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palavras-chave

resumo

Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), testes de rastreio para o VIH,
falsos-positivos.

O numero de individuos infetados pelo VIH tém vindo a aumentar ao longo
dos anos. Perante a gravidade e o estigma criado em torno desta doencga, ha
um crescente interesse na compreensao da ocorréncia de falsos positivos nos
testes de rastreio para o VIH, dada a implicacdo deste resultado na vida de um
individuo.

Assim, este trabalho foca-se na analise dos resultados falsos positivos
obtidos no teste de rastreio para o VIH no sentido de estudar a prevaléncia,
destes resultados na populacdo estudada, relacionar os dados demogréficos
(género e faixa etéria), dados clinicos (diagndstico, antecedentes pessoais,
medicacdo crénica, possiveis fatores de risco), bem como alguns dos
parameros  laboratoriais. Além  disso, pretende analisar mais
pormenorizadamente a populacdo de gravidas e os resultados do teste do
Cltomegalovirus. Os resultados obtidos evidenciaram que os individuos que
apresentavam um resultado falso positivo eram maioritariamente do sexo
feminino e compreendidos entre os 21-30 e 51-60 anos, parecendo ser
predominante na idade fértil e no inicio da menopausa. Os individuos do sexo
masculino predominam em idades muito jovens e muito avancadas. Em 24%
dos individuos, a condicdo mais associada aos falsos positivos, foi a gravidez.
Os problemas cardiovasculares e respiratdrios foram os mais frequentes na
populacdo de falsos positivos, assim como as alteracdes laboratoriais
observadas eram indicativas de doenca hepéatica. Na avaliagdo da
performance dos métodos usados observou-se um maior nimero de falsos
positivos nos resultados por quimioluminescéncia do que por ELFA.
Relativamente a prevaléncia dos resultados do CMV verificou-se que alguns
individuos apresentavam imunidade para o CMV e apenas um doente
apresentou infecéo aguda pelo CMV.

Verifica-se que o nimero de falsos positivos (0,46%) no teste de rastreio
pelo VIH analisados neste estudo é bastante significativo e parece estar
associado a condicbes como a gravidez e o CMV. Estudos futuros seréo
importantes para uma melhor compreenséo de um resultado falso positivo num
teste de rastreio para o VIH, com vista a otimizacdo destes testes e a

diminuicdo dos efeitos subjacentes a um resultado deste tipo.
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The numbers of individuals affected by HIV infection have been increasing over
the years. In view of the gravity and the stigma created around this disease,
there is a growing interest in understanding the occurrence of false positives in
diagnosis tests, given the implication of this result on the life of an individual.
This work focuses on the analysis of false positive results obtained in the
screening test for HIV in order to study the prevalence of these findings in the
study population, relate the demographic data (gender and age), clinical data
(diagnosis, personal history, chronic medication, possible risk factors) as well
as some of the parameres laboratory. It also aims to investigate further the
population of pregnant and the test results of cytomegalovirus. It was found that
individuals who had a false positive result were mostly female and included
among the 21-30 and 51-60 years seems to be predominant in fertile age and
early menopause. The males are more common among very young and very
advanced. In 24% of individuals the condition most often associated with false
positives was pregnant. The cardiovascular and respiratory problems were
most frequent in the population, as well as laboratory abnormalities observed
were indicative of liver disease. In evaluating the performance of the methods
used noted that the number of false positives by chemiluminescence was much
higher than for ELFA. For the prevalence of the results of CMV was found that
some individuals had immunity for CMV and only one patient acute CMV
infection. It is noted that the number of false positives (0.46%) in the screening
test discussed HIV is significant in this study and seems to be associated with
conditions such as pregnancy and CMV. Future studies will be important for
better understanding of a false positive result on a screening test for HIV, with
the aim of these tests will optimize and reduce the effects underlying such a
result.
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Introducéo

l. Introducéo

O namero de individuos que vivem com o VIH tem vindo a aumentar em todo o
mundo, verificando-se em 2008, 33,4 milhdes de pessoas infetadas, 20% mais casos do
que os registados em 2000 e aproximadamente trés vezes mais do que em 1990 [1, 2].

