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Resumo

Varias décadas de desenvolvimento levaram a uma ampla variedade de kits de reagentes
diagndsticos para atender as diferentes necessidades de vigilancia, diagndstico e
monitoramento dainfecgado pelo virus daimunodeficiénciahumana (HIV). O testelaboratorial
€ um componente essencial para o diagnostico do HIV e o ponto de partida para o tratamento
dos pacientes. Este relato de experiéncia se propde a apresentar aos profissionais que
atuam na area da infecgédo pelo HIV as possiveis causas para um diagndéstico sorolégico
indeterminado. O diagnostico de HIV é realizado por meio de fluxogramas de testes que
envolvem o uso de ensaios soroldgicos para a triagem e confirmatério. E fundamental
entender a dindmica de varios marcadores virais em relagdo ao estagio da infecgao em
individuos apos exposicao ao HIV. Os laboratorios devem ter medidas para avaliar o
desempenho analitico dos testes soroldgicos para HIV e adotar um sistema de qualidade
para verificar a eficacia dos servigos prestados.

Palavras-chave: testes soroldgicos, anticorpos anti-HIV, diagndstico clinico, reagdes
falso-positivas, avaliagdo de desempenho.

Abstract

Several decades of development in the field have led to a wide variety of test kits available
for addressing the different needs of surveillance, diagnosis, and monitoring of human
immunodeficiency virus (HIV) infection. Laboratory testing is a key component of HIV
diagnosis; it is the starting point for diagnosing and treating patients. This experience report
aims to present to professionals working in the area of HIV infection the possible causes for
an indeterminate serological diagnosis. HIV diagnosis is performed using test flowcharts
that involve the use of serological assays for screening and confirmatory testing. It is critical
to understand the dynamics of various viral markers against the time course in individuals
after exposure to HIV. Laboratories must have measures in place to assess the analytical
performance of HIV serological tests and adopt a quality system to verify the effectiveness
of the services provided.

Keywords: serologic tests, HIV antibodies, clinical diagnosis, false-positive reactions,
performance evaluation.
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Introdugao

Os testes laboratoriais sdo essenciais para o diagnodstico da infeccao pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Inicialmente, eles eram processados em pequenos
laboratorios por metodologias manuais. Nos ultimos 50 anos, o laboratdrio clinico e seus
profissionais tém enfrentado os desafios do rapido desenvolvimento tecnoldgico e avangos
cientificos para otimizar a triagem dos pacientes, o tempo de resposta e a resolugdo do
status da infecgdo com ensaios mais sensiveis e especificos e totalmente automatizados 2

A automacao, a padronizagdo e a informatizacao do ensaio contribuem para a
reducéo da prevaléncia de erros na fase analitica. No entanto, a qualidade analitica é ainda
uma questao importante, particularmente em algumas areas do laboratério, como a de
imunoensaios. Dessa forma, parametros da qualidade devem ser implementados para
monitorar e assegurar o desempenho das medigoes.34

A evolucao do conhecimento médico exige dos profissionais a necessidade de
utilizagdo de exames suplementares para a confirmagao ou nao de uma hipotese
diagnostica da infeccao pelo HIV e dos laboratérios de analises clinicas, espera-se que
correspondam a essa expectativa executando os testes que estabelecam com precisao e
exatidao o diagndstico.®

Considerando a grande variedade de kits de reagentes diagnosticos disponiveis
no mercado, a avaliagdo do desempenho analitico dos testes para HIV, antes de sua
disponibilizagdo na rotina, é fundamental para garantir a qualidade dos resultados. A
sensibilidade analitica dos kits, embora sejam de mesma metodologia, é diferente entre os
varios fabricantes. Uma forma de verificar a sensibilidade e especificidade analitica desses
insumos € por meio de emprego de painéis de amostras de soro/plasma confiaveis que
apresentam diferentes perfis sorologicos.

