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RESUMO

Justificativa e Objetivos: Desde a introducdo, em meados da década de 1980, o teste de HIV melhorou gradualmente,
em termos de sensibilidade e especificidade. Visando comparar duas metodologias de teste imunoenzimatico (ELISA) de 42
geragdo para identificagdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi realizado um estudo das técnicas utilizadas em um
centro hemoterépico para sua determinagdo. Métodos: estudo retrospectivo descritivo das técnicas de ELISA de 42 geracdo,
onde foram analisados todos os resultados gerados a partir das amostras de sangue obtidas de doadores com idade de 16
a 68 anos conforme a legislagdo vigente, que compareceram a um banco de sangue regional no periodo de novembro de
2010 a outubro de 2011. Resultados: A partir de 8.475 amostras colhidas através da doagdo de sangue, 06 destas foram
reagentes ou inconclusivas para testes de triagem, sendo entdo analisadas por um teste confirmatério, o Western Blot, onde
dentre estas apenas uma foi confirmada como reagente para o virus. Conclusao: Diversos fatores influenciam na positividade
de amostras em triagens, tais como, tipo de teste utilizado, janela imunolégica, o uso de antirretrovirais, além de fatores
biolbgicos pessoais dos individuos infectados. A eficacia dos testes de triagem de HIV deve ser determinada e a metodologia
aprimorada a fim de que se possa determinar com seguranca a existéncia ou ndo de contaminagdo dos materiais derivados
que serdo utilizados posteriormente. Sdo necessarias varias pesquisas para aprimorar cada vez mais os testes de triagem e

dar a devida énfase a fatores que se evidenciaram na distorgédo dos resultados.

ABSTRACT

Backgound and Objectives: Since its introduction in the mid-1980s, HIV testing has gradually improved in terms of
sensitivity and specificity. A study was carried out to assess the techniques used in a hemotherapy center for human
immunodeficiency virus (HIV) identification using two 4t-generation enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
methods. Methods: descriptive and retrospective study of 4th-generation ELISA techniques, which analyzed all the results
generated from blood samples obtained from donors aged 16 to 68 years, according to current legislation, who attended
aregional blood bank from November 2010 to October 2011. Results: Of 8,475 samples collected through blood donation,
06 were positive or inconclusive at the screening tests and were then analyzed through Western Blot confirmatory test,
which confirmed one of them was reagent for the virus. Conclusion: Several factors influence positive results of screening
samples, such as type of test used, the immunological window, use of antiretroviral drugs, and personal biological factors
of infected individuals. The effectiveness of HIV screening tests should be determined and the methodology improved, so
that it can establish with certainty the existence or not of contamination of blood products that will be used later. More research

is needed to constantly improve the screening tests and give adequate emphasis to factors that have shown to alter results.
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INTRODUCAO

A Sindrome da imunodeficiéncia humana (SIDA), causada pela
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (Human Immuno-
deficiency Virus, HIV), foi identificada no inicio da década de 1980.
O HIV é um retrovirus que contém acido ribonucléico (RNA) de fita
simples, pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae,
diferenciando-se em tipo 1 e 2.! O tipo HIV-1 é mais patogénico e
prevalente no mundo, enquanto que o HIV-2 é endémico na Africa
Ocidental e vem se disseminando pela Asia. Ambos sdo transmitidos
pelas vias sexual, parenteral ou vertical.?

O HIV-1 é classificado em trés grupos, o M (main) responsavel
pela maioria das infec¢des, o O (outlier) e o N (new). Na atualidade,
nove subtipos puros e 43 formas recombinantes do grupo M sao
reconhecidos incluindo subsubtipos (A1, A2, F1 e F2). O grupo O é
o mais prevalente, representando aproximadamente 56% das infec-
¢des no mundo. A infectividade do HIV-1 depende da sua carga viral
e da presenca de células infectadas com o virus em fluidos corporais,
embora os requisitos para transmissdes virais e de célula para o HIV-
1 permanegam pouco compreendidos.?

