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Resumo

Objetivo: Buscar a correlagao entre os métodos sorolégico e molecular para detecgéo do
HIV na triagem de doadores de sangue na Fundagdo HEMOPA. Métodos: Realizou-se a
busca das amostras reagentes para HIV, referente aos anos de 2015 a 2019 no Sistema de
Banco de Sangue da Fundagédo HEMOPA. Para analise estatistica, utilizou-se o programa
SPSS para a comparagao das medianas dos valores de S/CO com NAT detectavel e inde-
tectavel. O teste de X2 foi utilizado para apontar a correlagao dos valores de S/CO com a
presenga do RNA viral. Resultados: Obtiveram-se para o estudo 910 amostras reagentes,
na qual 75,60% (688/910) positivas (S/CO >1,2) e 24,40% (222/910) inconclusivas (S/CO
0,8-1,2). A mediana de S/CO das amostras detectaveis foi de 503,93 e das indetectaveis
foi de 1,22 no NAT. Conclusdo: Estabelecemos que na triagem sorolégica-molecular ha
uma correlagéo estatisticamente significante, na qual a presenga de anticorpos e/ou
antigenos no teste ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo orienta a predigao de viremia no NAT.
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INTRODUGAO

Desde a década de 1980, o Human Immunodeficiency
Virus/Virus da imunodeficiéncia humana (HIV/VIH) é alvo de
estudos na populagdo mundial por ser o agente etiolégico
causador da Acquired Immunodeficiency Syndrome/Sin-
drome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS/SIDA),
correspondendo a um grande impacto na saude publica.(”

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lenti-
virus, € é classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2. O virus
é constituido por duas fitas de RNA de cadeia simples, é
um virus envelopado e apresenta como glicoproteinas de
superficie gp160, gp120 e gp41. Em relagédo ao seu capsideo
viral, contém as proteinas p6, p9, p17 e p24 assim como
as enzimas integrase e protease que originam as proteinas
p31 e p10, respectivamente. E fundamental o conhecimento
dessas proteinas virais, pois elas contribuem para a detec¢ao
de anticorpos nos testes sorolégicos.?®

O Ministério da Saude estabelece diferentes sequen-
ciais de procedimentos para o uso das metodologias de

diagnostico para HIV, podendo ser testes para detecgédo de
antigeno e/ou anticorpo, tendo como objetivo atender as
diversas situagoes clinicas, a fim de uma conclusao segura
no diagndstico. Em relagao a transfusdo em bancos de
sangue, as metodologias empregadas para triagem do
HIV estdo em constante avango, uma vez que se preza
sempre pela seguranga transfusional. Além disso, € evi-
denciada a triagem clinica nos bancos de sangue, além
da triagem laboratorial, na qual é estabelecido, por meio
da Portaria de consolidagdo n° 5, que os testes utilizados
na triagem obtenham 100% de sensibilidade e maior que
99% de especificidade.®

A triagem para o HIV no Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Para (Fundacdo HEMOPA) é realizada
através da triagem soroldgica-molecular, onde a triagem
soroldgica decorre de um imunoensaio de 4% geragao
(quimioluminescéncia) que diminui a janela diagnostica
(tempo que decorre entre a infeccao e a detecgao de
marcadores virais), sendo esta influenciada pela alta
sensibilidade do teste.G4 Diferentemente da triagem
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molecular, que é realizada com o auxilio do Nucleic Acid
Test (NAT), o qual detecta diretamente o acido nucleico
viral na revelagao da detecgéo precoce de novos doadores
ou doadores em soroconversio.®?

