo negatio (R3) em At

75 pl de soro de controlo cut-off (A4) em B1, C1 e D1

75 pl de soro de controlo positivo (RS) em E1

75 pl da primedra emostre am F1,

75 pl da segunda amosira em G4, etc..
Em fung&o do sistema wtilizado & possivel modificer 8 posigio ou a ordemn de distribuigfio dos controlos.
Homogensizar 2 mestura num minimo de 3 aspragfies, com a pipeta de 75 pl ou egitando a micropleca apds
3 etapa de pipetagem.
E igualmente possivel depositar 100 pl de uma emostra previamente diluida a 34 (ex. 150 pl de soro + 50 pl
de diluentea).
NOTA - A distnbuicdo das amostras pode ser confrolads visualimente nesta fase de manipuiagio; com
sfaito, apois adicdo das amostras, o divents, iniciaimente de cor violsta, passas g azul. fver o capituio 12
para a venficagdo automdfica - VERIFICAGAQ ESPECTRO-FOTOMETRICA DO DEPOSITO DAS
AMOSTRAS E DO CONJUGAD).
Sampre gue possivel, cobrr com fita adesiva, pressionando bem sobre toda a superficie, para asssqurer o
totel iclamento.
Incubar a microplaca em banho-mana eguipado com termostato ou numa incubedora a seco de microplecas,
duramte 30 + 5 minutos a 371G,
Ratirar a fita adesiva Aspirer o conieldo de todos o= pogos para um contentor de residucs comtaminados
{contendo hipocloreto de sodic) e adicioner imedatamente em cads uma deles um minimoe de 370 pl de
solugdo de lavagem. Aespeitar um tempo de imers8o (tempo de e=spers) minima de 30 ssgundos. Aspirar de
nowo. Repstir a levegem pelo menos duas vezes (ouw sejg, um minimo de 3 lavagens, no totall O wolume
residual deve ser inferior 2 10 pl {se necessdro, secar 8 placa por invers&o, sobre uma folhe de papel
abecrventa). (ver 10 : Obssnagiss).
Sa sa utilizar um lavador automeético, respeitar o mesmo ciclo operatdnio (ver capitulo Distribuir repidamente
100 pl da solugio de conjugado em todos o= pogos. O conjugedo deve ser agitedo antes da ulilizagio.
NOTA : A distmbwico do conjugada, que & de coloapio verds, pode ser visualmente controleds nesta faze
da manipulagdo, fver capitwlo 12 pars & verificac8o automstics - VERIFICACAD ESPECTROFOTOMETRICA
DO DEPOSITO DAS AMOSTRAS E DO CONJLGADG)
Sampre que possivel, cober com nove fita adesiva e incubar 30 = & minutcs & temperatura ambients (18-30°C).

. Ritirar a fite edesive, esveziar todos 08 pogos por aspiagio e lever pelo menos S wezes, como girds descrito.

O volume residual deve ser inferior a 10 pl {se necessano, secar a& tires por nwversio sobre wma folha de papel
abeorventa)

. Diistribuir repidaments por todos o pogos 80 pl da solugdo de revelagio da ectividade enzimatica (RE + AY).

anteriormente preparede. Dexar que a reacpio se desenvolva no escuro durante 30 + 5 minutos a temperetura
ambiente (18 & 30%C). Nests incubaglo ndo utilzer pelicula adesiva

NOTA - A distmbwicSo de solugSo de revelagdo, de cor rose, pode sar controlads wisuaiments neste fase da
manipuiscdo: obsenva-ze ume diferenga de coloragso signifceiva entre WM POCO VEZID & WM pogo contendo 2
solugio de revelscdo ross fconsulfar o pardgrafo 12 paa a verificegdo atomstics, VERIFICACAD
ESPECTROFOTOMETRICA DO DEPOSITO DAS AMOSTRAS E DOS REAGENTES. —
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12, Adiciorar 100 pl da solugio de peragem [A10), adoptendo a mesme sequéncia & o mesmo ritmo de

distribuizio gue pera a solugio de revelecSo. Homogenseizer 8 mistura reaccional.
NOTA - A distibuigdo de =olucdo de parsgem, que & incolor, pode ser controfeds weuralments nesta fase de
manpuiegEo. A colormgde do substrecto, ross (pera 85 emostras negafivas) ow azul (pare 52 smosias posiivas)
desgparece d0s DOQOS, QU 855im 58 formam incolores (pare as smosiras negativas), ov emarslos (pars 5=
amos=tres positvas), apds edipdo da solupdo de paragem.

13. Secar cudedosaments & superficie inferior das plecas. Pelo menos 4 minutos apos a distribuigho da
solucho de paragem & nos 30 minutcs gque se seguem & peragem da reecgBo, proceder & lefure de
densidade dptica a 450/820-700 nm por meio de um lefior de placas.

14. Antes de se efeciusr 8 transcrigio dos resulisdos, assequrer 8 concordéncie entre & lefura 2 o plano de
distribuizo 2 de identificagio das placas e das amostras.

10 - OBSERVACOES

ATENGAO : EVITAR AS CONTAMINACOES DURANTE A MANIPULACAD EM CASO DE

CONTAMINACAQ (derramamentos, etc.)

= Oz dermamementos de subsidncies ndo dcidas devem ser completamente limpos por meio de uma solugio &
£4%6 (minimao) de hipocloreto de sodio (likivia).

= Oz derramamentos de substdncias acides devem ser limpos a seco. A 2one derramada deve, em saguida, ser
impa por meio de uma sclugio a 5% (minima) de hipocloreto de s6dio. O material utiizado para & impeze
davera ser deftado fora num contentor especialmente destinado a residucs contaminados e depois eliminedo
segundo &s regras edequades ao efeito (ver precaugies, § 7).

+ MUMNCA UTILIZAR A MESMA FIFETA PARA DISTRIBUIR O COMJUGADD E A SOLUGAD DE AEVELAGAD.

» RESPEITAR O MUMERDO DE CICLOS DE LAVAGEM PRESCRITOS.”

+ CONTROLAR A SOLUGAQ DE REVELACAC ENZIMATICA fampéo subsiracts cromogénic) ANTES DA
DISTRIBUIGAD.

Este deve ser incolor.
O aparacimento de uma coloregdio ezul nos minutos que s saguem & reconstiuigio indica que o reagente
ndo pode sar utlizado e deve ser substituido.

Com efeito, o tempdo substrecto, o cromogénio, 8 solugio da revelacio e a solupio de paragem podem ser
conteminados por ifies metalicos.

Por esta razfo, utilizar prefersncalments recipientes & matesial de distribuig8o em plastico descertdvel ou em
vidro previamente levedo com dcido clofdnco 1N, enxaguado em égua destilada e seco.

