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RESUMO

A realizacdo de testes diagndsticos de HIV consiste no primeiro passo para identificar
individuos infectados para a assisténcia e cuidados, sendo sua acuracia elemento chave neste
processo de Vigilancia em Salde. A identificacdo laboratorial da infeccdo pelo HIV baseia-se
principalmente na deteccdo de anticorpos especificos em amostras bioldgicas coletadas de
pacientes e/ou de individuos com comportamento de risco em adquirir esta infecgdo. O objetivo
principal deste trabalho foi avaliar a comparabilidade do resultado de testes rapidos (TR)
utilizados para o diagnostico de HIV em relacdo a testes laboratoriais convencionais em amostras
de sangue de populacdo de travestis e mulheres transexuais da cidade de S&o Paulo, provenientes
de um estudo de coorte transnacional entre Brasil e Estados Unidos. No Centro de Referéncia e
Tratamento de Doencas Sexualmente Transmissiveis/Aids, 1.141 amostras de sangue foram
avaliadas nos TR, e, posteriormente, foram encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) para a
realizacdo dos testes laboratoriais convencionais (ensaio de quimioluminescéncia, imunoblot
rapido e teste molecular), no periodo de setembro a dezembro de 2018. As 230 amostras com
resultado reagente no TR HIV apresentaram-se também positivas nos ensaios laboratoriais
convencionais. No entanto, das 911 amostras com resultado de TR ndo reagente, trés (0,3%)
apresentaram-se reagentes nos testes convencionais para HIV. Dessa forma, o estudo mostrou
elevada concordancia entre testes rapidos e convencionais, apresentando algumas limita¢des do

método Unico do TR, em funcdo de falha técnica ou humana.

Palavras-chave: HIV, sorodiagnostico da AIDS, sorologia, populacdo vulneravel, teste rapido



ABSTRACT

Performing HIV diagnostic testing is the first step to identifying infected persons for
assistance and care, become the accuracy a key element in this process of Health Surveillance.
Identification of HIV infection by laboratory tests is based mainly on detection of specific
antibodies in biological samples collected from patients and/or individuals with behavior that put
them at risk of acquiring this infection. The main objective of this study is to evaluate the
comparability of the results with Rapid Tests (RT) used for HIV diagnosis in relation to
conventional laboratorial tests in blood samples from a population of transvestites and
transgender women of Sdo Paulo city, from a cross-national cohort study between Brazil and the
United States. At the Centro de Referéncia e Tratamento de DST/Aids, 1,141 blood samples
evaluated in the RT were submitted to Instituto Adolfo Lutz (IAL) for evaluation by conventional
laboratory tests (chemiluminescent immunoassay, rapid immunoblot assay and molecular test),
from September to December 2018. In 230 samples with HIV reactive results in RT, all samples
also showed reactivity in conventional laboratory tests. However, of the 911 samples with non-
reactive results in RT, three (0.3%) were HIV positive in the conventional laboratory tests.
Therefore, the study showed high agreement of the results of the rapid test for HIV with those
established in laboratories, indicating some limitations of the RT single-step method, due to

technical or human failures.

Keywords: AIDS Serodiagnosis, serology, HIV, rapid test, vulnerable population
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1. INTRODUCAO

Mesmo apos 30 anos do inicio da epidemia da aids, a infeccdo pelo HIV permanece
crescente em algumas regides do mundo. Em 2017, dados obtidos do Programa das Nacdes
Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS) mostram que 36,9 milhdes de pessoas no mundo estdo
infectadas pelo HIV, das quais 1,8 milhGes foram infectadas apenas no dltimo ano (2017). No
Brasil foram registrados 860.000 casos de pessoas vivendo com HIV e 48.000 (35.000 - 63.000)
novos casos de infeccdo (individuos recém-infectados)?.

Neste cenario, pode-se notar que a epidemia de HIV/aids continua sendo um importante
problema de salde publica, apesar dos recentes avancos alcancados em diferentes paises,
sobretudo em relacdo as estratégias de prevencdo e tratamento. Estima-se a prevaléncia da
infeccdo pelo HIV no Brasil entre 0,4 e 0,5% na populagdo adulta; a epidemia €
predominantemente de transmissao sexual e estd concentrada em populacBes vulneraveis com
alto risco de exposicdo ao HIV (populagdes-chave), incluindo usuérios de drogas injetaveis
(UDI), trabalhadoras do sexo e, principalmente, HSH (prevaléncia estimada: 15,4%) e
transexuais® 34,

Estudos indicam que mulheres transexuais possuem 49 vezes mais chances de serem
infectadas se comparadas com a populacdo em geral, demonstrando, dessa forma, uma
probabilidade maior do que para qualquer outra populacio de risco®°. No Brasil, dados de
vigilancia sdo coletados com o auxilio de sistemas de informacdo em salde, porém dados para
mulheres transexuais sdo combinados com travestis e HSH®. Essa generalizagdo impede o
conhecimento sobre o verdadeiro risco de adquirir HIV enfrentado por esse grupo, prejudicando,
dessa forma a implementacdo de acOes pelas diferentes esferas do governo.

Especificamente para populacdes de risco, o diagndstico precoce é a principal ferramenta
para a adequada cascata de cuidados aos individuos infectados, além de contribuir com a
prevencdo de novas transmissdes correlacionadas no tempo e no espaco’- Para a realizagdo do
diagnostico laboratorial, os ensaios sorolégicos para o diagnostico da infeccdo pelo HIV devem
ser realizados em conformidade com as recomendagdes do Ministério da Saide (MS), por meio
da Portaria N° 29, de 17 de dezembro de 2013, que aprova o Manual Técnico para o Diagnostico
da Infeccdo pelo HIVES. O manual estabelece uma padronizagio na sequéncia dos ensaios

utilizados para o diagndstico do HIV, criando assim diferentes fluxogramas que devem ser
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seguidos de acordo com a realidade local dos servicos de salde, podendo ser laboratérios
(métodos laboratoriais convencionais) ou locais onde a infraestrutura laboratorial ndo esta
acessivel, utilizando, nestes casos, testes rapidos (point of care) para HIV. Estes Gltimos possuem
destaque por permitirem a deteccdo de anticorpos anti-HIV em menos de 30 minutos, serem de
facil execucdo e utilizarem pequeno volume de amostra™®.