O VIH é um retrovirus ARN transmitido principalmente por via sexual, parental e
transplacentaria [3, 4]. Para o diagndstico e confirmacdo de infecdo pelo VIH os
principais testes utilizados sdo: o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o Western blot. O
método de ELISA tem sido utilizado para a pesquisa de anticorpos anti-VIH 1/ 2 para
fins de rastreio. O Western blotting € uma técnica que usa anticorpos especificos para a
detecdo de proteinas desnaturadas especificas do VIH, mais precisamente proteinas do
core-gag (pl7, p24 e p55), da polimerase-pol (p31,p51,p66) e do envelope-env (gp 41,
gpl120, gp 160). Ambos os testes ttm uma elevada especificidade e sensibilidade,
contudo o nimero de falsos positivos associados a estes testes sdo significativos [5] e
tém sido relacionados com varios fatores, incluindo doengas auto-imunes, insuficiéncia
renal, fibrose cistica, gravidez, transfuses, doenca hepética, hemodialise e vacinacdo
para hepatite B, raiva ou gripe, o que dificulta o diagnostico [6, 7]. Assim, a
compreensdo das caracteristicas de cada individuo para o qual se obteve um resultado
falso positivo nos testes de rastreio para o VIH é fundamental ndo s6 para a
interpretacdo cuidadosa dos resultados obtidos, como também para a pesquisa de
métodos de diagndstico alternativos aos existentes de forma a minimizar a ocorréncia de
falsos positivos e as consequéncias clinicas que dai possam advir.

O presente estudo pretendeu estabelecer uma relacdo entre as carateristicas de
cada individuo que obteve um resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH,
dando particular énfase aos métodos de diagnoéstico em uso atualmente, as suas

limitagdes e aos fatores subjacentes & ocorréncia de falsos positivos.
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Revisdo da literatura

1. Revisao de literatura

1. Epidemiologia do VIH

A nivel mundial, estima-se que 33.4 milhdes de individuos encontravam-se
infetados pelo VIH em 2008 [1]. Uma andlise do Centro de Controlo de Doencas e
Prevencdo (Centers for Disease Control and Prevention) revela que até ao final de
2006, mais de um milhdo de habitantes, adultos e adolescentes foram infetados pelo
VIH nos Estados Unidos. Na Finlandia até ao final de 2007, tinham sido relatados 2258
casos de infecdo por VIH. Em Africa, cerca de 40% das novas infecdes, aparecem em
jovens com idades compreendidas entre os 15 e 24 anos [8]. Em Portugal, o primeiro
caso de VIH foi detetado em 1983, no Hospital Curry Cabral. Num dos estudos do
programa das Nac¢des Unidas sobre o VIH/SIDA (UNAIDS), verificou-se que cerca de
42.000 pessoas estdo infetadas pelo VIH em Portugal, correspondendo a cerca de 0,4%
da populacdo. Relativamente a ocorréncia de novos casos da infecdo, Portugal é o pais
com as maiores taxas da Europa. Noutro estudo observou-se que a 31 de Dezembro de
2010, encontravam-se notificados 39 347 casos de infecdo VIH/SIDA nos diferentes
estadios da infecdo, bem como, o total de casos acumulados de SIDA era de 16 370, dos
quais 513 causados pelo virus VIH-2, 212 casos referem infecdo associada aos virus
VIH-1 e VIH-2 e os restantes casos causados pelos virus VIH-1. Desde 1999 tém

surgido mais casos de SIDA em grupos etarios superiores (> 45 anos)[9].

2. O virus da imunodeficiéncia humana (VIH)

2.1 Estrutura do VIH

O VIH (Figura 1) possui uma capside composta por proteinas, glicoproteinas,
acidos gordos e acidos ribonucleicos (ARN) que transportam o material genético do

VIH. Cada particula viral do VIH é encapsulada no envelope viral que é derivado da

3
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membrana celular da célula humana hospedeira. Dentro do envelope viral encontra-se o
nucleocapsideo ou o ndcleo viral. A camada externa deste ndcleo é composta por uma
proteina designada de p17, enquanto o nlcleo interno é composto por proteinas p24 [10-
12].

Figura 1- Estrutura do VIH [13].

O nucleo da particula viral detém o genoma do VIH, que é composto por duas
moléculas de ARN de cadeia simples. Estas moléculas estdo associadas a proteinas
necessarias para a sobrevivéncia e propagacdo do VIH, incluindo uma transcriptase
reversa, que converte o ARN do VIH em ADN, e uma integrase, que integra 0 ADN do
VIH no genoma da célula hospedeira. Estas proteinas, juntamente com as glicoproteinas
acima referidas, sdo muitas vezes referidas como antigenos (por exemplo, o antigeno

p24) porque podem evocar uma resposta imune do hospedeiro infetado [10].