(") Pare informagdes maiz sspeciices acerca dos sparsfhos validedos € fevor consulfar oz nossos sanigos iSonicos.
11 - CALCULD E INTERPRETAGAD DOS RESULTADOS

A presance ou 8 Suséncia de anticorpos anti HV-1 efou HIV-2 & determinada por comparagio, pare cade
amosire, de absoredncia registada com a do velor de cut-off calculado.

1) Calcular a média das absorvancias para o soro de controlo de cut-off [DOR4)

=== _ DO(B1)+ DO (C1)+ DO 1]
3

2) Calculo do valor de cut-off
0 walor de cut-off serd determinado pela relagdo
DOR4
Co=

10

3) Valor do teste
O soro de controbo negetivo deve ser inferior 2 T0% do velor de cut-off
DOR3 < 0.7 CO
A madia dos soros de controlo de cut-off deve ser supenior 2 0,80 :
DOA4 =08
Fecultetivo: a relegio: DOASDORY deve ser superior ou igual & 1,3 (Esta norma opcionel & ephcdvel apenas
quendo a lnerendade do leitor utilizado & supenor 2 3,000).
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4) Interpretagao dos resultados
Az amostras cujas absorvancias ssjam inferiores ao valor de cut-off sBo consideredes negatives, segundo o teste
Genscresn™ HIV-1/2 Version 2.
Mo entanto, os resultados sitvados imedatemente abaixo do walor de cut-off (GO - 10% < DOCO) devem ser
interpretados com prudéncig, sendo aconsselhével testar de novo &5 emostres em duplicedo, quando os sistamas
utiizados & oo procedimentcs de laboratdno o parmitirem)
A= amostras cujgs absorvAncias Esjam igues ou superiores Bo valor de cut-off 880 consideradas nicialmente
positivas, segundo o teste Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. Devem ser controlades de nove em duplicado, antes
da interpretecio finel.
Sa_ apds a repeticio do teste, pera ume emastra, a absorvéncie dos dois duplicados for inferior eo velor de cut-off,
o resultado inical & ndo reproductivel 2 a emostra & declareda negetiva, segundo o teste Genscreen™ HIWV-1/2
Varzion 2.
A origem des reacgles ndo reprodutiveis est, frequentemente, relacionada com as seguintes causas -
# lavagem insuficiente das microplacas,
* conteminagio das emosires negetivas por um sor ou um plesma contendo um titulo elevado de enticompos,
* conteminagio pontuel da solugdo de revelaglo por egentes quimicos oxidentes (likvia, ides metalicos, etc.).
» conteminagio pontuel da solugfo de paragem.
8a, apds & repsficio do teste, B sbsondncia medida em um dos dois duplicedos for iguel ou supenor go valor
da cut-off, 0 resultado inicial & reprodutivel & 8 emostre & declerada posiiva, segundo o teste Ganscrean™ HIV-
142 Version 2 & tretada como indicado no § 13.

12 - VERIFICAGAD ESPECTROFOTOMETRICA DA DISTRIBUIGAD DAS AMOSTRAS E DO
CONJUGADO
Verificagao da distribuigdo das amostras
Apos a distibuigio sucessiva do diuente das emostres (A8) sequido das amostres, € possivel verificer &
presenga das emosires a tester nos pogos, atreveés de leitura espectrofotométnica a 620 nme a densidade dptica
de um pogo contendo uma emostre deverd ser supenior a 0,150 jume DO inferior indica uma distribuigio
defizients desta).
Verificagdo da presenga de conjugado nos pogos
Apods a etepe de distribuigio do conjugado (R7a + A7), & possivel werificar 8 sua pressnga nos pogos, por meso
de leture espectrofotométrica a G20 nm: a densidade dptica de um pogo contendo conjugado deverd ser
superior 8 0,100 juma DO inferior indica uma distribuigio deficiente do conjugado nesse pogo).
Verificagdo do deposito da solucdo de revelacao
E possivel verificer a presenga da solug®o de revelagio rose por keitura autométice a 480 am - wm pogo
contendo 2 solugdo de revelagio deve apresentar uma densidade optica supenor 2 0,100 [uma DO mais frace
indica uma distibuig&o incormecta de solugio de revelapio)
CObserve-s2 uma diferenga de coloragio significative entre um pogo vezio e um pogo contendo & solugio de
revelagio rosa.

13 - DESEMPENHOS

5 estudos de sensibilidede do teste Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 foram reelzados em emostras positivas de

doentes efingidos com SI0D& ou pré-SI0A (ARC), bem como em painés de sensibiideds constituidos por

Emostres documentedes provenientes de doentes recentemente infectados pelo virus HIV -

= 3 sensibiidade HIV 1 avaliade em 413 amostras de doentes com SIDA cu pre-SI04 (ARC), positivos HIV-1
grupo M e confirmedos por Westem Blot, bem como 31 amostras HV-1 grupo O e confirmadas por Wastern
Blot HIV 1, foi estimada em 1 00%.

= 3 sensibilidede grupo O, igualments testade em 4 amcetraz HWV-1 grupo O indeterminadas por Westem Blot,
foi conziderade satisfetdra com 3 amostras comprowvadas como posiivas.

= 3 sensibilidede HW-2 eveliada em 119 soros diluidos ou ndo diluidos & provenientes de doentes confimados
positivos por Westem-Blot foi calculada em 100%.

= A sansiblidede HIV-1 grupo M foi evelisda em 20 painés dz seroconversSo comercies (BEI, MABI, Bioclinicels
partner=], bem como no painel de senshilidade do INTS. Os resultados estBo conformes com os o3 velores
habitueis. No painel do INTS, as 45 emostras de sercconwversfes, bem como as 13 de per-ssroconversSo 580
postives.

A especificidede do teste nos dadores de sangue foi calculada em 99 98%:, nas 5025 amosiras tesiades.

3 reacgdes positivas foram cbservadas ne andlize de 2412 doentes apresentando patologas ou estados nio

relacionados com o virus da SIDA (mulherss grévides, factor reurnatdide, lg anbi-nuclesr ou outres infecples

viraisL
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A precisfo do teste Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 foi determineda por andlize de 4 amostres: 1 soro negativo
[amostra 1), 2 soros frecamente positivos em anticorpos enti-HIV 1 [amostras 2 e 3) 2 1 soro foriemente positivo
em anticorpos &nti HIV-1 (amostra 4). A cepacidede de repeticio (intre-enssic) da técnica foi avaliada por andlise
destas 4 amostras, gue forem iestedas 30 veres durante & mesme manipulagBo, enquanto que &
reprodutiblidade (inter-enzaio) foi avaliede por andlize destas mesmas 4 emostres gue foram testadas em
tripicadn, em 5 dias diferentes, & rezfo de 2 testes independantes por dia. Os resuftados estio agrupados nos
2 qguadros seguintes :