Estudos realizados com populacdes-chave revelam que estes individuos preferem a
testagem rapida se comparada a sorologia convencional, por ser mais conveniente, confortavel e
menos estressante. Quando os testes rapidos (TR) estdo disponiveis, os individuos sao avaliados
com maior frequéncia, constituindo uma ferramenta importante na ampliagdo do acesso ao
diagndstico e no acompanhamento soroldgico dos individuos, impactando diretamente na
mortalidade e transmissdo da doenga®'*2,

Em contrapartida, alguns pesquisadores destacam a baixa sensibilidade de alguns TR
frente a infeccBes recentes, podendo levar a resultados falso-negativos que colocam em risco a
salde do individuo e levam ao aumento da transmissdo do HIV, trazendo prejuizos a saude
publica®. Dessa forma, é importante que os algoritmos de testagem para o HIV, baseados na
deteccdo de anticorpos especificos, sejam constantemente avaliados quanto ao seu desempenho,
tendo em vista que a qualidade dos resultados pode ser influenciada por diferentes fatores, entre
estes: erros sistematicos e aleatdrios intrinsecos aos ensaios!*, efou fatores bioldgicos do
hospedeiro e do agente, como a diversidade viral e as terapias antirretrovirais (TARV)%%,

A vista disso, esta pesquisa buscou avaliar e comparar o desempenho analitico das
metodologias propostas pelo MS por meio de fluxogramas para o diagndstico da infeccdo por
HIV/aids em amostras de populacdo de alto risco. Consequentemente, verificou-se a qualidade
dos kits de reagentes diagnosticos empregados no Projeto de Pesquisa CTC 41-K/2018, como
também, os utilizados na rotina laboratorial do Laboratério de HIV/Aids do Centro de
Imunologia do IAL (CIM-IAL).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho de metodologias rapida e convencional utilizadas no diagndstico
sorolégico da infeccdo pelo HIV em amostras de sangue de populacdo de alto risco (travestis e
mulheres transexuais) na cidade de S&o Paulo, provenientes do “Estudo de Coorte Transnacional

- Epidemiologia global do HIV e pesquisa de prevengdo para travestis ¢ mulheres transexuais”.

2.2 Objetivos especificos

— Realizar ensaios laboratoriais convencionais (imunoensaio quimioluminescente e ensaio de
imunoblot rapido para HIV) em amostras de soro encaminhadas ao IAL com resultados
reagente e ndo reagente no TR;

— Buscar elucidagéo dos casos interpretados na sorologia convencional como "indeterminados
para HIV" solicitando a realizacao de teste molecular;

— Verificar a concordancia entre os resultados laboratoriais convencionais e os resultados
provenientes dos TR;

— Verificar a qualidade dos kits de reagentes diagndsticos utilizados no estudo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Histérico

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (aids), € responsavel por uma epidemia que perdura por mais de 30
anos. Estima-se que as primeiras infeccbes ocorreram em seres humanos por volta de 1931
(1915-1941), sendo o HIV originario do virus da imunodeficiéncia simia (SIV)*. Apenas na
década de 1980 a epidemia passou a adquirir importancia, a partir da identificacdo de um nimero
crescente de infeccbes incomuns observadas em pacientes homossexuais do sexo masculino
(como pneumonia por Pneumocystis carinii, sarcoma de Kaposi entre outras), com o
comprometimento do sistema imune. Concluiu-se, na época, que se tratava de uma nova doenca
transmissivel de origem desconhecida e infecciosa®’.

Em 1983, o HIV foi isolado pela primeira vez pelo grupo de pesquisadores liderados por
Luc Montaigner do Instituto Pasteur, na Franca, onde recebeu a denominagdo de LAV (virus
associado a linfadenopatia) por ter sido obtido de um paciente com quadro de linfadenopatia
cronica’®. Neste mesmo periodo, a identificacdo do virus foi confirmada pela equipe do Dr.
Robert Gallo, no Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos, que o isolou de um paciente
com sinais caracteristicos de aids, identificando-o como HTLV-III (virus linfotrépico de células T
Humanas - Ill), devido ao virus apresentar alguns aspectos semelhantes ao HTLV, como o
tropismo por linfocitos T*°,

Em 1985 estudos de sequenciamento realizados pelo grupo de pesquisa de Robert Gallo
permitiram concluir que ambos 0s virus se tratavam de variantes da mesma espécie, contribuindo
para que o Comité Internacional de Taxonomia de Virus eliminasse a multiplicidade de nomes e
adotasse “HIV” para o entdo agente causador da aids'"?%%,

No mesmo ano foi desenvolvido o primeiro teste diagnostico para a detecgdo de
anticorpos anti-HIV, baseado na captura de 1gG (imunoglobulina G) humana de pacientes
infectados por meio de ensaio imunoenzimatico Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
que utilizava lisado viral de HIV-1 como fonte de antigenos (ensaios de primeira geracao). Estes
ensaios foram utilizados como triagem diagnostica, inicialmente, nos servicos de hemoterapia e,
posteriormente, aplicados como método diagnostico laboratorial para individuos de alto risco

para infeccdo do HIV-1. A janela diagnostica deste tipo de ensaio era de aproximadamente doze
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semanas apés o contato viral, porém problemas relacionados a alta sensibilidade dos testes
levaram a um grande nimero de resultados falso-positivos, sendo necessaria a aplicacéo de testes
confirmatorios mais especificos, como a técnica de Western blot (WB) e o0 ensaio de
Imunofluorescéncia indireta?.

Em 1986, na Africa Ocidental, ocorreu o isolamento do HIV-2, virus este que ndo foi
detectado pelos ensaios de primeira geracdo por apresentar glicoproteinas de envelope diferentes
do HIV-1, sendo necessario o desenvolvimento de novos testes que possibilitassem revelar a
presenca de ambos os tipos de virus"?2. Dessa forma, em 1987, foram desenvolvidos 0s ensaios
de segunda geracdo, empregando-se antigenos recombinantes e peptideos sintéticos do HIV,
melhorando a especificidade do teste, o valor preditivo positivo e diminuindo o periodo de janela
diagndstica de quatro a seis semanas apés a infeccdo. A possibilidade de adicionar antigenos do
HIV-2, juntamente com os de HIV-1, permitiu a deteccdo de anticorpos para ambos 0s tipos de
virus, tornando necessario, a partir desta época, 0 uso de testes confirmatorios também para o
H |V-29'22’23.

No comeco dos anos 90, foram desenvolvidos os ensaios de terceira geracdo. Estes, além
de utilizarem antigenos recombinantes e peptideos sintéticos como fonte de antigenos,
detectavam anticorpos das classes IgM (imunoglobulina M) e 1gG. Desse modo, a sensibilidade
do teste foi aumentada enquanto a especificidade foi mantida, levando a uma notavel diminuicdo
da janela diagndstica para trés semanas apos a infecgio?222,

No final da década de 90, a evolucédo tecnoldgica permitiu o desenvolvimento de ensaios
de quarta geracdo, que detectavam, simultaneamente, a presenca do antigeno viral p24 e de
anticorpos anti-HIV, aumentando, dessa forma, a sensibilidade dos testes, e levando a diminuicéo
da janela diagndstica para apenas duas semanas apds a infeccdo. Com isso, possibilitou-se a
deteccdo de todas as classes de anticorpos e a fonte de antigenos permaneceu como peptideos
sintéticos e antigenos recombinantes. Embora haja diminuicdo da janela diagnostica, este tipo de
ensaio ndo diferencia se a positividade detectada € em fungéo da presenca de antigenos p24 ou de
anticorpos anti-HIV, impossibilitando, dessa maneira, determinar a fase da infeccdo em que o

individuo se encontra®2,



17

3.2 Estrutura viral

Andlises filogenéticas indicam que o surgimento do HIV ocorreu a partir de variagoes
genéticas do SIV, que infecta macacos. Assim como SIV, o HIV é um virus RNA (acido
ribonucléico) que possui um longo periodo de incubacdo, pertencendo a familia Retroviridae,
género Lentivirus, compreendendo os tipos HIV-1 e HIV-2%4,