2.2 Tipos de VIH

O VIH pertence a uma classe de virus designada de retrovirus, e a um subgrupo de
retrovirus conhecido como lentivirus [14]. Dois tipos virais geneticamente distintos de
VIH, 0 VIH-1 e 0 VIH-2 foram identificados [14].

O VIH-1 é o tipo viral mais comum, encontrado nos Estados Unidos, Europa e

Africa Central. Este caracteriza-se pela ampla heterogeneidade genética impulsionada
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por varios fatores, tais como, a inatividade da transcriptase reversa (RT), o rapido
turnover do VIH-1 in vivo, a sensibilidade a pressdes seletivas do sistema imunitario e a
sua capacidade de recombinacdo durante a replicacdo. Devido a esta variabilidade, as
variantes do VIH-1 sdo classificadas em trés grupos filogenéticos: grupo M (principal),
grupo O (outlier) e grupo N (ndo-M/nédo-0) [15]. O grupo M é responsavel pela maioria
das infecdes do VIH-1, podendo ser subdividido em 10 subtipos filogenéticos (A a K),
que sdo aproximadamente equidistantes entre si (Figura 2) [16-18]. A variabilidade
genética entre os subtipos do grupo M € de 15% para o gene gag e 25% para 0 gene env
[19].

HIV-1 O

HIWV=-1 N

CRF13_cpx
CRFO6_cpx
~CRF18_cpx

—— CRFO4_cpx
— —CRF16_AZ2

CRFO9__cpx
T~ CRFO1_AE

e, CRF15_01B
) r=EN
ey e

Figura 2 - RelacOes evolutivas entre as classes de VIH-1 ndo recombinantes [14].

Adicionalmente, dentro de um subtipo é possivel identificar subsubtipos, que séo
filogeneticamente mais estreitamente relacionadas entre si do que para outros subtipos.
Este é o caso dos subtipos A e F, cujos membros sdo classificados atualmente em
subsubtipos, Al, A2 e F1, F2, respetivamente. Também se verifica 0 mesmo
relacionamento para os subtipos B e D, sendo o subtipo D considerado o inicio da
variante africana do subtipo B, contudo a sua designacdo original como subtipo é
mantido pelos autores, para consisténcia com trabalhos anteriormente publicados [14].

A classificacdo dos subtipos de VIH-1 foi originalmente baseada nas regides
subgendémicas de genes individuais. No entanto, o elevado nimero de subtipos
disponiveis em todo 0 mundo e o0 progresso nos métodos de sequenciamento, levaram a

que atualmente as classificacdes filogenéticas do VIH-1 sejam baseadas em sequéncias
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de nucledtidos provenientes de varias regides subgenomicas (gag, pol e env) dos
mesmos subtipos ou na sequéncia do genoma completo em analise. Esta abordagem
revela que as relagBes filogenéticas entre os diferentes subtipos variam ao longo dos
seus genomas [18].

O VIH-2 também apresenta variabilidade genética significativa, uma vez que 0s
oito grandes clusters filogenéticos de VIH-2 resultaram de eventos de transmissdo entre
espécies diferentes. O sistema de classificacdo define como grupos: A a H, onde os mais
frequentemente observados s@o 0s grupos A e B e as estirpes mais raras sdo os grupos C
e H. Este tipo de VIH é principalmente encontrado em individuos infetados na Africa
Ocidental [18, 20].