Na Fundagdo HEMOPA, utiliza-se o ensaio Abbott
Architect HIV Ag/Ab, no qual € empregada a metodologia
de quimioluminescéncia, sendo esta uma metodologia de
diagnéstico de alta sensibilidade. Dessa forma, séo detec-
tados qualitativamente e simultaneamente os anticorpos
anti-HIV-1/2 assim como o antigeno HIV p24 em amostras
de soro ou plasma.® A quantidade de antigenos e anticorpos
presentes na amostra sera determinada através de unidades
relativas de luz (RLUs), sendo diretamente proporcionais.
O resultado do teste soroldgico é expresso a partir do sinal
quimioluminescente como valores de uma relagéo sinal/
ponto de corte (S/CO), estabelecido a partir da calibragao
do ensaio ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo.®

Diante dos valores da relagéo S/CO é possivel inter-
pretar as amostras como reagentes e néo reagentes.
Quando uma amostra estiver com os valores da relagao
S/CO acima de 1,2 considera-se a amostra positiva. As
amostras que obtiverem valores relagdo S/CO entre 0,8 até
1,2, sdo consideradas inconclusivas. Entretanto, segundo
as informacgdes do fabricante, pode-se considerar amos-
tras reagentes que tenham sido positivas e inconclusivas.
Quanto as amostras ndo reagentes, os valores da relagéo
S/CO deve estar abaixo de 0,8.™

O teste molecular NAT foi introduzido na Fundacéao
HEMOPA a partir de 2012, porém somente no ano de
2013 tornou-se obrigatdrio para testagem nos bancos de
sangue, através da Portaria n°® 2.712 de 2013.® O teste
NAT HIV/HCV/HBYV Bio-Manguinhos constitui uma meto-
dologia multiplex de alta sensibilidade e especificidade
baseada na deteccédo de acidos nucleicos do agente
infeccioso através da plataforma de PCR em tempo real,
na qual detecta a infec¢ao, diminuindo o tempo de janela
diagnéstica de 30 dias para 10 a 12 dias (NAT-HIV) a partir
doinicio da infecgao, apresentando um papel essencial na
identificagcao da viremia, principalmente quando encontrada
em niveis baixos, resultando assim em um aumento da
seguranca transfusional.® Embora seja um teste baseado
na reagao em cadeia da polimerase (PCR), os resultados
sdo expressos apenas qualitativamente como detectavel
e indetectavel .51

Em alguns casos, € possivel observar resultados
discrepantes, onde as amostras das bolsas de sangue
que resultaram na triagem sorolégica como reagente ou
inconclusiva, no NAT podem resultar como indetectavel
para HIV. Para esse fim, recomenda- se que a amostra
seja encaminhada para realizagéo do teste confirmatorio.
Apesar disso, mesmo que o resultado do teste confirmatorio
seja negativo, a bolsa de sangue que originou a amostra é
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descartada, pois apresentou um resultado alterado. Além
disso, o provavel doador se tornara inapto temporariamente,
e podera ser convocado para repeticéo do teste em uma
nova amostra, a fim da mudanca desta circunstancia.®

Os testes soroldgicos e moleculares que sao utilizados
em bancos de sangue tém uma grande importancia para a
sociedade, pois objetivam a identificagdo de forma precoce
de individuos infectados, aumentando a seguranga trans-
fusional. Dessa forma, é possivel observar que a utilizagdo
em conjunto desses testes na triagem contribui de forma
significativa na identificagéo da infecgdo em um tempo mais
curto.( Vale ressaltar que ao seguir a legislagao que rege
a seguranga transfusional cabe aos bancos de sangue se
responsabilizar pelo esclarecimento do resultado alterado,
assim como levar a possibilidade de confirmagao do mesmo
com o intuito de garantir uma informagéo segura e auxiliar
no acompanhamento de doadores inaptos.®

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo
buscar a correlagado entre os métodos soroldgico e molecular
para detecgao do HIV na triagem de doadores de sangue na
Fundagdo HEMOPA, de forma que seja possivel associar
os valores da relagdo S/CO e a presencga de RNA viral na
deteccao do HIV.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo, quantitativo e
descritivo na Fundagao Centro de Hemoterapia e Hemato-
logia do Para (HEMOPA), no laboratério de Biologia Celular
e Molecular (GEBIM). Foi realizada a busca de dados no
Sistema de Banco de Sangue (SBS Web e Progress) da
Fundagao HEMOPA, referente aos anos de 2015, 2016,
2017, 2018 e 2019.