O genoma do HIV é composto por duas fitas simples de RNA, responsaveis por codificar
16 proteinas essenciais para o ciclo de vida viral. Os trés genes principais, gag, pol e env,
codificam proteinas estruturais, enzimas e proteinas de envelope, com importantes aplicacdes no
diagnostico, enquanto as proteinas regulatdrias e as acessorias sao codificadas por outros genes
menores (Quadro)?. O genoma viral é encapsulado por uma camada proteica (capsideo), seguido
de um envelope externo estruturado em uma bicamada fosfolipidica, medindo de 100 a 120nm de
diametro (Figura 1)*24?°, O HIV-1 e o HIV-2 compartilham muitas semelhangas, incluindo a
disposicdo basica de genes (morfologicamente indistinguiveis), modos de transmissao,
mecanismos de replicacdo intracelular e consequéncias clinicas - aids. Cerca de 30% da
variabilidade genética, localizada majoritariamente em genes de envelope, separam os dois virus,
possivelmente em funcéo de suas diferentes origens filogenéticas?#25%'

Ainda, em funcdo da alta taxa de erros no momento da replicacdo, HIV-2 é classificado
em oito grupos: A, B, C, D, E, F, G, H?; enquanto HIV-1 é classificado em 4 grupos, variando
geneticamente 15-20% entre si®: M (Major), N (Nonmajor/ Nonoutlier), O (Outlier) e o novo
grupo P (isolado em pacientes da Africa Central - Cameroon)?®. A maior parte das infeccdes
ocorre pelo grupo M do HIV-1, em que as diferencas encontradas, principalmente nos genes pol,
gag e vif, diferenciam-no ainda em nove subtipos (A-D, F-H e J-K), além de formas
recombinantes (CRFs) desses subtipos também serem encontradas?®031,
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Quadro. Genes do HIV e suas respectivas proteinas codificadas

Precursor p55/ p56
Capsideo p24/ p26
Matriz pl7/pl6
Transcriptase reversa p66/ p68
Transcriptase reversa p51/ p53
Integrase p31/p34
Protease p10
Precursor gp160/ gp140
Glicoproteina externa gp120/ gp105/125
Glicoproteina transmembranar gp41/gp36
Fator de Infectividade viral p23
Proteina viral “U” pl6
Proteina viral “X” p16
Proteina viral “R” pl2/p10
Ativador Transcricional pl6/pl4
Regulador da expresséo viral p19
Fator de regulacdo negativa p27/p35

Fonte: adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2018°.

Figura 1. Representacdo esquematica do HIV-1 com suas principais proteinas

° PROTEINA DE ENVELOPE
(gp120)
MATRIZ PROTEICA
(P17) PROTEINA
% TRANSMEMBRANA DE ENVELOPE

A (gpa1)

K, > ‘® RNA
MEMBRANA @ — : A
£
LIPIDICA : [" :
*® £
5 &

\'. | S 'y TRANSCRIPTASE REVERSA
PROTEASE X ; (P66, p51)
(p10)
CAPSIDEO INTEGRASE

(P24) (p31)

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2018°.

3.3 Transmissao e Patogénese

As principais formas de infecgdo pelo HIV ocorrem por meio das mucosas do trato genital
ou retal durante a relagdo sexual (secre¢des/fluidos). Os fluidos e secre¢des que podem conter o

agente infeccioso sdo: sangue, sémen, fluido pré-seminal, fluido retal ou fluido vaginal. Além da
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transmissdo sexual, outras formas de contagio do virus podem ser descritas: sanguinea
(compartilhamento de agulhas e seringas, transfuséo de sangue e de hemocomponentes), vertical
(passagem do virus de mée para filho durante a gestacdo/parto ou via aleitamento materno) e
ocupacional (acidente de trabalho em profissionais da area da saude)®32.

Uma vez no organismo, o HIV interage com células que expressam a molécula CD4
(cluster of differentiation 4) na sua superficie (como células T helper, macrdéfagos e células
dendriticas) através da ligacdo a proteina gpl20. Esta interacdo resulta em uma alteracdo
conformacional que permite uma nova ligacdo da gpl20 a moléculas conhecidas como
correceptoras, importantes para classificar o virus em trés variantes de importancia terapéutica:
M-tropico (R5) quando se liga a molécula correceptora CCR5; T-tropico (X4) quando se liga a
CXCR4, ou duplo-tropico (R5X4) quando usa ambos correceptores para permitir a entrada do seu
capsideo viral®**, Apés o contato do virus com a célula, ocorre fusdo das membranas e liberagéo
do contetudo do capsideo viral no citoplasma celular, onde ocorre a transcri¢do reversa do seu
material genético (RNA) por intermédio da enzima transcriptase reversa. O novo DNA proviral
recém sintetizado é inserido aleatoriamente no genoma, por a¢do da enzima integrase, permitindo
que o virus seja traduzido pelo maquinério celular e dé origem a novas particulas virais. O tempo
da ligacdo ao CD4 até a liberacio de novos virus é de aproximadamente 24 horas®*.

A amplificacdo da infeccdo é induzida pela resposta imunoldgica inata, que atrai maior
quantidade de linfocitos T para o local de infeccdo e, através da recirculacdo linfocitaria,
contribui para a disseminacdo sistémica do virus, cooperando, dessa forma, para a alta viremia
plasmatica (periodo altamente infectante)®®*. Clinicamente, esta primeira fase é conhecida como
infeccdo aguda e pode durar até quatro semanas, quando comegam a ser produzidos 0s primeiros
anticorpos®>%,

A fase de infecgdo aguda segue-se a fase de laténcia clinica. Nesse periodo, o nimero
crescente de linfocitos T CD8" exerce um controle parcial da infeccdo, permitindo que os
pacientes permanegam anos nesta fase, ou até mesmo décadas se fizerem o uso de TARV. Por
outro lado, a falta de tratamento propicia 0 aumento da viremia plasmatica (ou carga viral - CV)
acompanhada da diminuicdo do ndmero de linfécitos T CD4" no sangue, permitindo o
reaparecimento de sintomas (fase sintomatica) (Figura 2)%3%,

A Ultima fase clinica, definida como aids, é evidenciada com o surgimento de neoplasias e

infeccOes oportunistas, indicando grave comprometimento do sistema imunoldgico. Nesta fase, a
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contagem de linfécitos T CD4* encontra-se abaixo de 350 células/mm?3, ocorre o aumento da

incidéncia de infeccdes oportunistas, causando impacto drastico na expectativa de vida do

individuo

35,36
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Figura 2. Progresséo da infeccéo pelo HIV
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Fonte: Ribeiro, 2006%.