2.3 O ciclo de vidado VIH

O curso de infecdo por este tipo de virus € caracterizado por um intervalo de
tempo entre a infec&o inicial e o aparecimento de sintomas graves. Como todos 0s virus,
0 VIH pode replicar apenas dentro das células [21]. Uma vez dentro da célula, o VIH e
outros retrovirus usam a enzima transcriptase reversa para converter o seu ARN em
ADN, que por sua vez pode ser incorporado nos genes da célula humana [22]. Na
primeira etapa da replicacdo viral (Figura 3) ocorre a ligagdo da particula viral a
recetores especificos na superficie da célula alvo. A entrada ocorre através da fusdo do
virus com a membrana da célula, sendo essa reacdo mediada pela gp 41, onde ocorre a
ligacdo da proteina gpl20 ao recetor CD4, expresso na superficie de linfécitos T e
macrofagos [23]. Apds a ligacdo da gp120 a um desses recetores de quimiocinas, ocorre
uma alteracdo estrutural da gpl20 expondo a gp4l, que ird resultar na fusdo da
membrana celular com o envelope viral. Uma vez dentro do citoplasma da célula, a
transcriptase reversa de VIH converte o ARN viral em ADN, sendo feito uma cdpia
completa. A cépia de ADN ¢€ transportada para o ndcleo celular onde uma segunda
proteina, a integrase, vai catalisar a integracdo do ADN viral no material genético do
hospedeiro [22, 24].
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Figura 3 — Ciclo de vida do VIH (adaptado de [25]).

Um dos principais fatores que interferem na progressdo da doenca é a ativacao
anormal da resposta imune, que cria agregados de linfécitos T CD4" ativados tornando-
se assim alvos do VIH, levando a um comprometimento do sistema imunitario[22]. Se a
célula CD4" ndo esta ativada [26], é possivel que o virus persista numa fase latente
durante muitos anos [24].

A capacidade do virus em manter-se latente nas células infetadas torna dificil a
erradicacdo do VIH. Por esta razdo, os doentes VIH- positivos devem permanecer com
terapéutica anti- retroviral indefinidamente. A expressdo subsequente dos genes virais
resulta da transcricdo do ARN a partir do ADN do VIH e na traducdo de proteinas
virais. O ARN transcrito de ADN (mARN) ¢é transportado do nudcleo da célula para o
citoplasma. Uma vez no citoplasma, ha sintese proteica e ocorre uma quebra da cadeia
polipeptidica por acdo da protease, dando origem as diferentes proteinas virais, usando o
MARN do VIH como modelo. A protease do VIH é altamente especifica parao VIH e é
alvo de uma classe de farmacos usada no seu tratamento [22, 24].
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2.4 Fases da progresséo do VIH

No processo de infe¢do do VIH existem trés fases. A primeira fase é denominada
de fase aguda, que ocorre imediatamente apés a infecdo pelo VIH, manifestando-se nos
doentes através de sintomas gripais e erupcao cutanea [27, 28]. Esta fase inicial da
infecdo pelo VIH, é seguida por uma deterioracdo progressiva da funcdo imune, pois o
virus tem a capacidade de infetar os linfocitos T CD4", bem como outras células do
organismos, incluindo os mondcitos e timaocitos [27].

O virus entra na célula alvo através de moléculas da superficie celular, incluindo o
CD4 e os co-receptores de quimiocinas (CXCR4, CCR5). Os linfécitos T CD4",
também designados de "células T-helper”, desempenham um papel central na resposta
imune, procedendo a sinalizacdo celular. Normalmente, uma pessoa saudavel tem uma
contagem de 800 a 1200 linfécitos T CD4* por milimetro ctbico (mm®) de sangue [27].
Como os linfocitos T CD4" sdo destruidas pelo VIH, verifica-se uma diminuicio de
cerca de 500 mm?®, levando a que o sistema imune fique debilitado, o que resulta no
aparecimento de infe¢fes secundérias, tais como, herpes labial (herpes simplex),
condilomas (verrugas), infecdes fangicas, aftas e candidiase vaginal [27]. Nesta fase, 0
acido nucleico viral e o antigénio p24 do VIH sdo detetaveis no soro do doente, no
entanto ndo sdo detetados os anticorpos de VIH (seronegativos). Durante a fase aguda
da infecdo, apds cerca de 6 semanas, os niveis de ARN de VIH no sangue atingem o
maximo, seguindo-se uma diminuicdo dos seus niveis [29]. Por sua vez, a contagem de
linfocitos T CD4" cai rapidamente, seguido de um aumento ligeiro [27].

Os anticorpos anti- VIH sdo geralmente detetados no soro do hospedeiro cerca de
6-8 semanas ap0s a infecdo. A detecdo de anticorpos do hospedeiro é conhecida como
seroconversdo e marca o inicio da segunda fase da infecdo pelo VIH designada como
fase cronica [30]. Durante esta fase, a resposta dos anticorpos do hospedeiro ao VIH
evolui e amadurece, resultando num aumento de anticorpos ao longo de varios anos.
Adicionalmente, os niveis de ARN do VIH no sangue permanecem relativamente
estaveis, e a contagem de linfocitos T CD4" do hospedeiro comega a diminuir [27].