Quadre 1 : Capacidade de repetigio ([intra-ensaio]

n=230 amostras 1 | amosiras 2 | amostras 3 | amostras 4
midia de ratios* 012 334 9,05 19,6
desvio padrio 0,04 045 0,30 0,73
GV (%) ratios” 31.5% 13,6% 3,39 3.7%

* Récios = DOSCO

Quadro 2 : Reprodutibilidade (inter-ensaio)

n =30 amosiras 1 |amostras 2 | amostras 3 | amosiras 4
mdia de ratios* 012 343 827 19,35
desvio pedrio 0,02 0,41 0,89 1,93
CW (%) ratics” 18.3% 12,.1% 0 BE%: 10,054

* Récios = DOWCD

14 - LIMITAGOES DO TESTE
Concantragies muito reduzidas de enficonpos podam ndo ser detectedas numea infecglo recente; em consegquéncia,
um rezultados negetivo signiice que 2 amostra conroleda ndo contém anticorpos detectéveis pelo teste Genscraan™
HV-1/2 Version 2. Um tal resultedo negativo nBo exclui a possibilidade de uma infecgdo HV-1/HW-2.
A varabilideds dos wirus HIV-1 (grupo M. grupo ) e HV-2 n&o permite excluir a possibihdade de reacgbes
falzamente negativas. Menhum método conhecido pode oferecer 2 garentia de susSncia do virus HIV.
Oualquer técnica ELISA sRamente sensivel pode produrr reecgles felamente positivas. A fim de wenficar &
espaciicidade da reacio, todas a5 amosiras comprovedas como positvas 2 reprodutiveis (segundo os oritsncs de
interpretegio do teste Genscrean™ HV-1/2 Version 2) devern ser submetidas a umn teste de confimagdo (Westam-
Blct]
O aquecimento das amostras pode afecter a qualidede dos resultados.
0 método colonmétrico de werficagio do depdsiic das emosires efou dos conjugados efou de solugio de
revelazBo ndo permite venficar 8 exactidio dos wolumes distribuidos, mas epenas demonstrar 2 presence de
emostres afou de conjugados efou de solugdo de revelagio. A taxa de respostes emdneas obtidas com este
m&todo estd essociada & precisio do sistema utilizade (CV acumuledos de pipstegem e de leitura supeniorss &
10% podem degradar significativamente a qualidade desta verficagio).
Mo caso de wme |lavagem incomecte epds & etapa de incubaglo do conjugado, & verficagio euiomatica da
distribuicio de solugio de revelagio [por leiture 8 490 nm das densidades dpticas dos pogos) pode dar origem
E resultados esmdneos, com densidades opticas supenores & 0.100 na evsencia de soluglo de revelagBo. Mo
entanto, este fendmeno nio foi observedo durame as avalisgdes conduzidas nas 939 emostres testedes.
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Anexo 5: Protocolo Doseamento de 1gG

7. Anexos

HUMAN IgG

Immunoperaxidase Assay for Determination of 190G in Human Samples

DIRECTIONS FOR USE
Versiond 4.0-- 27

For Research Use Only, MOT for Diagnostic Purposes

Please Read this Package Insert Completely Before Using This Product

INTENDED USE

The total Human 195 test kit is a highly sensitive two-
site  enzyme linked immunocassay (ELISA) for
measuring lgG in Human Biclogical Samples.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

The principle of the double antibody sandwich ELISA
is represented in Figure 1. In this assay the IgG
present in  samples reacts with the anti-lgG
antibodies which have been adsorbed io the surface
of polystyrene microtitre wells.  After the removal of
unbound proteins by washing. anti-lgs antibodies
conjugated with horseradish perozidase (HRP), are
added. These enzyme-labeled antibodies form
complexes with the previously bound IgG. Following
another washing step, the enzyme bound to the
immunosorbent is assayed by the addition of a
chromogenic substrate, 3,355 -tetramethylbenzidine
(TMB). The guantity of bound enzyme varies directly
with the comcentration of 195G in the sample tested;
thus, the absorbance, at 450 nm, is 3 measure of the
concentration of 195 in the test sample. The quantity
of 135G in the test sample can be interpolated from the
standard curve constructed from the standards, and
cormected for sample dilution.

Antl-Ig Anthodies Bound To Salld Phase
Slandards and Samples Added
19" AntHgi -:ulrl'lp-ewes Farmed
Unbaund S—EII'I'IF-E Proieins Remaved
AN-gG-HRP Conjugate Adoad
ANt-IgG-HAP * IgG * AntHgE Complexss Fomed
Unbaund Mﬂ-lng-H“.:' Remaved
Chromogenis Substrate Added

Ditgming Bound ENZyme Actvity

Flgure 1.

REAGENTS {Quantttes sufelent for 9E determinations)

1. DILUENT CONCENTRATE [Running Buffer)
COne botile comtaining 50 ml of a 5X concentrated
diluent running buffer.

2. WASH S0OLUTION CONCENTRATE
One bottle containing 50 ml of a3 20X concentrated
wash soluticn.

3. ENZYME-ANTIBODY COMJUGATE 100X

One vial containing 150 uL of affinity purified anti-
Human IgG antibedy conjugated with horseradish

peroxidase in a stabilizing buffer.

4. CHROMOGEM-ZUBSTRATE SOLUTION

One  wvial containing 12 mL of 3.3.55-
tetramethybenzidine (TMB) and hydrogen peroxide in
citric acid buffer at pH 3.3.

§. S5TOP SOLUTION
One vial containing 12 ml 0.3 M sulfuric acid.

WARHNING: Awvoid contact with skin.

fi. ANTI-HUMAN 195 ELISA MICRO PLATE

Twelve removable eight [8) well micro well strips in
well holder frame.  Each well is coated with affinity
purified anti-Human lgi5.

7. HUMAN Ig5 CALIBRATOR
Oine vial containing Human 195 calibrator,

FCOR IH VITRO USE ONLY

REAGEMWT PREFPARATION

1. DILUENT CONCENTRATE

The Diluent Solution supplied is & 58X Concentrate
and rmust be diluted /5 with distilled or deionized
water (1 part buffer concentrate, 4 parts dH20).
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2. WASH SOLUTION COMCENTRATE

The Wash Solution supplied is 3 20X Concentrate
and must be diluted 1/20 with distiled or deionized
water (1 part buffer concentrate, 18 parts dH2O).
Crystal formation im the concentrate is not uncommaon
when storage temperatures are low. Warming of the
concentrate to 30-35°C before dilution can dissalee
orystals.

3. ENZYME-ANTIBCODY COMJUGATE

Calculate the required amount of working conjugate
solution for each microtitre plate test strip by adding
10 uL Enzyme-Antibedy Conjugate to 8950 pl of 1X
Diluent for each test strip to be used for testing. Mix
uniformly, but gently. Avoid foaming.