A SIDA é um dos maiores problemas de salde publica do
Brasil* e do mundo. Globalmente, cerca de 34 milhdes de pessoas
ja possuiam a infeccdo e na América do Sul, mais de 2,0 milhdes de
adultos e criancas possuem a sindrome em 2011. Apenas no Brasil os
casos de SIDA atualizados até junho de 2010 contabilizavam 592.914
novos casos desde 1980, quando o HIV foi identificado. A incidéncia
tem variado em torno de 20 casos de novas infec¢des para cada 100
mil habitantes. Apesar do nimero de novas infec¢des vir diminuindo
globalmente, a infeccdo pelo HIV em 2011 foi de 2,5 milhdes, 20%
menor do que em 2001.°

Embora a transmissdo do virus HIV seja preponderantemente
sexual, a contaminacdo por transfusdo sanguinea também é preocu-
pante, pois, a despeito da sensibilidade dos testes soroldgicos de
triagem, ha o risco de contagio especialmente na fase de janela
imunoldgica da infec¢do, quando os anticorpos estdo presentes em
niveis baixos e indetectaveis. Assim, a contaminagao por esta via tem
ocasionado grande temor na populagdo em relacdo a seguranca nos
servicos hemoterapicos.®

A infeccdo pelo virus HIV pode ser dividida em quatro fases
clinicas: infeccdo aguda, fase assintomatica, também conhecida
como laténcia clinica, fase sintomatica inicial ou precoce e AIDS. A
infeccdo aguda ocorre em cerca de 50% a 90% dos casos. O tempo
entre a infeccdo pelo HIV e o aparecimento de sinais e sintomas, na
fase aguda, é de 5 a 30 dias. O periodo de laténcia clinica, apds a
infeccdo aguda, até o desenvolvimento da imunodeficiéncia é longo,
em média de seis anos.” Caracterizada pela estabilizacdo da viremia
de acordo com a velocidade da replicagdo e de depuragdo viral ®

Anticorpos contra o virus HIV aparecem principalmente no
soro ou plasma de individuos infectados, em média, 3 a 12 semanas
apos a infeccdo. O periodo compreendido entre o inicio da infeccdo
e a detecgdo dos anticorpos é denominado de janela imunoldgica.®
A infectividade na fase aguda é até 43 vezes maior do que na fase
latente.l? Esta fase caracteriza-se tanto por viremia elevada, quanto
por resposta imune intensa e consequentemente rapida queda na
contagem de linfécitos CD4+ de carater transitério.

O diagnodstico soroldgico da infeccdo por HIV é realizado
a partir de métodos que detectam a presenga de anticorpos e ou
antigenos especificos para HIV1! Com o objetivo de encurtar
cada vez mais o periodo sem diagndstico laboratorial, conhecido
como janela imunoldgica, os testes de detec¢do do genoma viral,
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chamados testes de acidos nucléicos (NAT)*2 foram implantados
na triagem soroldgica de agentes patogénicos transmissiveis por
transfusdo, principalmente para os virus HIV. Desde a sua introducdo
em meados dos anos 1980, os testes de HIV com deteccdo combi-
nada de antigenos/anticorpos tem melhorado gradualmente, tanto
em termos de sensibilidade quanto de especificidade.** No Brasil,
alguns servicos hemoterapicos da rede privada também ja utilizam a
tecnologia gendmica na rotina de triagem laboratorial de doadores
de sangue.* De acordo com a Portaria n° 1. 353 de 13 de junho de
2011, a partir de dezembro de 2011, todos os centros hemoterapicos
deveriam utilizar NAT, sendo possivel a realizagdo de exames em
pool de amostras de sangue com esta metodologia.t®

Segundo o Regulamento Sanitario para Servicos relacionados
ao ciclo produtivo do sangue humano, componentes e procedi-
mentos transfusionais, o RDC n° 57/2010, em toda doacdo deve ser
realizado obrigatoriamente testes laboratoriais de triagem de alta
sensibilidade para deteccdo de marcadores de doengas infecciosas,
dentre eles o HIV-1 e o HIV-2. Estes devem ser testados em dois
testes em paralelo, em uma mesma metodologia, sendo um teste
para deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 e 2, que inclua a detecgdo
do grupo O, e um teste para deteccdo combinada de antigeno/
anticorpo. Nos casos de resultados reagentes ou inconclusivos nos
testes soroldgicos de triagem, o servico de hemoterapia deve repetir
os testes iniciais em duplicata, na mesma amostra da doagdo. Se
esta persistir reagente ou inconclusiva, deverdo ser encaminhadas
amostras para laboratérios de referéncia para confirmacdo com uso
de outra metodologia.*®