Geralmente quando os valores dos linfocitos T CD4" sdo inferiores a 200 mm?®
(considerando o limite para as nossas defesas), verifica-se 0 aparecimento de doengas,
sobretudo oportunistas, estabelecendo-se um quadro de SIDA que se traduz por efeitos
diretos do virus, tais como, caquexia (emagrecimento como lipoatrofia sobretudo a nivel

da regido subcutanea), febre, fraqueza e lesdes neuroldgicas, uma vez que as células
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gliais sdo células-alvo que possuem receptores para linfocitos T CD4" em niimero
suficiente para causar deméncia a longo prazo. Também se verifica uma
imunodepressdo, que se traduz por infeces multiplas, infecBes oportunistas e
neoplasias, por expressao dos oncogenes que 0 proprio virus tem, como por exemplo o
sarcoma de Kaposi (por desenvolvimento do HMV-8), o linfoma de Hodgkin, linfoma
de Burkitt e outras neoplasias mais frequentes nos doentes infetados por este virus [27,
31, 32].

2.5 Sintomas do VIH resultantes de varias etiologias

Os sintomas podem ser descritos em termos da sua intensidade, duracéo,
interferéncia com as atividades diarias e grau de mudanga ao longo do tempo. Embora o
VIH possa causar sintomas gripais, adinofagia, fraqueza ou prurido, estes geralmente
aparecem apenas duas a seis semanas apos a infecdo e tendem a resolver-se numa a duas
semanas, uma vez que o sistema imunitario comeca a produzir anticorpos para o VIH.
Apos este periodo de "infecdo primaria pelo VIH", o virus permanece no organismo,
mas é em grande parte assintomatico [33, 34].

Mais tarde, se a terapéutica ndo for eficaz, a progressdo da doenca associada ao
aumento da carga viral e da diminuicdo do ntimero de linfocitos T CD4" na circulagio
sanguinea, resulta no aparecimento de sintomas. O comprometimento do sistema
imunolégico resulta em perda de peso, fraqueza, febre, problemas nutricionais, e
diarreia [33]. Como o sistema imunoldgico enfraquece progressivamente, as pessoas
infetadas pelo VIH tornam-se mais vulnerdveis a infecGes oportunistas que
normalmente ndo causam doenca em individuos que ndo estdo imunocomprometidos.
As infecGes oportunistas podem resultar em diversos sintomas como queixas a nivel
orofaringeo, genital, problemas de digestdo, dor neuropatica, mialgias, problemas
respiratorios, problemas de visdo ou perturbacdo cognitiva. Estes sintomas podem
aparecer em simultaneo o que dificulta o quadro clinico [33].

O estado mais avancado da infecdo pelo VIH, também é conhecido como o
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), sendo definido por uma contagem de
linfocitos T CD4 * inferior a um determinado nivel (< 200 células/mm?®) ou a presenca
de uma ou mais doencas oportunistas [33]. Os individuos infetados com o virus podem

ter sintomas que advém de outras fontes, tal como o envelhecimento, em que se observa
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deméncia, debilidade fisica, diabetes, doencas cardiovasculares, artrite, asma,
complicagdes genito-urinario e cefaleias [33, 35]. A toxicidade dos farmacos € uma
questdo a ser tida em consideragdo em todos os tratamentos do VIH, sendo mais
provavel de ocorrer entre os individuos mais velhos. Os efeitos secundarios que provém
da terapéutica antiretroviral da infecdo do VIH sdo a osteoporose e lipodistrofia [36],
que envolve uma redistribuicdo de gordura da face e das extremidades do abdémen e
costas, um aumento do colesterol total, um aumento de triglicerideos e uma diminuicéo
da tolerancia a glucose [33, 37].

Adicionalmente, o stress psicossocial € muito comum na infecdo pelo VIH e pode
ser grave, incluindo ansiedade sobre os resultados da possivel doenca, perturbacGes nas
relagcOes interpessoais, experiéncia do estigma, discriminagdo evidente ou violéncia
[33]. Estes fatores comuns de stress e depressdo podem agravar os sintomas fisicos

existentes, e resultar em queixas somaticas, bem como interferir no tratamento [38-40].