4. CHROMOGEN-SUBSTRATE SOLUTION
Ready to use as supplied.

§. STOP SOLUTION
Ready to use as supplied.

A. AMTI-HUMAM 1gG ELISA MICRO PLATE

Ready to use as supplied. Unseal Microtiter Powch
and remowve plate from pouch. Remove all strips and
wells that will not be used in the assay and place
back in pouch and re-seal along with desiceant.

7. HUMAM gz CALIBRATOR

The calibrater is now at a concentration of 7.35
mg/ml. Human IgG standards need to be prepared
immediately prior to use (see chart below). Mix well
between each step. Awvcid foaming. For samples
containing lower levels of g5, it is possible to extend
the utility of the lower detection limit of this assay by
making a 2-fiold dilution of standard # 1.

Yolume added | Volume
Standard | ng/ml to 1x Diluent of 1x

—| Diluent

A 73500 | SplHumanlg® | 485ul

Calibrator

1] 500 5 ul standard A 730 ul
5 250 300 ul standard 6 300 wl
4 125 300 ! standard 5 300 wl
3 gG2.5 300 ul standard 4 300 wl
2 31.25 | 300 pl standard 3 300 wl
1 15.8 300 wl standard 2 300 ul
(i) a 200 ul

STORAGE AND STABILITY

The expiration date for the package i= stated on the
box label.

7. Anexos

1. DILUENT

The 85X Diluent Concentrate is stable until the expira-
tion date. The 1X werking solution is stable for at
least one week from the date of preparation. Bath
solutions should be stored at 4-8°C.

2. WASH SOLUTICM
The 20X Wash Sclution Concentrate is stable until
the expiration date. The 1% working solution is stable
for at least one week from the date of preparation.
Both solutions cam be stored at room temperature
(16-25°C) or at 4-8°C.

3. EMZYME-ANTIBODY COMJUGATE

Undiluted horseradish peroxidase anti-lgG conjugate
chould be stored at 4-8°C and diluted immediately
prier to use. The working comjugate sclution is
stable for up to 1 hour when stored in the dark.

4. CHROMOGEN-SUBSTRATE SOLUTION
The Substrate Solution should be stored at 4-8°C and
is stable until the expiration date.

5. STOP SOLUTION

The Stop Solution should be stored at 4-8°C and is
stable until the expiration date.

6. ANTI-HUMAM 1gG ELISA MICRO PLATE
Anti-Human 195 coated wells are stable until the
expiration date, and should be stored at 4-8°C in
sealed foil pouch with desiccant pack.

7. HUMAN Ig5 CALIBRATOR

Long Term Storage: Upon receipt, aliquot the
galibrator and store them frozen. They will be stable
until expiration date. Short Term Storage:;  the
calibrator is stable for up to 14 days at 4*C. The
working standard solutions should be prepared
immediately prior to use and are stable for up 1o B
hours.

INDICATIONS OF INSTABILITY

If the test i= performing correctly, the resulis
obsersed with the standard soluticns should be within
20 % of the expected values.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Blood should be collected by wvenipuncture.  The
serum should be separated from the cells after clot
formation by centnfugation. For plasma samples,
blood should be collected into a container with an
anticeagulant and then centrifuged. Care should be
taken to minimize hemaolysis, excessive hemalysis
cam impact your results. Assay immediately or aliquot
and store samples at -20°C.  Avoid repeated freeze-
thaw cycles.
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1. Precautions

For any sample that might contain pathogens, care
must be taken to prevent contact with open wounds.

2. Additives and Presenvatives

Mo additives or preservatives are necessary o
maintain the integrity of the specimen. Avoid azide
contamination.

3. Known interfering substances

Azide and thimerosal at concentrations higher than
0.1% inhibits the enzyme reaction.

MATERIAL FROYIDED
See "REAGENTS"

MATERIALS REGUIRED
BUT NOT PROVIDED

+  Precision pipette (2 uL to 200 ul) for making and
dispensing dilufions

+  Testtubes

+  Microtitre washer/aspirator

+ [Distilled ar Ceicnized H,O

+  Microtitre Plate reader

+ Assored glassware for the preparation of
reagents and buffer solutions

+  Timer

ASSAY PROTOCOL
DILUTION OF SAMPLES

The assay for guantification of 195 in samples
requires that each test sample be diluted before use.
Far a single step determination a dilution of 1/80,000
is appropriate for most serum/plasma samples. For
absolute guantification, samples that yield results
cutside the range of the standard curve, a lesser or
greater dilution might be required. If unsure of
sample level, a serial dilution with one or two
representative samples before running the entire
plate is highly recommended.

1. To prepare a 1/80,000 dilution of sample, transfer
2 UL of sample to 1,888l of 1% diluent. This gives
you a 11,000 dilution. Mesxt, dilute the 171,000
samples by fransferring 5 pl, to 385 pl of 1X diluent.
You now have a 1/20,000 dilution of your sample. Mix
thoroughly at each stage.

FROCEDURE

1. Bring all reagents to room temperature before
use.

7.

2. Pipette 100 pL of

Standard 0 (0.0 ngiml} in duplicate
Standard 1 (158 ng'ml) in duplicate
Standard 2 (31.25 ng/ml} in duplicate
Standard 3 (82.5 ng'ml) in duplicate
Standard 4 (125 ng/ml} in duplicate
Standard 5 (250 ng/ml} in duplicate
Standard & (500 ng/ml} in duplicate

3. Pipetie 100 pL of sample (in duplicate) into pre
designated wells.

4. Incubate the micro titer plate at rocm temperature
far sizty (80 £ 2} minutes. Keep plate covered and
level during incubation.

5. Following incubation, aspirate the contenis of the
wells.

. Completely fill each well with appropriately diluted
Wash Selution and aspirate. Repeat three times, for
a total of four washes. If washing manually:
completely fill wells with wash buffer, invert the plate
then pour'shake out the contents in a3 waste
container. Fellow this by sharply striking the wells on
absorbent paper o remaove residual buffer. Repeat 3
times for a total of four washes.

7. Fipette 100 pL of appropriately diluted Enzyme-
Antibody Conjugate to each well. Incubate at room
temperature for twenty (20 £ 2) minutes. Keep plate
covered in the dark and level during incubation.

8. Wash and blot the wells as described in Steps 5/8.

8. Pipette 100 uL of TMB Substrate Scluion into
aach well

10. Incubate in the dark at room temperature for
precisely ten (10} minutes.

11. After ten minutes, add 100 pL of Step Solution to
each well.

12, Determine the absorbance (450 nm) of the
contents of each well. Calibrate the plate reader to
manufacturer's specifications.