Nas ultimas décadas, indicadores da qualidade foram desenvolvidos e introduzidos
para um gerenciamento eficaz dos procedimentos laboratoriais, que possibilitam medir,
corrigire monitorar o desempenho ao longo do tempo para fornecer resultados fidedignos.&=2

Entre esses indicadores, o monitoramento constante da fase analitica pelo uso do
controlede qualidadeinterno e aparticipagdoem programas de proficiéncia (EP) ou avaliagao
externa da qualidade (AEQ) sdo medidas que aumentam a seguranca e a credibilidade do
laboratorio. O programa EP/AEQ representa competéncias inevitaveis e essenciais para 0s
profissionais de laboratério, que devem ser mantidas e aprimoradas ao longo do tempo
para garantir a qualidade na Medicina laboratorial.#2

Atualmente, o diagndstico da infeccao pelo HIV no Brasil é regulamentado pela
Portaria SVS/MS n. 29, de 13 de dezembro de 2013, que aprova o Manual técnico para
diagnodstico dainfecgao pelo HIV em adultos e criangas.*2 A estratégia convencional é utilizar
inicialmente um imunoensaio de 32 geragdo (detecgdo de anticorpos) ou de 42 geracao
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detecgdo de antigeno e anticorpos) na etapa de triagem e, na presenga de um resultado
reagente, um ensaio complementar sorolégico ou molecular é sequido para confirmar a
reatividade da amostra. A metodologia de quimioluminescéncia tem sido a mais aplicada
pelos laboratérios, principalmente a baseada em reagdes antigeno-anticorpos, por possuir
alto rendimento para uma triagem em larga escala.12

O status indeterminado de um individuo indica que os resultados dos testes para
HIV nao proporcionam um diagnostico definitivo, ou seja, nao esta claro se ha ou nao a
infecgao. Muitas vezes, esse diagndstico pode estar associado ao inicio de infecgdo. Nessa
situacao, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que, para populacdes de alto
risco ou com historico de comportamento de risco, esse status seja considerado um caso
potencial de infecgdo aguda por HIV.12

Esterelatodeexperiénciatevecomoobjetivoapresentaraos profissionaisresponsaveis
que atuam na area da infeccao pelo HIV as possiveis causas para um diagnoéstico sorologico
indeterminado.

Resultados indeterminados

Muitas décadas de desenvolvimento levaram a uma ampla variedade de ensaios
laboratoriais disponiveis no mercado para atender as diferentes necessidades de vigilancia,
diagndsticoe monitoramentodainfeccdo pelo HIV. Assim,0s mesmos ensaios que tém como
principio fundamental qualificar ou excluir uma possivel doacao de sangue sao utilizados
para o diagnostico. Embora a qualidade tenha sido cada vez mais aprimorada, a reatividade
em testes de triagem ainda requer sua confirmacao. Reagdes cruzadas de anticorpos em
virtude de varias doengas autoimunes, ou mesmo na gravidez (aloimunizagao), vacinagao
recente contra influenza A-H1NT1 e doenga linfoproliferativa, entre outras situagoes, podem
produzir resultado falso-reagente ou indeterminado em qualquer ensaio imunoldgico,
independentemente do fluxograma de testes utilizado em consequéncia da limitacao da
propria metodologia e do que é capaz de detectar na amostra analisada. A finalidade de
combinar dois ou mais testes, formando o fluxograma, € aumentar o valor preditivo positivo
(VPP) de um resultado reagente inicial, diferenciando individuos infectados dos possiveis
falso-reagentes 121511

A introducao de metodologias de quarta geracao, projetadas para detectar
simultaneamente o antigeno (p24) e anticorpos do HIV, ajudou na identificagdo da infeccdo
aguda e no inicio rapido da terapia antirretroviral (TARV). Apesar da alta especificidade,
esses testes podem produzir resultados falso-reagentes, principalmente em pesquisas
com populagdes de baixa prevaléncia. Na etapa complementar do fluxograma, um teste
especifico e preciso é empregado para confirmar a presenca da infeccao pelo HIV. No
entanto, pode-se deparar com um resultado indeterminado ou ndo reagente para anticorpos
anti-HIV, que, incialmente ndo deve ser excluido o processo de soroconverséo (infecgao
aguda), assim como o uso continuo de TARV pelo paciente. E importante ressaltar que
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esse fluxograma ndo é o mais adequado para os casos de suspeita de infecgcdo aguda. A
realizacao imediata do exame de quantificacao da carga viral é primordial para a definicao
desses casos. Os testes moleculares, considerados com maior sensibilidade sobre os
imunoensaios, vao confirmar ou ndo a presenca do virus 121820