3. Transmissao do VIH

Os fatores de risco associados a transmissdo do VIH sdo essencialmente: a
atividade sexual (homo-, bi- e heterossexual) [4], contato com produtos sanguineos
[41], partilha de seringas [42] e transmissdo transplacentaria [43].

A andlise da situacdo global em Portugal a 31 de Dezembro de 2010 evidenciou
que 0 maior nuimero de casos de VIH estava associado a transmissdo sexual
(heterossexual) num total de 42,1% dos casos, enquanto a partilha de seringas constituia
39,9% de todas as notificagOes, alterando-se assim, a tendéncia inicial da epidemia do
pais. Em rela¢do aos casos de SIDA, em 2010, houve um aumento proporcional do
numero de casos de transmisséo heterossexual (59,4%) e menor nimero de casos
associados a toxicodependéncia. Quanto aos portadores assintomaticos da infecdo em
Portugal, sdo predominantemente individuos com idades compreendidas entre os 20 -
39 anos (68,5%), constatando-se que este elevado nimero de casos estavam associados
a duas categorias de transmisséo: heterossexuais (45.7%), bem como toxicodependentes
(36,4%) [9].

Durante o contato sexual, 0 virus pode atravessar a barreira mucosa da vagina,
vulva, pénis e reto para entrar em contacto com células imunes (dendriticas) que

transportam o virus através da mucosa [4, 44]. As células dendriticas captam o virus no
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exterior, atravessam para o interior e libertam o virus infecioso nos tecidos linfaticos. O
virus liga-se a um linfécito T CD4", tendo como alvo o tecido linfatico, e assim comeca
o primeiro ciclo de infegéo [44].

O risco de infecdo aumenta durante a relacdo sexual quando um parceiro tem uma
carga viral elevada, como se verifica na infecdo primaria e novamente no estagio final
de doenca [4]. Nas mulheres é mais provavel adquirir o VIH durante uma relacéo
heterossexual do que os homens, devido as caracteristicas fisioldgicas femininas, tais
como a grande area de superficie da mucosa que fica exposta ao liquido seminal [45].

O risco de transmissdo do VIH durante o sexo anal recetivo é cerca de 10 vezes
superior ao do sexo vaginal [46]. Quando usado o preservativo de modo regular e
correto, principalmente quando se trata de um individuo seropositivo e outro ndo
infetado, o risco de transmissdo heterossexual é extremamente baixo [45, 47]. A
Organizacdo Mundial de Saude recomenda ainda a realizagdo da circuncisdo masculina
como uma intervencdo adicional importante para reduzir o risco de adquirir a infegéo
pelo VIH em relagdes heterossexuais [47].

Outro meio de transmissdo do VIH ocorre pelo contato com sangue infetado,
geralmente através da reutilizacdo ou partilha de seringas e agulhas com drogas, risco
que no entanto diminuiu pela introducdo de programas de troca de agulhas [48].

Nos EUA, Canadéa e Europa, o fornecimento de sangue tem sido rastreado para o
VIH desde 1985, e o risco de infecdo a partir de produtos derivados de sangue neste
momento € remoto [48].

Existe um risco de transmissdo do VIH da mde gravida para o feto ou recém-
nascido durante a gravidez, pelo parto ou pelo aleitamento materno, contudo apenas um
terco das criancas cujas maes estdo infetadas adquirem a infecdo [49, 50]. Neste sentido,
a inclusdo de intervencdes ideais como a TARV e cesariana, tém reduzido a taxa de
transmissdo materno-infantil do VIH-1 de cerca de 25% para 1% a 2% em paises
desenvolvidos. O risco geral de transmissdo em criangas com 18 a 24 meses de idade é
nestes paises de cerca de 15% a 25%. Em 700.000 criangas infetadas com o VIH em
2003, cerca de 315.000 foram infetados através da amamentagdo [49].

A avaliacdo do nivel e a frequéncia dos comportamentos de risco relacionados
com a transmisséo do VIH s&o importantes na identificagdo das populagdes com maior
risco. Muitos programas de prevengdo concentram-se em informar as pessoas sobre a
transmissao sexual de VIH, na esperanga de superar alguns dos equivocos que possam

levar a que ndo haja uma mudanca de comportamento relativamente a praticas mais
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seguras. A detecdo precoce e o rastreio do VIH sdo imperativos para a sobrevivéncia a
longo prazo dos doentes e na prevengdo da transmissdo aos parceiros sexuais ou

relativamente a partilha de seringas [37].