Os sistemas informatizados do banco de sangue foram
utilizados para o desenvolvimento da busca de resultados
das amostras reagentes (inconclusivas e positivas) no teste
sorolégico (Quimioluminescéncia-ARCHITECT HIV Ag/Ab
Combo), em seguida ocorreu a busca do resultado do teste
molecular (NAT HIV Bio-Manguinhos) para cada amostra.

Adotou-se como critérios de inclusao: resultados de
amostras provenientes de candidatos a doagbes de san-
gue; amostras reagentes na triagem sorolédgica durante o
periodo de 2015 a 2019, na qual se apresentaram como
inconclusivas (S/CO 0,8-1,2) e positivas (S/CO >1,2). E
como critérios de exclusao: amostras que se apresentaram
como nao reagentes; amostras procedentes de pacientes;
amostras sem resultado de S/CO; amostras sem resultado
do NAT; e duplicatas de amostras.

Para analise estatistica de dados, os resultados das
amostras foram digitalizados para uma planilha no banco
de dados no programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), versao 20, no qual foram organizados
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e contabilizados. Em seguida, foi realizada a estatistica
descritiva, determinando as frequéncias absolutas e
percentuais das variaveis qualitativas (resultados sorolo-
gicos — positivos, inconclusivos ou negativos, moleculares
detectaveis ou indetectaveis).

Para a analise da correlagéo dos valores da relagao
S/CO com a presenga de RNA viral realizou-se o teste
de Qui-quadrado (X?) com intervalo de confianga de 95%
(p-valor menor ou igual a 0,05). Em relagéo as variaveis
quantitativas (valores da relagdo S/CO) foram calculados
os valores de média, desvio padrao e valores minimos e
maximos, de acordo com as caracteristicas das variaveis em
estudo. Realizou-se também o calculo do ponto de corte do
teste Quimioluminescéncia-ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo,
assim como as informacgdes de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN)
e acuracia foram obtidas por meio da analise grafica gerada
pela curva Receiver Operating Characteristic (ROC).

ETICA

O referente estudo foi submetido a Plataforma Brasil,
base nacional e unificada de registros de pesquisas envol-
vendo seres humanos e a todo o sistema Comité de Etica e
Pesquisa/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CEP/
CONEP), consistindo na aprovagao pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade Metropolitana da Amazonia — CEP/
FAMAZ, sob o CAAE 26167219.70000.5701, com o Parecer
n®3.922.771 (anexo 1). Logo, foi autorizada a dispensa de
aplicagao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) devido serem analisados somente os resultados
referentes as amostras de doadores de sangue, adquiri-
dos por meio de relatérios gerais. Em momento algum as
identificagdes e/ou informagdes confidenciais foi revelada.

RESULTADOS

Foram coletadas no Banco de Sangue da Fundagao
HEMOPA, durante o periodo de 2015 a 2019, 482.176

bolsas de sangue, que deram origem a amostras a serem
triadas; 0,20% dessas amostras foram reagentes para HIV
pelo método de Quimioluminescéncia (ARCHITECH HIV
Ag/Ab Combo).

Ao aplicar os critérios de exclusédo, sucederam para
este estudo 910 amostras. Dessas 910 amostras reagentes
obtidas, 75,60% (688/910) obtiveram resultado positivo (S/
CO>1,2)e 24,40% (222/910) inconclusivo (S/CO 0,8-1,2).
Com a investigagdo dos resultados do NAT HIV de cada
amostra, observou-se que 100% (222/222) das amostras
inconclusivas no teste soroldgico resultaram como NAT
HIV indetectavel. Quanto as amostras positivas, 66,38%
(456/688) procederam como NAT HIV detectavel e 33,62%
(232/688) dessas resultaram como NAT HIV indetectavel.
Assim, na visao geral do estudo, pode-se observar que
50,10% (456/910) das amostras reagentes foram NAT HIV
detectavel e 49,90% (454/910) NAT HIV indetectavel.