3.4 Diagnostico

Carga viral no sangue (RNA HIV - céplas/ml de plasma)

A compreensdo da patogénese da infeccdo pelo HIV é de extrema importancia para o

estabelecimento de um diagnostico eficaz. Varios marcadores imunolégicos e virologicos podem

ser monitorados durante o curso da infecgdo pelo HIV, sendo estes altamente consistentes entre

os diferentes individuos®. Fiebig et al (2003)%, estudando doadores de plasma, estabeleceram a

dindmica da viremia e dos anticorpos anti-HIV, criando um sistema de estadiamento laboratorial

que permite classificar as fases da infeccdo com o objetivo de identificar os melhores métodos

diagnosticos laboratoriais a serem utilizados(Figura 3). Em ordem cronoldgica, 0s estagios

laboratoriais sdo:

e Estégio I: apenas ensaio de RNA positivo;

e Estagio Il:ensaios de RNA e antigeno p24 de HIV-1 positivos. Ensaios de anticorpos anti-

HIV néo reagentes;

e Estagio Ill: ensaios de RNA, antigeno p24 e imunoensaio enzimatico de terceira geracao

reagentes. Ensaios de Western blot ndo reagente para HIV-1,
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e Estagio IV: : ensaios de RNA, antigeno p24, imunoensaio enzimatico de terceira geracao

reagentes e ensaio de Western blot indeterminado;

e Estagio V: ensaios de RNA, antigeno p24, imunoensaio enzimatico de terceira geracao

reagentes e ensaio de Western blot reagente com auséncia de reatividade na banda gp31,;

e Estagio VI: ensaios de RNA, antigeno p24, imunoensaio enzimatico de terceira geracédo

e ensaio de Western blot reagentes (padrdo completo de reatividade) *'.

Dessa forma, consideram-se marcadores da infeccdo pelo HIV o RNA viral, a proteina p24 e

os anticorpos anti-HIV, e, como visto, ambos oscilam de acordo com o periodo da infeccdo em

que o individuo se encontra®.

Figura 3. Sistema de estadiamento laboratorial (Fiebig) baseado nos marcadores da
infeccéo pelo HIV e seus respectivos ensaios
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2018°.

No Brasil, os testes diagnosticos para a deteccdo da infeccdo pelo HIV sdo empregados,

principalmente, em servicos de hemoterapia, em estudos de vigilancia epidemioldgica e no

diagndstico propriamente dito dos individuos. Considerando a diversidade de testes disponiveis,

os diferentes cenarios presentes no pais e os diferentes profissionais envolvidos na realiza¢do do

diagndstico, a padronizacdo de testes em série tornou-se imprescindivel para garantir a
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confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados. Dessa forma, desde 1988 o MS tem
padronizado algoritmos de testagem para o HIV, os quais sdo revisados a medida que evoluem as
tecnologias disponiveis®.

No presente momento, esta em vigor o Manual Técnico de Diagnéstico Laboratorial da
Infeccdo pelo HIV em Adultos e Criangas (Portaria SVS/MS N° 29, de 17 de dezembro de 2013),
onde estdo padronizados seis diferentes fluxogramas para o diagnostico laboratorial em diferentes
situacOes e condicOes de infraestrutura local, com ensaios baseados na resposta de anticorpos e na
quantificacdo da carga viral do HIV®®. Nos diferentes cenarios em que se realiza o diagnostico do
HIV é necessério que o fluxograma empregado cubra todas as necessidades de triagem e de

confirmacéo da infecgio.

3.4.1 Testes de Triagem

Testes de triagem sdo testes com alto grau de sensibilidade, desenvolvidos para detectar
todos os individuos infectados, minimizando, dessa forma, os resultados falso-negativos®.

Atualmente, uma grande variedade de métodos manuais, semiautomatizados e
automatizados, baseados na reacdo antigeno-anticorpo, estd disponivel para o diagnéstico da
infeccdo pelo HIVA. Dessa maneira, 0 MS recomenda o uso dos seguintes testes nesta etapa de
triagem: ensaio imunoenzimatico ELISA (EIE/ELISA); ensaio imunoenzimatico de
microparticulas (MEIA); ensaio imunoldgico quimioluminescente (CLIA); ensaio imunoldgico
com revelacdo eletroquimioluminescente (EQL); ensaio imunoldgico fluorescente ligado a
enzima (ELFA); ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético (CMIA); testes rapidos (TR)
de imunocromatografia, de aglutinagdo de particulas de latex e de imunoconcentragdo®..

Estes testes divergem entre si, principalmente, em relacdo ao seu sistema de deteccéo,
podendo ou ndo necessitar de um equipamento para a leitura da amostra, de acordo com o
produto gerado (luz, cor, fluorescéncia entre outros). Entre as metodologias aplicadas na triagem
do HIV esta a CLIA, realizada no Laboratério de HIV/Aids do Centro de Imunologia do IAL
(CIM-IAL), em que a partir de determinada reacdo quimica, obtém-se energia luminosa, podendo
ser empregada para a deteccdo combinada de antigenos e anticorpos (ensaios de quarta
geracdo)*?, impactando diretamente no periodo de janela diagndstica. Com isso, 0s avangos
tecnoldgicos nos sistemas analiticos automatizados possibilitaram aos laborat6rios a obtencéo de

resultados com rapidez, elevado grau de exatiddo e reprodutibilidade.
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Por outro lado, a realizacdo do diagnostico em localidades onde a infraestrutura
laboratorial ndo esta disponivel, faz com que a utilizacdo dos testes rapidos seja a melhor forma
de atendimento a determinadas populacdes, uma vez que ndo requerem 0 uso de equipamentos
para a obtencdo de seus resultados. Estes testes sdo de simples execucao e a reacao € evidenciada
em cerca de trinta (30) minutos; os mais frequentemente utilizados sé&o os de imunocromatografia
de fluxo lateral e de duplo percurso, que possuem antigenos virais fixados em um suporte sélido

(por exemplo, membranas de nitrocelulose)®2°.

3.4.2 Testes Confirmatorios

Testes confirmatdrios sdo testes com alto grau de especificidade, desenvolvidos para
identificar os individuos que ndo estdo infectados, mas apresentaram-se como reagentes nos
ensaios de triagem®®. Produzem, dessa forma, poucos resultados falso-positivos®. O MS
preconiza 0s seguintes testes na etapa confirmatdria: WB; imunoblot (IB), imunoblot rapido
(IBR) e TM em casos especificos (quantificacdo da carga viral), uma vez que os testes que
detectam anticorpos ndo sdo considerados os mais adequados em um individuo com infeccédo
aguda®*®,

Ao Laboratério de HIV/Aids do CIM-IAL, o MS fornece o teste de IBR HIV1/2, que
utiliza a metodologia DPP (plataforma de duplo percurso). Na fase sélida, estdo presentes os
antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos do HIV-1 e do HIV-2, imobilizados sobre uma
membrana. Diferente do WB e IB, o IBR é de metodologia rapida, permitindo a deteccdo de
anticorpos em menos de 30 (trinta) minutos®.

Em casos em que a confirmacdo ndo pode ser concluida pelos ensaios de WB ou IBR, por
apresentarem resultados ndo reagentes ou indeterminados, o uso de TM auxiliam no
esclarecimento dos resultados da infecgdo aguda pelo HIV?®.