STABILITY OF THE FINAL REACTION MIXTURE
The absorbance of the final reaction mixure can be
measured up to 2 howrs after the addition of the Stop

Solution. However, good laboratory practice dictates
that the measuremenit be made as soon as possible.
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RESULTS

1. Subtract the average background valus from the
test values for each sample.

2. Using the resulis observed for the standards
construct 3 Standard Curve, The appropriate curve
fit is that of a four-parameter logistics curve. A
second order polynomial (quadratic) or other curve
fits may also be used.

3. Interpolate test sample values from standard
curve, Correct for sera dilution factor to arrive at the
lgG concentration in original samples.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

1. Reliable and reproducible results will be obtained
when the assay procedure is carried out with a
complete understanding of the information contained
in the package insert instructions and with adherance
to good laboratory practice.

7. Anexos

2. Factors that might affect the performance of the
assay include proper instrurment function, cleanliness
of glassware, quality of distilled or deicnized water,
and accuracy of reagent and sample pipetings,
washing technique, incubation time or temperature.

3. Do not mix or substitute reagents with those from
other lots ar sources.

Manufactured by:

Immunalogy Consultants Labaratory, inc.
itz 3W 72" Avenue, #150 | Portland, OR 97229 | USA
Phone [5o) 242454 | Fax (5o9) 7472544

This document contalns Infammation that s propietary to Immunciogy Consuitarts Laboratory. The onginal reciplent of this document may
guplcate Mis documant In whoe or In part for Intemal business purposes only, provided that this endle nofice apoears In al coples. In
duplicating any part of this document, the raciplent agrees to make every raasanabie effort 10 prevent the unauthorized s and distrioution of

he proprietary Infarmation.
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Anexo 6: Registo de Resultados

7. Anexos

Detecg¢ao Anticorpos anti-HIV . .
Amostra EIA EIA Doseamenfo Anticorpos anti-
) . Imunoglobulinas HIV
Genscreen Vironostika
1 Negativo >3,5mg/L Negativo
2 Negativo >3,5mg/L Negativo
3 Negativo >3,5mg/L Negativo
4 Negativo >3,5mg/L Negativo
5 Negativo >3,5mg/L Negativo
6 Negativo >3,5mg/L Negativo
7 Positivo Positivo Positivo
8 Negativo >3,5mg/L Negativo
9 Negativo >3,5mg/L Negativo
10 Negativo >3,5mg/L Negativo
11 Positivo Positivo Positivo
12 Negativo >3,5mg/L Negativo
13 Positivo Positivo Positivo
14 Negativo >3,5mg/L Negativo
15 Positivo Positivo Positivo
16 Positivo Positivo Positivo
17 Negativo >3,5mg/L Negativo
18 Positivo Positivo Positivo
19 Negativo >3,5mg/L Negativo
20 Negativo >3,5mg/L Negativo
21 Negativo >3,5mg/L Negativo
22 Negativo >3,5mg/L Negativo
23 Positivo Positivo Positivo
24 Negativo >3,5mg/L Negativo
25 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
26 Negativo >3,5mg/L Negativo
27 Negativo >3,5mg/L Negativo
28 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
29 Negativo >3,5mg/L Negativo
30 Negativo >3,5mg/L Negativo
31 Negativo >3,5mg/L Negativo
32 Negativo >3,5mg/L Negativo
33 Negativo >3,5mg/L Negativo
34 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
35 Positivo Positivo Positivo
36 Negativo >3,5mg/L Negativo
37 Positivo Positivo Positivo
38 Negativo >3,5mg/L Negativo
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39 Negativo >3,5mg/L Negativo
40 Negativo >3,5mg/L Negativo
41 Negativo >3,5mg/L Negativo
42 Positivo Positivo Positivo
43 Negativo <3,5mg/L Excluido
44 Positivo Positivo Positivo
45 Negativo >3,5mg/L Negativo
46 Negativo >3,5mg/L Negativo
47 Negativo >3,5mg/L Negativo
48 Negativo >3,5mg/L Negativo
49 Positivo Positivo Positivo
50 Negativo >3,5mg/L Negativo
51 Negativo >3,5mg/L Negativo
52 Negativo >3,5mg/L Negativo
53 Positivo Positivo Positivo
54 Negativo >3,5mg/L Negativo
55 Negativo >3,5mg/L Negativo
56 Negativo >3,5mg/L Negativo
57 Negativo >3,5mg/L Negativo
58 Negativo >3,5mg/L Negativo
59 Negativo >3,5mg/L Negativo
60 Negativo >3,5mg/L Negativo
61 Positivo Positivo Positivo
62 Positivo Positivo Positivo
63 Negativo >3,5mg/L Negativo
64 Negativo >3,5mg/L Negativo
65 Negativo >3,5mg/L Negativo
66 Positivo Positivo Positivo
67 Positivo Positivo Positivo
68 Negativo >3,5mg/L Negativo
69 Negativo >3,5mg/L Negativo
70 Negativo >3,5mg/L Negativo
71 Negativo >3,5mg/L Negativo
72 Negativo >3,5mg/L Negativo
73 Negativo >3,5mg/L Negativo
74 Negativo >3,5mg/L Negativo
75 Negativo >3,5mg/L Negativo
76 Negativo >3,5mg/L Negativo
77 Negativo >3,5mg/L Negativo
78 Positivo Positivo Positivo
79 Negativo >3,5mg/L Negativo
80 Negativo <3,5mg/L Excluido
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81 Negativo >3,5mg/L Negativo
82 Positivo Positivo Positivo
83 Negativo >3,5mg/L Negativo
84 Negativo >3,5mg/L Negativo
85 Negativo >3,5mg/L Negativo
86 Negativo >3,5mg/L Negativo
87 Negativo >3,5mg/L Negativo
88 Negativo >3,5mg/L Negativo
89 Positivo Positivo Positivo
90 Negativo >3,5mg/L Negativo
91 Negativo >3,5mg/L Negativo
92 Negativo >3,5mg/L Negativo
93 Negativo >3,5mg/L Negativo
94 Negativo >3,5mg/L Negativo
95 Negativo >3,5mg/L Negativo
96 Negativo >3,5mg/L Negativo
97 Negativo >3,5mg/L Negativo
98 Negativo >3,5mg/L Negativo
99 Negativo >3,5mg/L Negativo
100 Negativo >3,5mg/L Negativo
101 Negativo >3,5mg/L Negativo
102 Negativo >3,5mg/L Negativo
103 Negativo >3,5mg/L Negativo
104 Negativo >3,5mg/L Negativo
105 Negativo >3,5mg/L Negativo
106 Positivo Positivo Positivo
107 Negativo >3,5mg/L Negativo
108 Negativo >3,5mg/L Negativo
109 Negativo >3,5mg/L Negativo
110 Positivo Positivo Positivo
111 Negativo <3,5mg/L Excluido
112 Negativo >3,5mg/L Negativo
113 Negativo >3,5mg/L Negativo
114 Negativo <3,5mg/L Excluido
115 Negativo >3,5mg/L Negativo
116 Negativo <3,5mg/L Excluido
117 Negativo <3,5mg/L Excluido
118 Negativo <3,5mg/L Excluido
119 Negativo <3,5mg/L Excluido
120 Positivo Positivo Positivo
121 Negativo >3,5mg/L Negativo
122 Negativo <3,5mg/L Excluido
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123 Negativo <3,5mg/L Excluido
124 Negativo >3,5mg/L Negativo
125 Positivo Positivo Positivo
126 Positivo Positivo Positivo
127 Negativo >3,5mg/L Negativo
128 Negativo >3,5mg/L Negativo
129 Negativo >3,5mg/L Negativo
130 Negativo >3,5mg/L Negativo
131 Negativo >3,5mg/L Negativo
132 Negativo <3,5mg/L Excluido
133 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
134 Negativo >3,5mg/L Negativo
135 Positivo Positivo Positivo
136 Positivo Positivo Positivo
137 Negativo >3,5mg/L Negativo
138 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
139 Negativo >3,5mg/L Negativo
140 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
141 Negativo >3,5mg/L Negativo
142 Negativo <3,5mg/L Excluido
143 Negativo <3,5mg/L Excluido
144 Negativo >3,5mg/L Negativo
145 Negativo >3,5mg/L Negativo
146 Negativo >3,5mg/L Negativo
147 Negativo <3,5mg/L Excluido
148 Negativo >3,5mg/L Negativo
149 Negativo >3,5mg/L Negativo
150 Negativo <3,5mg/L Excluido
151 Positivo Positivo Positivo
152 Negativo >3,5mg/L Negativo
153 Negativo >3,5mg/L Negativo
154 Negativo >3,5mg/L Negativo
155 Positivo Positivo Positivo
156 Positivo Positivo Positivo
157 Positivo Positivo Positivo
158 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
159 Positivo Positivo Positivo
160 Negativo >3,5mg/L Negativo
161 Negativo >3,5mg/L Negativo
162 Negativo >3,5mg/L Negativo
163 Negativo >3,5mg/L Negativo
164 Negativo >3,5mg/L Negativo
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165 Negativo >3,5mg/L Negativo
166 Negativo >3,5mg/L Negativo
167 Negativo >3,5mg/L Negativo
168 Negativo >3,5mg/L Negativo
169 Negativo >3,5mg/L Negativo
170 Negativo >3,5mg/L Negativo
171 Negativo >3,5mg/L Negativo
172 Negativo >3,5mg/L Negativo
173 Negativo >3,5mg/L Negativo
174 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
175 Negativo >3,5mg/L Negativo
176 Negativo >3,5mg/L Negativo
177 Negativo >3,5mg/L Negativo
178 Negativo >3,5mg/L Negativo
179 Negativo >3,5mg/L Negativo
180 Negativo >3,5mg/L Negativo
181 Negativo >3,5mg/L Negativo
182 Negativo >3,5mg/L Negativo
183 Negativo >3,5mg/L Negativo
184 Positivo Positivo Positivo
185 Negativo >3,5mg/L Negativo
186 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
187 Negativo >3,5mg/L Negativo
188 Negativo <3,5mg/L Excluido
189 Positivo Positivo Positivo
190 Negativo >3,5mg/L Negativo
191 NA* NA* NA* NA*