Dessa forma, ao realizar a estatistica descritiva dos
valores de S/CO das amostras detectaveis e indetec-
taveis no NAT, observou-se que o valor da mediana S/
CO das amostras NAT detectavel foi 503,93 (min - max,
1,64 — 9752,00). O valor da mediana S/CO das amostras
indetectaveis foi de 1,22 (min - max, 0,80 — 820,42). Foi
analisada a diferenga entre a mediana S/CO entre NAT
detectavel e NAT indetectavel. Os valores encontrados
foram significativamente mais elevados entre os detec-
taveis (503,93 vs. 1,22; U de Mann-Whitney = 2908,000;
p = 0,000).

Para demonstrar o perfil sorolégico associado ao
resultado do teste molecular, os valores da relagao S/CO
acima de 1,2 foram distribuidos em faixas, exibindo apenas
valores de S/CO das amostras positivas, visto que ja foi
evidenciado o resultado do teste molecular das amostras
inconclusivas. Os valores da relagdo S/CO das amostras
positivas oscilou de 1,2 a 9752,000. A vista disso, a melhor
distribuicdo dos valores de S/CO das amostras foi em 4
faixas (agrupamentos). A Tabela 1 demonstra a taxa de
amostras detectaveis e indetectaveis no NAT de acordo
com os agrupamentos dos valores da relagao de S/CO.

Tabela 1- Taxa de detecgdo de NAT HIV detectaveis e indetectaveis de acordo com os agrupamentos de valores de S/CO ARCHITECH HIV Ag/Ab

ARCHITECH HIV Ag/Ab NAT HIV NAT HIV
S/Co N° Detectavel % (N°) Indetectavel % (N°)
>1,2e<10 205 3% (6) 97% (199)
>10e <60 55 64% (35) 36% (20)
>60e<110 18 89% (16) 1% (2)
>110 410 97,3 % (399) 2,7% (11)
Total 688 66,38% (456) 33,62% (232)

260

RBAC. 2021;53(3):258-263



Triagem do HIV em Banco de Sangue

A Curva Receiver Operating Characteristic (ROC)
foi utilizada para determinar o melhor ponto de corte dos
valores de S/CO das 910 amostras provenientes do ensaio
ARCHITECH HIV Ag/Ab. Os resultados apresentaram uma
curva estatisticamente significativa (AUC [Area sob a curva]
=0,986, EP [Erro padrao] = 0,004, p = 0,000; 95% ClI [Inter-
valo de confianga] = 0,978 — 0,994), demonstrando que a
escolha aleatéria de valores de S/CO, 98,6% das amostras
NAT HIV detectavel apresentarao valores de S/CO maiores
que os valores de amostras NAT HIV indetectaveis (Figura 1).

Foram consideradas como verdadeiro positivo e ver-
dadeiro negativo as amostras que resultaram como NAT
detectavel e indetectavel, respectivamente. O ponto de
corte que maximizou a sensibilidade e a especificidade foi
de 15,020, com sensibilidade de 97,6% e especificidade
de 95,9%. O valor preditivo positivo (VPP) foi 95,89% e o
valor preditivo negativo (VPN) foi 97,55%. A acuracia do
teste foi de 96,80%. O ponto de corte apresentou maior
capacidade de classificar quem tinha presenga de viremia
RNA HIV (97,6% dos casos) quando comparado a quem
nao tinha viremia RNA HIV (95,9% dos casos).

Comisso, se estabeleceu a correlagao entre os valores
de S/CO das amostras com seus respectivos resultados
do NAT (Tabela 2), onde se demonstrou uma correlagéo
estatisticamente significante entre os valores de S/CO e a
presenca de RNA viral na detecgdo do HIV no teste NAT.