Os TM baseiam-se na deteccdo do RNA viral no plasma, importante marcador clinico. O
namero de particulas virais é elevado durante a infeccdo primaria e reduzido na fase cronica
assintomatica. Existe uma relacdo direta entre a quantidade de virus detectada e a rapidez com

que a infecgdo ira progredir®.
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3.5 Controle de Qualidade

Vale salientar que as metodologias podem gerar resultados falsos reagentes ou falso-nédo
reagentes em funcdo de particularidades da sensibilidade e especificidade de cada ensaio. Além
disso, o armazenamento inadequado de amostras e reagentes e a falta de calibracdo dos
equipamentos constituem também exemplos comuns de falhas no diagnostico do HIV. Neste
aspecto, a implantacdo de medidas de controle de qualidade sdo de extrema importancia para a
liberacéo de resultados fidedignos®4.

O controle de qualidade na area da saude € um conjunto de medidas, melhorias e
padronizagdes de processos com o0 objetivo de ampliar a seguran¢a dos servigos prestados ao
paciente. Esse conjunto de medidas nas fases pré-analitica, analitica e pds-analitica, possibilitam
o fornecimento de resultados validos e confiaveis em tempo habil, para auxiliar o diagndstico e
tratamento dos pacientes*®. Neste aspecto, o controle de qualidade interno (CQI) é utilizado como
um pardmetro adicional na fase analitica, com a finalidade de validar os ensaios e fornecer
resultados mais confiaveis***°, possuindo excepcional importancia ndo somente aos pacientes,
mas a populacdo como um todo, uma vez que podem impactar diretamente nos dados
epidemiologicos da doenga, tendo conseqiiéncias nas medidas de vigilancia em salde

empregadas®®.
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4. METODOLOGIA

4.1 Casuistica

Este estudo estd vinculado ao Projeto de Pesquisa “Epidemiologia Global do HIV e
pesquisa de prevencgdo para travestis e mulheres transexuais — Coorte Transnacional” (CONEP n°
1.880.217 28/12/2016; Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia e Treinamento -
DST/AIDS n° 15.937.513 22/02/2017), que tem por objetivos principais medir a incidéncia de
HIV, os eventos sociais e biomédicos de transicdo de género, 0s comportamentos de risco
relacionados a afirmacdo de género e as mdltiplas formas de estresse em todos os niveis
ecoldgicos comportamentais de influéncia associados a aquisi¢cdo do HIV. Trata-se de uma
coorte que propds a participacdo de 1.100 travestis e mulheres transexuais ndo infectados pelo
HIV, dos quais 550 dos participantes sdo provenientes de Sdo Francisco (EUA) e 550 de Séo
Paulo (Brasil), com acompanhamento semestral para analise no periodo de dois anos, com base
na metodologia Respondent Driven Sampling (RDS). Em Sdo Paulo o estudo esta sendo
coordenado pela Dra. Maria Amélia de Sousa Mascena Veras da Fundacdo Arnaldo Vieira de
Carvalho - Faculdade de Ciéncias Medicas da Santa Casa de S&o Paulo (FCMSC-SP).

A participacdo do IAL no Projeto acima citado refere-se a realizacdo de ensaios
laboratoriais convencionais para o diagnostico da infeccdo pelo HIV e a avaliacdo da
comparabilidade desses resultados em relacdo aos TR em amostras provenientes das voluntarias
de Séo Paulo (projeto de pesquisa "Estudo de coorte transnacional - avaliagdo de desempenho de
métodos utilizados no diagnostico da infec¢do pelo HIV" Centro Técnico Cientifico do 1AL
CTC/IAL 41-K/2018).

4.1.1 Respondent Driven Sampling (RDS)

A técnica de RDS tem sido tipicamente utilizada com populagdes raras ou desconhecidas,
dificeis de serem identificadas pelos pesquisadores por se tratarem de uma populacdo em que,
usualmente, o comportamento de seus membros envolve um tema sensivel que faz com que estes
ndo queiram se revelar (seja por envolver ilegalidade, seja por reprovagao social)*®.

Assim, o RDS é um método de amostragem baseado no processo de recrutamento em
cadeia conhecido como Bola de Neve, combinado com um modelo matematico. Em linhas gerais,

este procedimento se inicia com a escolha ndo aleatoria de um grupo de membros da populagéo-
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alvo; para cada membro é dado um nimero fixo de cupons que devem ser entregues para outros
membros considerados elegiveis dentro de sua rede social, repetindo-se este processo até o
tamanho amostral ser atingido. O fato da amostra ter sido coletada de uma maneira nao-aleatoria,
a principio, é compensada pelo modelo matematico utilizado no método (teoria de cadeias de
Markov e teoria de redes viesadas)*’. Este método foi escolhido para o estudo por ser o mais
apropriado entre as alternativas disponiveis de amostragem de pessoas de dificil acesso e por ser
capaz de incluir as grandes redes sociais ocultas de populagdes-chave, uma vez que as proprias

participantes sdo responsaveis por recrutar as demais voluntarias da coorte.

4.1.2 Critério de inclusdo utilizado no Estudo Transnacional
1) Identificar-se como travesti, mulher, mulher transexual ou outra categoria que nao seja 0 sexo
masculino atribuido ao nascimento;
2) Ser HIV negativo no momento de inclusdo no estudo (participantes sabidamente positivos ou
que testaram positivo no momento de inclusdo do estudo participaram apenas do inquérito de
base sobre cuidados em relacdo ao HIV);
3) Ter 18 anos ou mais;
4) Residir na Grande Séo Paulo, com intengdo de permanecer morando na area no decorrer do
estudo;
5) Possuir cupom de encaminhamento fornecido por um par conhecido (na fase de recrutamento
pelo RDS).

4.2 Obtencdo das amostras

No Centro de Referéncia e Tratamento de DST Aids de S&o Paulo (CRT DST/Aids), as
amostras de sangue das voluntérias foram obtidas por pungdo venosa, que apds a entrevista e
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), aceitaram realizar o
teste para diagnostico da infeccdo pelo HIV.

Das participantes que consentiram com a realizagdo dos testes e 0 armazenamento do
sangue, foram colhidos 8,5mL de sangue em tubo sem anticoagulante, com gel separador, para a
obtencdo de soro. Aos individuos que consentiram a testagem para HIV, mas ndo aceitaram o
armazenamento de seu material bioldgico ou ndo permitiram colheita de sangue por puncao

venosa, foi efetuada a puncéo digital apenas para a realizacdo de testes rapidos e se necessario, 0
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encaminhamento terapéutico, impossibilitando-os de participarem deste estudo de avaliacdo de
desempenho.

Logo apos a realizacdo do TR, o tubo de sangue foi centrifugado e armazenado em freezer
-20°C, para, posteriormente, ser encaminhado ao Laborat6rio de HIV/Aids do CIM-IAL.

No periodo de setembro a dezembro de 2018, os ensaios laboratoriais convencionais
foram realizados em 1.141 amostras, provenientes de 765 voluntarias, sendo 230 amostras com
resultados reagentes nos dois TR (TR1 e TR2) e 911 com resultados ndo reagentes no TR1.