192 Negativo >3,5mg/L Negativo
193 Negativo <3,5mg/L Excluido
194 Negativo >3,5mg/L Negativo
195 Negativo <3,5mg/L Excluido
196 Positivo Positivo Positivo
197 Negativo <3,5mg/L Excluido
198 Negativo >3,5mg/L Negativo
199 Negativo >3,5mg/L Negativo
200 Negativo >3,5mg/L Negativo
201 Negativo <3,5mg/L Excluido
202 Negativo <3,5mg/L Excluido
203 Negativo <3,5mg/L Excluido
204 Negativo >3,5mg/L Negativo
205 Negativo >3,5mg/L Negativo
206 Negativo >3,5mg/L Negativo
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207 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
208 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
209 Negativo >3,5mg/L Negativo
210 Positivo Positivo Positivo
211 Negativo >3,5mg/L Negativo
212 Negativo >3,5mg/L Negativo
213 Positivo Positivo Positivo
214 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
215 Negativo <3,5mg/L Excluido
216 Negativo >3,5mg/L Negativo
217 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
218 Negativo >3,5mg/L Negativo
219 Negativo >3,5mg/L Negativo
220 Positivo Positivo Positivo
221 Negativo <3,5mg/L Excluido
222 Negativo <3,5mg/L Excluido
223 Negativo <3,5mg/L Excluido
224 Negativo >3,5mg/L Negativo
225 Negativo >3,5mg/L Negativo
226 Positivo Positivo Positivo
227 Positivo Positivo Positivo
228 Positivo Positivo Positivo
229 Negativo >3,5mg/L Negativo
230 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
231 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
232 Negativo <3,5mg/L Excluido
233 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
234 Negativo >3,5mg/L Negativo
235 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
236 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
237 Negativo >3,5mg/L Negativo
238 Negativo >3,5mg/L Negativo
239 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
240 Negativo <3,5mg/L Excluido
241 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
242 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
243 Negativo <3,5mg/L Excluido
244 Negativo <3,5mg/L Excluido
245 Negativo <3,5mg/L Excluido
246 Negativo >3,5mg/L Negativo
247 Positivo Negativo <3,5mg/L Excluido
248 Negativo >3,5mg/L Negativo
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249 Positivo Positivo Positivo
250 Negativo >3,5mg/L Negativo
251 Positivo Positivo Positivo
252 Negativo >3,5mg/L Negativo
253 Negativo >3,5mg/L Negativo
254 Negativo >3,5mg/L Negativo
255 Negativo >3,5mg/L Negativo
256 Negativo >3,5mg/L Negativo
257 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
258 Negativo >3,5mg/L Negativo
259 Negativo >3,5mg/L Negativo
260 Negativo >3,5mg/L Negativo
261 Positivo Positivo Positivo
262 Negativo >3,5mg/L Negativo
263 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
264 Negativo >3,5mg/L Negativo
265 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
266 Negativo >3,5mg/L Negativo
267 Negativo >3,5mg/L Negativo
268 Negativo >3,5mg/L Negativo
269 Negativo >3,5mg/L Negativo
270 Negativo >3,5mg/L Negativo
271 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
272 Positivo Positivo Positivo
273 Positivo Positivo Positivo
274 Negativo >3,5mg/L Negativo
275 Negativo >3,5mg/L Negativo
276 Negativo >3,5mg/L Negativo
277 Negativo >3,5mg/L Negativo
278 Negativo >3,5mg/L Negativo
279 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
280 Positivo Positivo Positivo
281 Negativo >3,5mg/L Negativo
282 Negativo >3,5mg/L Negativo
283 Negativo >3,5mg/L Negativo
284 Negativo >3,5mg/L Negativo
285 Negativo >3,5mg/L Negativo
286 Positivo Positivo Positivo
287 Negativo >3,5mg/L Negativo
288 Positivo Positivo Positivo
289 Negativo >3,5mg/L Negativo
290 Negativo >3,5mg/L Negativo
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291 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
292 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
293 Negativo >3,5mg/L Negativo
294 Negativo >3,5mg/L Negativo
295 Negativo >3,5mg/L Negativo
296 Positivo Positivo Positivo
297 Negativo >3,5mg/L Negativo
298 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
299 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
300 Positivo Positivo Positivo
301 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
302 Negativo >3,5mg/L Negativo
303 Negativo >3,5mg/L Negativo
304 Negativo >3,5mg/L Negativo
305 Positivo Positivo Positivo
306 Negativo >3,5mg/L Negativo
307 Negativo >3,5mg/L Negativo
308 Negativo >3,5mg/L Negativo
309 Positivo Positivo Positivo
310 Negativo >3,5mg/L Negativo
311 Negativo >3,5mg/L Negativo
312 Negativo >3,5mg/L Negativo
313 Negativo >3,5mg/L Negativo
314 Positivo Positivo Positivo
315 Negativo >3,5mg/L Negativo
316 Negativo >3,5mg/L Negativo
317 Negativo >3,5mg/L Negativo
318 Negativo >3,5mg/L Negativo
319 Negativo >3,5mg/L Negativo
320 Positivo Positivo Positivo
321 Positivo Positivo Positivo
322 Positivo Positivo Positivo
323 Negativo >3,5mg/L Negativo
324 Positivo Positivo Positivo
325 Negativo >3,5mg/L Negativo
326 Positivo Positivo Positivo
327 Negativo >3,5mg/L Negativo
328 Negativo >3,5mg/L Negativo
329 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
330 Negativo >3,5mg/L Negativo
331 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
332 Negativo >3,5mg/L Negativo
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333 Positivo Positivo Positivo
334 Positivo Positivo Positivo
335 Negativo >3,5mg/L Negativo
336 Negativo >3,5mg/L Negativo
337 Negativo >3,5mg/L Negativo
338 Negativo >3,5mg/L Negativo
339 Negativo >3,5mg/L Negativo
340 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
341 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
342 Negativo >3,5mg/L Negativo
343 Negativo >3,5mg/L Negativo
344 Positivo Positivo Positivo
345 Negativo >3,5mg/L Negativo
346 Positivo Positivo Positivo
347 Negativo >3,5mg/L Negativo
348 Negativo >3,5mg/L Negativo
349 Negativo >3,5mg/L Negativo
350 Negativo >3,5mg/L Negativo
351 Negativo >3,5mg/L Negativo
352 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
353 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
354 Negativo >3,5mg/L Negativo
355 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
356 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
357 Negativo >3,5mg/L Negativo
358 Negativo >3,5mg/L Negativo
359 Negativo >3,5mg/L Negativo
360 Negativo >3,5mg/L Negativo
361 Positivo Positivo Positivo
362 Negativo >3,5mg/L Negativo
363 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
364 Negativo >3,5mg/L Negativo
365 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
366 Negativo >3,5mg/L Negativo
367 Negativo >3,5mg/L Negativo
368 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
369 Negativo >3,5mg/L Negativo
370 Negativo >3,5mg/L Negativo
371 Negativo >3,5mg/L Negativo
372 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
373 Negativo >3,5mg/L Negativo
374 Negativo >3,5mg/L Negativo
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375 Positivo Positivo Positivo
376 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
377 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
378 Negativo >3,5mg/L Negativo
379 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
380 Negativo >3,5mg/L Negativo
381 Negativo >3,5mg/L Negativo
382 Positivo Positivo Positivo
383 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
384 Negativo >3,5mg/L Negativo
385 Negativo >3,5mg/L Negativo
386 Negativo >3,5mg/L Negativo
387 Negativo >3,5mg/L Negativo
388 Negativo >3,5mg/L Negativo
389 Negativo >3,5mg/L Negativo
390 Negativo >3,5mg/L Negativo
391 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
392 Positivo Positivo Positivo
393 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
394 Positivo Positivo Positivo
395 Negativo >3,5mg/L Negativo
396 Negativo >3,5mg/L Negativo
397 Positivo Positivo Positivo
398 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
399 Negativo >3,5mg/L Negativo
400 Negativo >3,5mg/L Negativo
401 Negativo >3,5mg/L Negativo
402 Negativo >3,5mg/L Negativo
403 Positivo Negativo >3,5mg/L Negativo
404 Negativo >3,5mg/L Negativo
405 Negativo >3,5mg/L Negativo
406 Negativo >3,5mg/L Negativo
407 Negativo >3,5mg/L Negativo
408 Negativo >3,5mg/L Negativo
409 Negativo >3,5mg/L Negativo
410 Negativo >3,5mg/L Negativo