DISCUSSAO

Os métodos de triagem sorolégica (Quimioluminescén-
cia — ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo) e molecular (NAT)
realizados simultaneamente na Fundagcdo HEMOPA para a
detecgéo do virus HIV sdo imprescindiveis para garantiruma
boa seguranca transfusional e a diminuigéo de resultados
inconclusivos, evitando assim a transmissao de particulas
virais através da transfusdo sanguinea.(>'® Embora haja
muitos estudos que demonstrem a associagao do NAT a um
teste de quarta geragéo (Quimioluminescéncia e Elisa),® 1419
ainda sao raros os que apresentam uma correlagao notéria
e bem estabelecida."

Para Jacociunas et al.,('? a qualidade do sangue
oferecido pelos bancos de sangue depende da correlagéo
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Figura 1. Curva (ROC) para os valores de S/CO das amostras
reagentes na Quimioluminescéncia— ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo

Tabela 2 - Correlagao entre os valores S/CO de acordo com ponto de corte, e seus respectivos resultados do NAT.

ARCHITECH HIV Ag/Ab

Ponto de corte N° NAT Detectavel % (N°) NAT Indetectavel % (N°)

S/CO > 15,020 463 95,90% (444) 4,10% (19)

S/CO < 15,020 447 2,46% (11) 97,54% (436)
Total 910 455 (50%) 456 (50%)

Teste X2 (p-valor < 0,005
p
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na interpretacéo entre os resultados de testes soroldgicos
(Quimioluminescéncia) e do NAT (NAT HIV-Bio-Manguinhos).
Um estudo realizado na india expds uma correlagdo bastante
significante entre o método de sorologia (ARCHITECT HIV
Ag/Ab Combo) e os resultados da metodologia NAT (eSAS
Procleix Ultrio Assay) na triagem do HIV em relagéo ao virus
da Hepatite B e da Hepatite C nos anos de 2010 a 2012.(1®

No presente estudo, com quantitativo de 910 amostras
reagentes (positivas e inconclusivas), foi possivel notar
que em 2015 o percentual de amostras foi maior (26,38%)
no Progress em decorréncia de ndo haver existéncia do
sistema SBS Web que foi implantado a partir de julho de
2016, o que vem a justificar o percentual de amostras no
mesmo sistema se apresentar alto.

Com o resultado de 910 amostras reagentes,
observou-se que 222 amostras foram inconclusivas (0,8 —
1,2 S/CO), na qual 100% resultaram em NAT indetectavel,
corroborando com os achados de Alonso et al.,'"” onde
apresentou em sua pesquisa o total de 69.471 amostras
testadas pelo ensaio ARCHITECT Ab/Ag Combo, sendo que
apenas sete resultaram como inconclusivas, constatando
que 100% das amostras inconclusivas obtiveram resultado
negativo em dois testes confirmatérios: pelo NAT (kPCR
Versant HIV-1 Plataforma de RNA) e pelo RIBA - Recom-
binant Immunoblot Assay/ Ensaio de Imunotransferéncia
Recombinante (Geenius HIV 1/2 Teste de confirmagao
[Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francel).

As amostras positivas com NAT detectavel (456) do
presente estudo tiveram valor de S/CO acima de 1,2 pelo
ARCHITECT Ab/Ag Combo, semelhantemente ao de Roy
et al.'® e Chacén e Mateos!"* que consideraram amostras
positivas com valor de S/CO acima de 1. No segundo estudo
(RIBA), Chacén e Mateos!'¥ demonstraram que 96,6% de
suas amostras (229) eram NAT detectavel (kPCR).

Quanto a andlise descritiva realizada, observou-se
que o estudo de Alonso et al.,("” demonstrou que a medi-
ana das amostras positivas de S/CO foi 660,74 variando
de 2,91 e 1392,12 (599 amostras), e a mediana obtida por
uma pesquisa executada por Roy et al.'® em Nova Deli foi
de 405,28 variando entre 22,67 e 1639,12 (147 amostras).
Em comparacgao ao presente estudo a mediana encontrada
(503,93) se encaixa na variagao de medianas identificadas
por Roy et al."” e Alonso et al.,("® respectivamente, ou seja,
possibilitando demonstrar a aproximacado das medianas
descritas na literatura.