O teste imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay, ELISA), especifico para anti-HIV realizado por ensaio de
imunoabsorbancia por ligagcdes enzimaticas tem alta especificidade
e sensibilidade.” Assim é classificado como um teste de triagem,
pois tem como funcdo detectar todos os individuos infectados com
HIV, produzindo poucos resultados falso-negativos. Seu principio
consiste na detec¢do de anticorpos dirigidos contra antigenos virais
(usualmente anti-p24, gp41 e/ou gpl20). Recentemente, ensaios pa-
ra deteccdo de antigenos (p24) também tém sido introduzidos, o que
reduz a “janela imunologica” em aproximadamente uma semana,
sendo denominados como testes de 42 geragdo.lt

Testes de ELISA com resultados positivos devem ser confirma-
dos por testes como o Western Blot (WB). O WB detecta proteinas
especificas seja a partir de amostras bioldgicas como aquelas ob-
tidas por recombinacdo génica. A técnica consiste na eletroforese
de proteinas virais, antigenos, em um gel de poliacrilamida. Estes
antigenos virais separados pela eletroforese sdo transferidos para
uma membrana de nitrocelulose e posteriormente incubados com
o soro do paciente.!

Nesta técnica, os componentes virais se distribuem de acor-
do com seus pesos moleculares.!® Este ensaio compartilha alguns
principios do ELISA com a vantagem de identificar anticorpos espe-
cificos para diferentes antigenos virais do HIV, anticorpos dirigidos
contra proteinas virais codificadas por diferentes genes, a saber: core
(p17,p24,p55), env (gp160/120, gp4l) e pol (p31,p51,p66). O WB ndo
deve ser utilizado como um teste de triagem em decorréncia de seu
alto percentual de resultados falso positivos (>2%), por ser muito
sensivel e detectar pequenas quantidades das proteinas pesquisa-
das. Assim 4 a 20% das amostras que sdo reativas no ELISA HIV sdo
interpretadas como indeterminadas pelo WB.®

Este estudo tem a finalidade de realizar a comparacdo da
eficiéncia da metodologia de ELISA de 4° geracdo em centros he-
moterapicos.
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METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo descritivo, no qual fo-
ram analisados os resultados das 8475 amostras de sangue de todos
os doadores de um banco de sangue da Regido dos Vales no estado
do Rio Grande do Sul coletadas de novembro de 2010 a outubro
de 2011. Foram incluidos no estudo dados de doadores com idade
entre 16 e 68 anos e excluidas todas aquelas amostras testadas com
ELISA de 32 geracao.

Foram avaliados os resultados dos testes de HIV realizados
com ELISA de 42 geragdo de duas marcas distintas. As empresas fabri-
cantes dos kits foram preservadas, quanto a identificagdo utilizando-se
apenas a descricdo "A" e “B". A empresa "A" utiliza o teste de ELISA
baseado no principio de sanduiche de antigenos: gp160, peptideo
ANT70 de HIV-1 grupo-O, peptideo env do HIV-2 e anticorpos anti-
-p24 do HIV-1 associados a presenca de uma esfera de conjugado
em cada poco de microelisa. A empresa “B" utiliza também o teste de
ELISA baseado no principio de sanduiche de antigenos e anticorpos,
porém sem a presenca de esfera. Utiliza uma combinagdo de pro-
teinas recombinantes e peptideos sintéticos contra anticorpos para
gp41 de HIV-1, gp4l de HIV-1 grupo-O, gp36 de HIV-2 e anticorpos
monoclonais contra p24. As amostras com resultado reagente no
teste de triagem de 42 geracdo foram encaminhadas para analise
pelo Western Blot (WB), em laboratério terceirizado. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario
Univates sob protocolo nimero 0342/2010.

RESULTADOS

Do total de amostras analisadas no periodo do estudo, 6
obtiveram resultados positivos ou incomclusivos para HIV, as quais
foram encaminhadas para realizacdo do WB. Destas seis, apenas
uma amostra foi confirmada como reagente. Estas amostras foram
analisadas e classificadas de acordo com pontos de corte, chamados
cut off (CO), estes variam conforme os controles negativos e positi-
vos. A tabela 1 mostra o perfil dos doadores e dos resultados dos
exames positivos em ELISA com o teste A, B e WB.

DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas houve crescimento considera-
vel da preocupagdo com a garantia da seguranca transfusional,
desencadeada principalmente pelo surgimento da epidemia de
AIDS. No Brasil, estima-se que a taxa de descarte soroldgico nos
bancos de sangue nacionais varia de 10% a 20%, apresentando-se

mais alta do que em paises desenvolvidos, principalmente devido
a alta porcentagem de pessoas que doam pela primeira vez e que
apresentam uma prevaléncia de infec¢des préxima a da populagédo
em geral, pois ndo realizam testes de triagem frequentemente.'®
Para se obter seguranga dos produtos sanguineos a serem
utilizados em transfusdes, rigidos parametros de qualidade devem
ser seguidos. De acordo com a Portaria n°® 1. 353 de 13 de junho
de 2011, os servicos de hemoterapia deverdo adotar ferramentas
de boas praticas para a avaliacdo, manipulagdo e monitoracao,
que garantam a qualidade dos servicos prestados. O controle
do processo da triagem sorologica deverd compreender desde
validacdo inicial, validagdo dos lotes, monitoramento diario,
calibragdo periddica de equipamentos, bem como, manutengao
preventiva e corretiva. O controle de qualidade interno positivo e
o controle de qualidade interno negativo deverdo ser adquiridos
utilizados diariamente com a finalidade de evidenciar a perda
da sensibilidade dos ensaios, identificarem variacbes lote a lote,
detectar erros aleatdrios ou sistematicos entre outros.’®
Entretanto ndo podemos descartar a importancia de um
teste com cut off seguro. De acordo com dados da Tabela 1, ve-
mos que a amostra F, apresentou densidades épticas aumentadas
caracterizando a amostra positiva ja nos testes de triagem. Tal
fato nao se verificou nas outras amostras. E possivel observar que
no teste A, os valores de cut off sdo lineares e semelhantes, ja do
teste B estes valores variam, porém é necessario relembrar que
todas as amostras testadas passaram pelo mesmo processo que
os controles, entdo esta variacdo nao interfere na sensibilidade e
especificidade do teste de acordo com os fabricantes dos testes.
Com o aumento da sensibilidade pelo ELISA de 42 geracdo,
através de pesquisa da proteina viral p24, foi evidente o aumento
no tempo de deteccdo de carga viral diminuida. Esta lacuna é
compreensivel, porque a area da superficie da fase sélida para a
deteccdo é constante e limitada, independentemente se é utiliza-
do para um Unico teste ou testes combinados. No entanto, isso
nao significa que ELISA para deteccdo de antigeno p24 ndo possua
deficiéncias. A proteina viral p24 é um marcador transitério que
pode cair para um nivel indetectavel ap6s a infecgdo aguda inicial
e so ressurge na fase avancada da AIDS em pacientes. Assim, os
testes utilizando este marcador sdo mais valiosos para situagdes
de triagem de sangue de individuos, que ndo possuem niveis
detectaveis de anticorpos, detectando infec¢des no inicio, através
do antigeno viral de pessoas que foram expostas, auxiliando tam-
bém no monitoramento da terapia antirretroviral.?
O risco de transmissdo diminui consideravelmente durante
o uso de antirretrovirais, em cerca de 6,6 milhdes de pessoas ja

Tabela 1. Dados doadores reagentes /inconclusivos nos testes de triagem e confirmados através de Western Blot.

Idade Sexo Estado civil TesteA TesteB Teste ELISA Westemn
DO/CO DO/CO 4? geragao Blot
A 38 F Unido estavel 0.339/0.165 0.039/0.356 Inconclusivo N&o Reagente
B 31 M Uniao estavel 0.131/0.157 0.330/0.437 Reagente Nao Reagente
C 42 F Unido estavel 0.047/0.147 0.760/0.143 Inconclusivo N&o Reagente
D 28 F Solteiro 0.157/ 0.154 0.028/0.196 Inconclusivo N&ao Reagente
E 55 F Divorciada 0.164/0.163 0.043/0.467 Inconclusivo N&ao Reagente
F 30 F Unido estavel 2.879/0.151 2.320/0.190 Reagente Reagente