Vale ressaltar que essas amostras foram provenientes de um inquérito epidemiolédgico
para incidéncia de HIV, em que os individuos com resultado sorolégico ndo reagente foram
acompanhados com objetivo de identificar possiveis casos de soroconversdo. Portanto, no estudo
houve individuos que colheram até quatro amostras de sangue, em intervalos de

aproximadamente seis meses entre cada uma delas.

4.2.1 Confidencialidade

A confidencialidade dos participantes foi assegurada pela remocdo de identificadores
pessoais de dados, e as amostras foram armazenados de forma segura com cddigo univoco. Ao
Laboratorio de HIV/Aids do CIM-IAL foram encaminhados os tubos de sangue contendo

somente a numeracao do cédigo de barras, sem qualquer identificacdo do participante do estudo.

4.3 Diagnostico da Infecgdo pelo HIV

No CRT - DST/Aids o diagndstico da infeccdo pelo HIV foi realizado com base no
Fluxograma 1 do Manual técnico preconizado pela Portaria vigente®, enquanto no Laboratorio de

HIV/Aids do CIM-IAL as amostras foram avaliadas seguindo-se o Fluxograma 6.

4.3.1 Fluxograma 1 - CRT DST/Aids

Os TR foram realizados nas amostras de sangue das voluntarias pela equipe de
profissionais do CRT - DST/Aids seguindo-se o Fluxograma 1 do Manual Técnico preconizado
pela Portaria vigente, que estabelece o uso de dois testes rapidos, de fabricantes diferentes,
realizados em sequéncia, quando a amostra apresenta-se reagente no primeiro TR (TR1). Para

amostras ndo reagentes no TR1, o segundo TR (TR2) ndo é realizado®.
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Dessa forma, na triagem sorolégica do HIV empregou-se um ensaio imunocromatografico
inicial (TR1), de elevada sensibilidade e especificidade para deteccdo de anticorpos anti-HIV 1+2
[HIV TRI Bioclin (Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Brasil)], que, de acordo com o
manual de instrucBes do fabricante, emprega-se os antigenos recombinantes gp41 (HIV-1) e gp36
(HIV-2). As amostras com resultados reagentes no TR1 foram submetidas a um segundo ensaio
imunocromatografico distinto do inicial (TR2) HIV Test Bioeasy (Standard Diagnostic, Inc,
Yongin-Si, Korea), composto por antigenos recombinantes gp41 e p24 para HIV-1, e gp36 para
HIV-2.

Os TR empregados na triagem foram adquiridos pelo MS do Brasil e, os profissionais do
CRT - DST/Aids tiveram treinamento prévio para a sua execu¢do em condigdes consideradas
satisfatdrias e de acordo com o protocolo padronizado na pesquisa.

Todas as amostras de soro, independente do resultado obtido no TR (reagente ou nédo
reagente), foram encaminhadas ao CIM-lIAL para a realizacdo dos ensaios soroldgicos

convencionais.

4.3.2 Fluxograma 6 - Laboratério de HIV/Aids do CIM-IAL

No Laboratorio de HIV/Aids do CIM-IAL, o soro de cada individuo foi fracionado em
duas aliquotas, uma para a realizacdo dos testes soroldgicos e a outra armazenada em freezer
(temperatura de -20°C) para utilizacdo em casos especificos (confirmacao de resultado ou para a
realizagdo do teste molecular).

Para o desenvolvimento do presente estudo, as amostras foram processadas no periodo de
setembro a dezembro de 2018 para detecgdo de anticorpos anti-HIV, utilizando-se os reagentes
disponiveis na rotina do CIM-IAL. Os procedimentos foram realizados de acordo com o

Fluxograma 6 do Manual técnico (Figura 4), preconizado pela Portaria vigente®°,



Figura 4. Fluxograma 6 para a testagem da infeccéo pelo HIV
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2018°.

O teste inicial realizado por meio da sorologia convencional foi o ensaio de
quimioluminescéncia (CLIA — quarta geracdo) [Advia Centaur HIV Ag/Ab Combo (CHIV);
Siemens Healthcare Diagnostics, Inc, NY, USA], que detecta o antigeno p24 viral e anticorpos
anti-HIV-1 (incluindo grupo O) e anti-HIV-2. Nas amostras com resultado reagente foi realizado

0 teste confirmatério imunoblot rapido (IBR) [Imunoblot Répido DPP HIV1/2 (IBR DPP HIV);
Bio-Manguinhos - Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil].
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No IBR, amostras com resultado ndo reagente ou indeterminado foram submetidas a etapa
complementar de quantificacdo da CV no Centro de Virologia do 1AL, para a verificacdo da
presenca do RNA viral.

No Laboratério de HIV/Aids do CIM-IAL, em ambos 0s ensaios sorolégicos (CHIV e
IBR), foi utilizado o CQI HIV, que consistem em amostras de soro fracamente reagentes para
HIV, preparadas e estabelecidas para serem materiais de referéncia. Essas amostras, juntamente
com os controles fornecidos pelo fabricante dos conjuntos de reagentes diagndsticos, servem
como um parametro adicional para validar as reacfes, monitorando a precisdo e exatiddo dos
ensaios sorologicos e fornecendo resultados mais fidedignos. Além disso, a sensibilidade e a
especificidade analitica dos lotes do Kit de reagentes diagndstico CHIV utilizados neste estudo
foram levadas em consideracdo empregando-se painéis comerciais (Seracare/BBI Diagnostics) de
soroconversao PRB 977, composto por quatro amostras, e de performance PRB 205 (M2) com 17

amostras.

4.3.2.1 Etapa complementar - Centro de Virologia do 1AL

Aos individuos que obtiveram resultados reagentes na etapa de triagem (CHIV) e
indeterminado ou ndo reagente no ensaio confirmatorio (IBR), as aliquotas de soro mantidas em
freezer -20°C foram encaminhadas ao Nucleo de Doengas Sanguineas e Sexuais do Centro de
Virologia do IAL para a execucdo do teste de quantificagédo da CV. Resumidamente, o RNA foi
extraido no equipamento automatizado Abbott Real time M2000sp e analisado por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real - gPCR (Abbott Real Time M2000rt),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante, sendo o resultado expresso em copias/mL ou em
log. Amostras com resultado igual ou superior a 5.000 cdpias/mL foram consideradas reagentes
para HIV.

4.3.2.2 Interpretacdo dos resultados
De acordo com a Figura 4, as amostras que se apresentaram como nao reagentes na etapa
de triagem (CHIV), a interpretacdo do resultado laboratorial foi dada como "Amostra nao
reagente para HIV". Aquelas com resultados reagentes no CHIV e no IBR foram definidas como
“Amostra reagente para HIV", enquanto que as amostras com resultado reagente no CHIV e

indeterminado ou ndo reagente no IBR, foram submetidas ao teste de CV. Os resultados da CV >



31

5.000 copias/mL foram considerados como “Amostra reagente para HIV" e para CV < 5.000

copias/mL, como “Amostra indeterminada para HIV".