O acompanhamento de longo prazo de individuos com resultado de laudo laboratorial
indeterminado para HIV — reagente na triagem, principalmente com indice proximo ao valor de
corte (cut off) e ndo reagente ou indeterminado no teste confirmatério — nao revela evidéncias
de infecgao pelo HIV. Indica resultado falso-reagente no ensaio de triagem.2 A persisténcia
na realizagao dos mesmos exames sorologicos em um paciente tem sido observada, mesmo
ap0s o possivel periodo de soroconversao. E importante ressaltar a reatividade dos diferentes
tipos de ensaio para a deteccao da infeccdo pelo HIV [RNA viral, antigeno (p24) e anticorpos],
que progride sequencialmente e permite que, a cada aparecimento de um marcador na
circulacao, seja atribuido um estagio a infeccao, conforme ilustra a Figura 1.12

Figural. Marcadores da infecgédo pelo HIV na corrente sanguinea de acordo com o periodo em que
surgem apos a infecgéo, seu desaparecimento ou manutengao ao longo do tempo.

Fonte: Ministério da Saude (2018). Manual técnico para diagndéstico da infecgéo pelo HIV em adultos e criangas.

Legenda: RNA: &cido ribonucleico; p24: proteina do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) seqguida do nimero 24, que
indica o seu peso molecular; IgM: imunoglobulina da classe M; IgG: imunoglobulina da classe G.

Os testes de HIV mais amplamente usados detectam anticorpos produzidos como
parte da resposta imunoldgica para combater o virus. Na maioria dos casos, os individuos
desenvolvem anticorpos para esse virus dentro de 28 dias apds a infeccao. Durante
esse tempo, eles estao na chamada "janela imunoldgica”, quando tém baixos niveis de
anticorpos que ndo podem ser detectados por muitos testes, mas podem transmitir o HIV.2
O tempo entre a exposigao (sexual, parenteral ou ocupacional) e a detecgdo com precisdo
da infeccao por um teste tem implicacoes importantes para o clinico concluir o diagnostico
do paciente.22 Testes como a carga viral (média de 10 dias) e detecgao de antigeno (média
de 15 dias) podem definir mais precocemente o diagndstico.
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De acordo com a Figura 2, um dos fluxogramas preconizados pelo Manual técnicol?
e muitas vezes utilizado para diagndstico do HIV, o ensaio quantitativo de RNA do HIV-1
€ necessario para diferenciar o resultado falso-reagente no ensaio de triagem (antigeno/
anticorpos) e confirmatdrio (anticorpos) nao reagente ou indeterminado.

Figura 2. Fluxograma de testes com ensaio de triagem de quarta geragao seguido do teste
complementar para detecgao de anticorpos.

Fonte: adaptado de Ministério da Saude (2018). Manual técnico para diagndstico da infecgdo pelo HIV em adultos
e criangas.

Legenda: |IE: imunoensaio; 42G: quarta geracao; T1: teste inicial; WB: Western blot; IB: imunoblot; IBR: imunoblot rapido;
T2: teste complementar.
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Ndo menos importante: os profissionais responsaveis pela execugdo dos exames
devem considerar outras possibilidades a respeito do laboratério que podem afetar a
qualidade dos resultados liberados e, consequentemente, o diagndstico clinico. Trata-se
da qualidade do desempenho analitico do kit de reagentes diagndstico, das condigdes de
uso do equipamento e das manutengdes em consonancia com o plano estabelecido das
condigdes de estocagem dos insumos e dos controles e calibradores, que podem impactar
diretamente em suas analises.

Consideragoes finais

Este relato de experiéncia chama a atencao para a utilizagdo adequada das
metodologias em diferentes estagios da infecgdo e para a correta interpretacao de um
exame laboratorial que vai além do resultado, a necessidade do conhecimento médico para
avaliad-lo em conjunto com a epidemiologia e clinica do paciente. E fundamental entender
a dinamica dos varios marcadores biolégicos em relacao ao curso temporal em individuos
apos uma possivel exposicao ao HIV. Por outra perspectiva, os laboratérios devem ter
medidas para avaliar o desempenho analitico dos testes soroldgicos para HIV e adotar um
sistema de qualidade para verificar a eficacia de seus servigos prestados. A qualidade do
diagnostico deve ser vista como um processo dinamico, avancando para niveis que podem
exigir interacao proxima entre os profissionais da saude.
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