DO: Densidade Opnca; CO: Cut Off
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estdo utilizando antirretrovirais dentre as 34 milhdes de pessoas
infectadas globalmente.?* Pois a infectividade esta relacionada
com a concentracdo de RNA do HIV no soro, sendo que quando
a presenca de RNA ndo é mensurada em exames laboratoriais,
o risco de transmissdo é praticamente zero. Todos os dados
epidemioldgicos e laboratoriais indicam que a utilizacdo da te-
rapia antirretroviral pode diminuir significativamente o risco de
transmissdo, pois ha a diminugdo de carga viral. Entretanto os
anticorpos continuam presentes, sendo normalmente detectados.
Porém criancas que utilizam a terapia antirretroviral desde seu
nascimento podem ter anticorpos em niveis indetectaveis, em
uma carga viral constantemente muito baixa, tornando-se nega-
tivo nos testes de triagem.’® De acordo com um relato de caso
o tratamento antirretroviral, mesmo em uma crianga gravemente
sintomatica e imunossuprimida, pode resultar em supressdo da
replicagdo viral, tal que anticorpos especificos de HIV-1 ndo sdo
detectaveis. Em consequéncia pode ser erroneamente identifi-
cada como sendo HIV negativo, e isso tem implicacdes sobre a
seguranca dos produtos de sangue e doacao de 6rgaos.’

Existe um periodo curto de 2 a 5 dias, em que ELISA de 32
geracdo é positiva e o teste de Western Blot é negativo. Quando
usado o teste de triagem de 42 geragdo, este periodo aumenta,
pois a carga viral circulante esta aumentada e ainda ndo houve
producdo de anticorpos, sendo que ap6s um periodo de 3 a 7 dias
o ELISA ainda é positivo e o WB indeterminado.®®

Para a reatividade especifica para o HIV é necessério pelo
menos duas proteinas p24, gp41, e gp120/gpl60 para a interpreta-
¢do como um resultado positivo no WB. Pois de vez em quando ha
perfis de reatividade que ndo sdo compativeis, portanto, produz
resultados indeterminados, que muitas vezes refletem o status
soroldgico real do individuo, como infeccdo aguda do HIV-1 ou
HIV-2, porém ha alguns fatores que interferem nos resultados,
pois as proteinas sdo encontradas somente no HIV.2

Segundo o Ministério da Saude,® quando um individuo tem
um resultado positivo no teste de ELISA, negativo ou indetermi-
nado no teste de WB, ele pode estar na fase de soro conversdo. A
coleta da amostra 30 dias apds a primeira, confirma o resultado.
Isto ndo acontece nos individuos com resultados falso-positivos
ou a reatividade inicial desaparece ou é mantida sem soro con-
versao.

Ha fatores bioldgicos que causam resultados falso-positivos
na pesquisa de anticorpos anti-HIV, incluindo os testes ELISA
e WB, dentre outros. Sendo elas artrite reumatoide; Doencas
autoimunes, como lUpus eritematoso sistémico, doencas do te-
cido conectivo e esclerodermia; Colangite esclerosante primaria;
Terapia com interferon em pacientes hemodialisados; Sindrome
de Stevens-Johnson; Anticorpo antimicrossomal (anti-TPO); Anti-
corpos HLA; Infeccdo viral aguda; Aquisicdo passiva de anticorpos
anti-HIV (de mae para filho); Neoplasias malignas; Outras retrovi-
roses; Multiplas transfusdes de sangue; Anticorpos anti-musculo
liso.1t

Observou-se em estudos, de acordo com Malm et al*? que
amostras de soro conversdo do HIV tipo 1 foram detectadas mais
cedo, com os ensaios onde ha a pesquisa de antigenos e anticor-
pos em comparacdo com testes de pesquisa de somente anticor-
pos. Essa melhoria pode ser de grande importancia na transfusao
de sangue, pois demonstraram que o periodo de janela a partir da
data de infeccdo para a detecgdo é reduzida se comparada com
testes que pesquisam somente anticorpos.'?

Segundo o Ministério da Saude,® é necessario ter em vista
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gue o sistema imunolégico de cada individuo responde de forma
diferente a infeccdo do HIV. O desenvolvimento de anticorpos
anti-HIV ou da replicacdo viral em quantidade suficiente para ser
detectada pelos métodos de diagnéstico utilizados é dependente
da resposta individual, onde o tempo de janela imunoldgica varia
de individuo para individuo. Conclui-se que sdo necessarias varias
pesquisas para aprimorar cada vez mais os testes de triagem para
doencas virais, em especial o HIV. Em centro hemoterapicos, seria
fundamental a pesquisa dos fatores relacionados a distor¢do dos
resultados obtidos nos testes de triagem, através de entrevistas
mais detalhadas, questionamentos adequados e pertinentes para
avaliar o perfil dos doadores.
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