De acordo com a organizag&o das amostras aos agru-
pamentos estabelecidos por meio dos valores de S/CO para
a determinagao do perfil sorolégico, pode-se constatar que
quanto maior o valor de S/CO, maior a possibilidade de as
amostras resultarem como NAT detectavel.

Entretanto, vale ressaltar que mesmo o alto percentual
de detectaveis na ultima faixa (S/CO >110) nao exclui a
possibilidade de haver amostras indetectaveis (2,7%). Da
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mesma forma em que ocorre nas primeiras faixas, na qual
foram obtidos valores de S/CO menores, tornando maior
a possibilidade de as amostras dessas faixas serem NAT
indetectavel (ver Tabela 1). Assim como em nosso estudo,
Alonso et al.(!") utilizaram o mesmo ensaio ARCHITECT Ag/
Ab Combo, porém com a utilizagdo de duas metodologias
diferentes como teste confirmatorio, sendo o RIBA utilizado
como um teste confirmatorio primario e o NAAT como teste
confirmatério secundario. Com isso, foi possivel observar
que das amostras com S/CO = 100 (603 amostras), o
NAAT apresentou-se com resultado detectavel para 7 das
9 amostras que obtiveram resultados negativos inicialmente
pelo RIBA, dessa forma sustentando a utilizagdo do NAAT
na triagem, como o0 nosso estudo demonstrou.

Apos a analise da curva ROC foi determinado o ponto
de corte de 15,020 que evidenciou as amostras que apre-
sentaram presenca de RNA HIV e auséncia de RNA HIV.
Desse modo, uma pesquisa em Madri alcangou o ponto
de corte de 32,7 com a realizagéo da curva ROC atingindo
uma sensibilidade de 97,4% e especificidade de 100%,% e
diante disso Guarner(" sugeriu que a sensibilidade poderia
estar sendo reduzida pelo fato do antigeno p24 formar uma
ligagdo com os anticorpos que o paciente ja continha.

CONCLUSAO

No presente estudo, estabelecemos que na triagem
soroldgica-molecular ha uma correlagéo estatisticamente
significante, na qual a presenga de anticorpos e/ou antigenos
no teste ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo orienta a predigao
de viremia no NAT, isto é, na maioria dos casos. Portanto,
torna-se necessario o constante avango das metodologias
utilizadas na triagem dos bancos de sangue, uma vez que
o HIV possui uma clinica propria, dai ser imprescindivel a
busca da identificagdo precoce de doadores que possam
estar infectados ainda que n&do tenham conhecimento de
tal infecgao.
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Abstract

Objective: Search for the correlation between serological and molecular
methods of HIV detection in screening blood donors at the HEMOPA
Foundation. Methods: The HIV reagent samples were searched for
the years 2015 to 2019 in the Blood Bank System of the HEMOPA
Foundation. For statistical analysis, the SPSS program was used
to compare the medians of the S / CO values with detectable and
undetectable NAT. The X? test was used to point out the correlation

RBAC. 2021;53(3):258-263



Triagem do HIV em Banco de Sangue

between S / CO values and the presence of viral RNA. Results:
910 reagent samples were obtained for the study, in which 75.60%
(688/910) positive (S / CO> 1.2) and 24.40% (222/910) inconclusive
(S/ CO 0.8) -1.2). The median S / CO of the detectable samples
was 503.93 and the undetectable was 1.22 in NAT. Conclusion:
We established that in serological-molecular screening there is a
statistically significant correlation, in which the presence of antibodies
and / or antigens in the ARCHITECH HIV Ag / Ab Combo test guides
the prediction of viremia in NAT.
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