4.4  Analise estatistica dos resultados

Os niveis de concordancia entre os resultados dos ensaios TR e CHIV, e entre o
Fluxograma 1 (dois TR) e o Fluxograma 6 (CHIV e IBR/CV) foram avaliados utilizando-se o
indice Kappa (), que descreve a concordancia entre dois instrumentos*®. Conforme proposto por
Altman (1999) e adaptada de Landis e Koch (1977) %349, o valor k < zero é interpretado como
concordancia insignificante; entre 0 e 0,2 fraca; entre 0,21 e 0,4 razoavel; entre 0,41 e 0,6
moderada; entre 0,61 e 0,8 forte e entre 0,81 a 1 considera-se concordancia quase perfeita.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a realizacdo dos TR HIV no CRT — DST/Aids, as 1.141 amostras de soro foram
encaminhadas ao CIM-IAL para avaliacdo por meio dos ensaios sorolégicos convencionais,
sendo 765 (67%) provenientes da 12 colheita de sangue das voluntarias (travestis e mulheres
transexuais) e as demais (376 amostras) resultantes das varias colheitas realizadas ao longo do
acompanhamento da coorte para medir a incidéncia do HIV. Destas, 239 (21%) amostras foram
oriundas da 22 colheita, 127 (11%) da 3? colheita e 10 (1%) amostras da 42 colheita.

A figura 5 ilustra 0 nUmero de amostras avaliadas (1.141) nas diferentes metodologias

utilizadas e 0s seus respectivos resultados.

Figura 5. Resultados das amostras obtidos nos ensaios TR, CHIV, IBR e CV para HIV

Amostras
1141

—L

TR1 (+) TR1 ()
230 911
TR2 (+)
230

CHIV (1) CHIV ()
230

CHIV (1) CHIV ()
EREl
I . | I | |

IBR (+) IBR ind. IBR(-) IBR (1) IBRind IBR(-)
229 1 0 3 0 1

copias/mL

1

CV =5.000
0

CY _<5.000 CV =5.000 CV < 5.000
copias/mL coplas/mL coplas/mL

TR: teste rapido; CHIV: ensaio de quimioluminescécia (Ag/Ac); IBR: imunoblot rapido; CV: carga viral.

(+): amostra reagente; (-) amostra ndo reagente.



33

Das amostras enviadas pelo CRT — DST/Aids, 230 tiveram resultados reagentes em
ambos 0s TR (TR1 e TR2), apresentando uma porcentagem de 100% de concordancia entre estes
testes. 911 amostras com resultados ndo reagentes no TR1 ndo foram submetidas ao TR2, de
acordo com o preconizado no Fluxograma 1 do Manual do MS°.

As amostras encaminhadas como reagentes nos TR (230) apresentaram-se também
reagentes no CHIV (230). Seguindo-se o preconizado pelo Fluxograma 6, foi realizado o teste
confirmatorio IBR HIV nestas amostras. Destas, 229 amostras apresentaram o padrdo de bandas
compativel com o critério de positividade para HIV-1, sendo consideradas como "Amostra
reagente para HIV". Uma amostra apresentou resultado indeterminado no IBR, revelando perfil
de reatividade neste ensaio apenas na banda gp41. Nesta amostra, 0 resultado da CV para HIV-1
foi detectavel, apresentando um valor de 2.757.243 coOpias/mL, o que permitiu definir o
diagndstico da infeccdo como "Reagente para HIV". Vale ressaltar que esta tratava-se da 22
colheita da voluntéria; a 12 colheita, realizada em um periodo anterior, apresentou-se como nao
reagente em ambos os ensaios de triagem (TR1 e CHIV), enquanto a 3? colheita apresentou
resultados reagentes em todos os testes soroldgicos realizados (TR, CHIV e IBR), demonstrando
um processo de soroconversdo (o intervalo para cada colheita foi de aproximadamente seis
meses). Para casos como este, de infec¢do aguda e/ou recente, recomenda-se a utilizacdo do teste
inicial de quarta geracéo (Ag/Ac) seguido por teste molecular para a confirmag&o diagndstica.

De acordo com o sistema de estadiamento laboratorial de Fiebig®’, a amostra acima citada
apresenta o padrdo de reatividade do estadgio IV, em que os anticorpos/antigeno puderam ser
detectados no ensaio de triagem e 0 RNA no teste molecular, enquanto o resultado do ensaio de
IBR apresentou-se como indeterminado. Todavia, na terceira colheita o resultado do IBR foi
reagente, com reatividade em todas as bandas especificas para HIV-1 (gp160, g120, gp41, p24)
possiveis de deteccdo neste ensaio. O tempo para o aparecimento de anticorpos (soroconversdo)
diferencia-se entre os individuos, mas os marcadores de infeccdo, RNA e antigeno p24, podem
ser detectados precocemente, demonstrando a presenca do virus no individuo testado. O
diagnostico precoce, logo apds a transmissdao do HIV, é primordial aos pacientes, pois a TARV
imediata tem-se mostrado eficaz ao longo do tempo, reduzindo a CV e a probabilidade de
transmissdo, especialmente se houver estratégias implementadas (como o aconselhamento sobre

comportamentos de risco)*®. O resultado obtido no IAL corrobora com os estudos de Taylor. et al
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(2014)*° que demonstram o tempo de deteccdo da infeccdo em diferentes ensaios para HIV,
revelando que ensaios de quarta geracao e testes rapidos (terceira geracdo) levam de duas a trés
semanas para detectar os anticorpos, enquanto 0s ensaios que empregam a metodologia de WB
podem levar um tempo superior.

Em relacdo as amostras com resultados ndo reagentes no TR (911), quando avaliadas no
CHIV, 907 apresentaram-se como ndo reagentes e quatro foram reagentes. Destas quatro
amostras, uma (25%) apresentou-se como ndo reagente no ensaio confirmatério (IBR), devido a
auséncia de bandas, sendo nesta amostra o resultado de CHIV proximo ao valor de cut off
(1,05/1,00), mantendo-se este valor mesmo apos a repeticdo do ensaio com a amostra analisada
em duplicata. Neste caso, no qual houve discordancia entre o ensaio confirmatério (IBR) e ensaio
de triagem (CHIV), optou-se pela continuacéo do Fluxograma 6 empregando-se o teste molecular
na amostra pareada, mantida a -20°C, para confirmar ou ndo a presenca da infecgdo pelo HIV. A
CV néo produziu sinal de presenca de RNA viral (ndo detectavel), concluindo-se como "Amostra
indeterminada para HIV". Para esta amostra, independentemente de prosseguir ou ndo a etapa
molecular do Fluxograma 6, a interpretacdo final do resultado manteve-se indeterminado.
Autores como Juarez et al (2016)°! apontam que resultados falso-positivos podem ser
encontrados em testes de triagem, pois estes sdo desenvolvidos para apresentarem alta
sensibilidade e, por este motivo, requerem a confirmacdo por testes mais especificos, como por
exemplo o IBR, para concluir o diagndstico da infeccdo pelo HIV®L, Em virtude de outras
doencas presentes, a reatividade cruzada de anticorpos pode ocorrer no soro de alguns individuos,
levando a obtencdo de resultados falso-reagentes.