*NA — Né&o aplicavel (o individuo respondeu ao inquérito, mas ndo quis realizar a colheita do fluido oral).
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Anexo 7: Curvas Padréo pelo Modelo de Regresséo Logistico de Quatro
Parametros

1. Ensaio Experimental 1
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Four Parameter Logistics - None / R-square=0.9973 RMSE=0.0551
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2. Ensaio Experimental 2
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3. Ensaio Experimental 3

Four Parameter Logistics - None / R-square=0.9950 RMSE=0.0651
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4. Ensaio Experimental 4

Four Parameter Logistics - None / R-square=0.9975 RMSE=0.0549
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Anexo 8: Sequéncias Nucleotidicas Editadas

Sequéncia correspondente ao clone 13D

CCAGCGATGAACTTTATCACTGTGACACTTGAGGGGAATGAAATCGTTGCCGATGGCTTGCGTTTGA
CAGTGCCAGAAGGAACGCTGAAAGTTCTGCGTGAGAAGGGTTATGACGGCAAGAAATTGATCTTCGG
TATTCGTCCAGAAGACATCAATACAGAACCTGCCTTCTTAGAGACCTTCCCAGATTCTGTGGTTCAT
GCGACCATCTCTGTCTCTGAGCTTTTGGGTTCTGAGTCTCACCTTTACTGCCAAGTTGGTGATAGCG
AGTTTATCGCACGGGTAGATGCTCGTGACTACTCAGAAACAGGTGCAGGTATTGACCTTGGTTTTGA
CCTGAACAAGGCGCATTTCTTTGATTTCGAAACAGAGAAAACAGTTTATTAAAATATGAGTTTAAAA
AAGATAGTCAGCAAGCCAAACGGAATACATTTGGTCTGCGGACTATCTTTTCTTTATTTTGCTTTTC
CGTTAAGAATGGTAGCAGCAATGGTCACTTGGGTGAGGTCAGTCCAGTCGATCTGGTCTTGCTCGAC
ATGAAAGAGCAGCGGTGTCATTGCTAAAAGAGCTGTTCGGCTTTCGGCAGTCAAGGACTGGCTGGAC
TCGACAGTAATCTCGGAGATTACATCGAAGTGCTCCTGGAATGACGGGATGA