As outras trés amostras com resultado reagente para HIV no ensaio confirmatério IBR
(resultado compativel com CHIV e discordante do TR1), com intuito de elucidar as possiveis
causas de discordancias entre os testes de triagem, foram avaliadas empregando-se 0s mesmos
kits de TR (TR1 e TR2) utilizados anteriormente no CRT/Aids, porém de diferentes lotes. Nestes
dois TR, todas as amostras (3/3) apresentaram-se reagentes.

Por mais que o avanco tecnoldgico nos ensaios tenha permitido o aumento da velocidade
na entrega dos resultados dos testes, autores como Najat (2017)%2 e Vieira et al (2011)%
observaram que os erros em todas as fases do processo - pré-analitico, analitico e pés-analitico -
ainda permanecem. Essas trés amostras aqui descritas possivelmente inserem-se nesta esfera.

Dentre estes provaveis erros, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS)®*, em conformidade com
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outros estudos, destaca 0s mais recorrentes como sendo: a troca de amostras durante a realizacéo
do ensaio, problemas intrinsecos ao lote do kit diagndstico, problemas no procedimento analitico
ou na interpretacdo do resultado do teste pelo profissional, além de problemas no armazenamento
dos reagentes e na transcricio dos resultados (fase pds-analitica) entre outros®**®. Um estudo
desenvolvido por Castejon et al (2018)% identificou resultados negativos no TR (TR1) que
apresentaram-se como positivos nos exames laboratoriais, mostrando algumas limitagdes do
método unico do TR, principalmente em funcdo de erros, destacando, dessa forma, o papel
fundamental dos exames soroldgicos convencionais na elucidacdo do diagndstico laboratorial,
além da implementacdo de um programa de qualidade.

Ampliar os servicos de testagem do HIV e garantir a qualidade do diagnostico séo fatores
fundamentais na saude publica. Dessa forma, torna-se necessario um esforco paralelo para
melhorar a qualidade durante os procedimentos ja existentes para evitar o aparecimento de falhas.
As consequéncias de um diagndstico incorreto sdo graves para o individuo, pois um resultado
falso-positivo implica em tratamento desnecessério e transtornos psicoldgicos e fisicos ao
individuo, enquanto que um resultado falso-negativo o impede de receber tratamento e assisténcia
adequados e de prevenir a transmissdo continua do HIV>,

A Tabela 1 mostra 0 nimero de amostras e a respectiva interpretacédo final dos resultados

pelo Fluxograma 1 e pelo Fluxograma 6 para diagnostico do HIV.

Tabela 1. Concluséao laboratorial diagndstica da infec¢do por HIV/aids por meio de TR e de
testes laboratoriais convencionais

Concluséo diagndstica laboratorial
(por nimero de amostras)

Teste Amostra A « Amostra Total
mostra nao :
Reagente reagente para HIV Indeterminada
para HIV g P para HIV
Teste Rapido (Fluxograma 1) 230 911 0
1.141
Laboratorial convencional (Fluxograma 6) 233 907 1

Para os resultados demonstrados na Tabela 1, segundo os critérios estabelecidos para a

interpretacdo do indice k, o grau de concordancia para o TR1/CHIV foi quase perfeito (x =
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0,989), em que se observou a propor¢do de concordancia de aproximadamente 100%. De maneira
semelhante, o grau de concordancia para o diagndstico do HIV entre Fluxograma 1 e o
Fluxograma 6 foi também considerado quase perfeito (x = 0,989), com proporcdo de
concordancia de aproximadamente 100%.

O desenvolvimento dos testes rapidos facilitou o acesso a testagem do HIV, permitindo
que milhdes de individuos conhegam o seu status soroldgico®!. Neste contexto, é de fundamental
importancia a precisdo no teste diagnostico de HIV, pois este é o primeiro passo para a
identificacdo de individuos infectados®’. Varias sdo as questdes que impactam a qualidade do
diagnostico por meio de TR HIV, portanto, é necessario buscar solu¢Bes para monitorar e
melhorar a precisdo do teste, que incluem treinamentos com énfase em garantia da qualidade,
participacdo dos profissionais em ensaios de proficiéncia, verificagdo da sensibilidade e
especificidade a cada novo lote do kit, entre outros. A implementacdo destas ferramentas
aprimora a qualidade dos resultados oferecidos a populac¢do®’.

Estudos demonstram que 70% das decisGes do diagndstico clinico dependem da precisao
e exatiddo dos testes laboratoriais®®. Atentando-se para obtencdo de resultados fidedignos, o
Laboratério de HIV/Aids do CIM-1AL tem participado de Programas de Avaliacdo Externa da
Qualidade (AEQ) e utilizado rotineiramente material de referéncia (CQI HIV) para monitorar a
qualidade de seus procedimentos (exatiddo e precisdo). A utilizacdo do CQI tem proporcionado
aos profissionais envolvidos na rotina laboratorial maior confiabilidade na liberacdo de
resultados.

Ainda, em relacdo a sensibilidade dos testes, Tomaras et al (2008)%, estudando a resposta
de células B em individuos doadores de plasma, revela que as primeiras imunoglobulinas anti-
HIV-1 livres no plasma sdo direcionadas a glicoproteina gp41, aparecendo em torno de 13 dias
apos a deteccdo do virus no plasma. Este estudo & consistente com os resultados obtidos por
Moshgabadi et al (2015)°°, que demonstra que a sensibilidade dos testes rapidos é elevada
quando emprega-se em sua composicao o antigeno gp41l. Os TR HIV e o ensaio CHIV utilizados
nesta pesquisa, de acordo com as informacgdes do manual de instru¢Bes do fabricante, apresentam
em sua composicdo o antigeno recombinante gp41. Possivelmente, a alta taxa de concordancia (k

=0,989) entre TR1 e CHIV deva-se a este fato, além de outros ndo abordados neste estudo.
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6. CONCLUSAO

Em infecgdes que muitas vezes passam imperceptiveis ao individuo, como as infeccdes
pelo HIV, o diagndstico fidedigno consiste no primeiro passo para dar inicio ao tratamento e
propiciar qualidade de vida, além de ser uma ferramenta chave para a implementacdo de acdes de
Vigilancia em Saude. Colaborando com estes pontos, 0 presente estudo avaliou o desempenho
dos testes utilizados em algoritmos de testagem para o HIV preconizados pelo Ministério da
Saude. Os resultados obtidos demonstraram elevada concordancia entre os testes rapidos e os
ensaios sorolégicos convencionais utilizados, revelando alta confiabilidade para a realizagdo
destes testes. Por outro lado, constatou-se que a introducéo de controle de qualidade em todas as
fases do procedimento (analitica, pré-analitica e pds-analitica) € imprescindivel, visto que as
principais divergéncias encontradas neste estudo ocorreram em funcéo de falhas técnicas e/ou
humanas (como por exemplo problemas intrinsecos ao lote do kit de TR empregado, erro na

transcricdodos resultados, troca de amostras, entre outros).
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