Sequéncia correspondente ao clone 13F

CCCAGCGATGAACTTTATCACTGTGACACTTGAGGGGAATGAAATCGTTGCCGATGGCTTGCGTTTG
ACAGTGCCAGAAGGAACGCTGAAAGTTCTGCGTGAGAAGGGTTATGACGGCAAGAAATTGATCTTCG
GTATTCGTCCAGAAGACATCAATACAGAACCTGCCTTCTTAGAGACCTTCCCAGATTCTGTGGTTCA
TGCGACCATCTCTGTCTCTGAGCTTTTGGGTTCTGAGTCTCACCTTTACTGCCAAGTTGGTGATAGC
GAGTTTATCGCACGGGTAGATGCTCGCGACTACTCAGAAACAGGTGCAGGTATTGACCTTGGTTTTG
ACCTGAACAAGGCGCATTTCTTTGATTTCGACACAGAGAAAACAGTTTATTAAAATATGAGTTTAAA
AAAGATAGTCAGCAAGCCAAACGGAATACATTTGGTCTGCGGACTATCTTTTCTTTATTTTGCTTTT
CCGTTAAGAATGGTAGCAGCAATGGTCACTTGGGTGAGGTCAGTCCAGTCGATCTGGTCTTGCTCGA
CATGAAAGAGCAGCGGTGTCATTGCTAAAAGAGCTGTTCGGCTTTCGGCAGTCAAGGACTGGCTGGA
CTCGACAGTAATCTCGGAGATTACATCGAAGTGCTCCTGGAAATGACGGGATGA

Sequéncia correspondente ao clone 44G

CCAGCCACCAACCAAAGCCAGTCGAGAGGGTCGGTACTCTTTTGTTCTTTTCGGTTTCTTATGCCTT
CTCTCATTTTGCTAAAGAATGAGATGAAAAATCCCAAAGGCATTAGTACACCCCAGCCTATCCAAGA
GTATTTCGGATAATAATCTGTGGCGAGCATCACAAATTGTACAATCCCCGAAAGGACGATCAGTACA
CTCCAAAAGATAAGAAAGAAGCCGTTTTCTTCATACTTTTGTTTTCTTTGACGGATGATATCTTGAA
TAATCTTCAAGCTATCGACAGGTTGTAGTTCCATGATGATATAGATTAAAAGATTTTAAATACGCTG
CAAAGATAAATAAGTTTATTTTATAAACCAAATATTTTTTAAAATATTTTTCATAGGTATTTAAARAA
AAAGTTATAATAAATTGATATTCACATATTTATATAAAAATGTTGTAAAGAAGATTTTCGGAAACGA
GAAAAGGCTATCCAAAGAACTTTTCGGACAGCCTCTTTTGTTATATAAGTTCTTGATTTTTATGATT
GTAGTATCTTCGCTATGAATAGGGGTTCTGCCAACTAACCATTAATCTTACTTCCATCGTATTTGTT
AGCTTTCACACAGGATAGGTCAAAGTTCTGAAAGCTCTTCATATAGTTGGCAATGGTTGTGCCATTG
GCATCGGCTAATACATTTTTGC

Sequéncia correspondente ao clone 44H

ATTGCCTGAATGGGCAGATCTTGAAGTCGATGAAGAAATCATTGACGATGCAAAACCTGAATTTGTA
AAAAAGGTGGCTGATCCGATTAATAATCTGAAAGGTGAAGAATTGCCAGTTTCTGCATTTTTAGGAC
GTGAAGACGGAACATTTGGGCATGGAACGGCAAATTATGAAAAAAGGGGAATAGCAGATGAAGTGCC
AGAATGGCAGCCTGATATGTGTATTCAGTGTAACCAATGTGCTTATGTGTGTCCACACGCTGTAATT
CGTCCTTTCCTGATTGATGAGGAAGAAATGGCAAAAGCT
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Sequéncia correspondente ao clone 44J

CCAGCGGAGTCCCAATTCTTGACGGTCAGCAAAGAGTACAGCACGTTGTACATCGCCGATAAAGGCT
TTAGCTTCACCAGCTACACCAAGCATTGTATCAGCAACTACGAATACTGGATGACCAAGGAAGGCTT
TGCCTGATGCAGAAACAATAGAGTCCTGGAGCAAGTAGCGACCATTCTTGTCTTTCAAAGTGTCCAA
TTTTTGGTAAAAGCTTTGAGAGACTACGAATGACACGTTGTAAGCTGGATCGAGGTCAACATTCAAA
ATAGCCTTGATTGCATCCAAGTCTGCTGCTTGTTTTTCTTCAAAGGTTTTCAAAATAGTACCGATCA
CATCATTTGTAGTGTTAACCTTAATTTGATTAGCTGCTTCAGCAACAATTGCAAGCAAGTCAACATC
AGCATCGTCAATCGCTTCTTGCGAAAGCGGGATAGCTCCACGGTAAGTCTTAACTTTCCAAGCAACG
TCTGTGAATTCTGGTTTAGCAAGAGCTGGATTCTTTTCCAGTTCTTCTACGCTTGCCATTTTAGACG
TAGCGTGTTTAAGAATCGGATATGGCCCTTCAC

Sequéncia correspondente ao clone 44N

AGGAGAGCTAGAGGACAAGCTATGGGAATTACTCTAGAAAATGTGAGCTTTACCTATCAAGAGGGGA
CTCCCCTATCTTCATCAGCTCTGACTGATGTTTCCTTGACGATTGAGGACGGCTCCTATACAGCTTT
GATAGGACATACAGGTAGTGGAAAATCGACGATTTTACAGCTTTTAAATGGCCTATTGGTTCCAAGT
AAGGGTTCTGTTCGAGTTTTCGATACTGTCATTACTCCTACATCAACCAATAAAGAAATTCGCCAGA
TTCGAAAGCAAGTCGGTCTAGTGTTTCAATTTGCTGAAAATCAGATTTTCGAAGAGACTGTTTTGAA
AGACGTTGCGTTTGGACCACAAAATTTTGGAGTTTCTGAGGAGGAAGCCAAGAAAATTGCGCGTGAA
GAGTTAGCCTTGGTGGGCATTGATGAGTCACTCTTTGAGAGGAGTCCATTTGAACTTTCGGGTGGTC
AGATGAGACGTGTGGCTATAGCAGGGATGCTAGCGATGGAGCCTACTGTCTTGG
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