4. Testes de rastreio parao VIH

Os testes de diagnostico de VIH utilizados atualmente baseiam-se na detecdo de
anticorpos do hospedeiro contra as diferentes proteinas do VIH ou na detecéo direta do
virus ou componentes do virus como o antigénio p24 ou 0 ARN. O objetivo da maioria
destes testes de diagnostico é detetar a infecdo pelo VIH tdo cedo quanto possivel,
diminuindo assim o aumento da janela imunoldgica [51]. No entanto, certos testes de
diagnéstico de VIH visam ainda distinguir entre infecdes de VIH recentes e num estado
avancado, realizados principalmente por razBes epidemioldgicas, para estimar a
incidéncia do VIH dentro de uma determinada populacgéo [51].

Independentemente da finalidade dos testes de diagnostico de VIH ou dos tipos de
moléculas detetadas pelo teste, o sangue ou produtos derivados (plasma, soro ou
manchas de sangue seco) constituem as amostras mais indicadas para analise.
Adicionalmente, as amostras de sangue podem ser armazenadas por longos periodos de
tempo e manter-se bastante estaveis. O plasma pode ser armazenado durante 10 anos a -
20°C, j& o soro pode ser armazenado por 4 a 7 anos a -70°C. O plasma permanece
estavel a temperatura ambiente entre 24 a 48 horas.[52].

Vaérios testes de diagnostico do VIH tém sido desenvolvidos com o intuito de
serem aplicados a outros fluidos biol6gicos como a saliva ou a urina, pois ndo requerem

métodos invasivos para a sua colheita [53].

4.1 EIA, Western blot e ensaio de imunofluroscéncia para detecéo
de VIH

O imunoensaio enzimatico (EIA) é o ensaio padrdo usado para a detecdo de
anticorpos anti- VIH [54]. Os anticorpos detetados sdo principalmente do subtipo
imunoglobulina G (IgG). Efetivamente, o0s ensaios que visam detetar anticorpos anti-

VIH do subtipo imunoglobulina M (IgM) ndo séo suficientemente sensiveis porque a
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concentracdo no soro do IgM anti — VIH é geralmente baixa. Para efetuar um EIA
indireto tipico, o soro do doente (ou plasma) é incubado com um antigénio de VIH
(geralmente p24, gp41l e/ou gp120). Nos doentes seropositivos em que ha seroconversdo
0 anticorpo e o antigénio ligam-se, sendo o anticorpo detetado mais tarde [55]. Para
minimizar o risco de falsos positivos, os resultados positivos obtidos por EIA sdo ainda
confirmados por Western blot [54, 56]. No Western blot, as proteinas de um lisado do
VIH-1 sdo separadas de acordo com o tamanho, por eletroforese em gel de
poliacrilamida e posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana é entdo incubada com IgG conjugada com uma enzima, que na presenca de
um substrato causa mudanga de cor [55].

O ensaio de imunofluorescéncia indireto também pode ser usado como um teste
de confirmacgdo. Neste ensaio, as amostras de soro ou plasma sdo incubadas com
linfocitos T previamente infetados pelo VIH e que expressam antigénios VIH na
superficie da célula. Paralelamente utilizam-se linfocitos T CD4" néo infetados como
controlo. Se um individuo tem anticorpos contra antigénios VIH, os anticorpos devem
ligar-se aos linfécitos T CD4 * infetados, mas ndo a células ndo infetadas utilizadas
como controlo negativo. Os anticorpos ligados, em seguida, sdo detetados com um
anticorpo anti-humano conjugado a uma molécula fluorescente como isotiocianato de
fluoresceina. A molécula fluorescente emite luz quando exposta a radiacéo ultravioleta
sendo a analise do sinal realizada por microscopia de imunofluorescéncia. O grau e o
padrdo de fluorescéncia determinam se uma amostra ¢ infetada pelo VIH [54].

A utilizagdo combinada dos testes de ELISA e Western blot constitui a abordagem
mais usada para o diagnostico do VIH. Mais ainda, quando esta combinacéo de testes €
usada apos a seroconversdo apresenta uma elevada sensibilidade (ou uma baixa taxa de
resultados falsos negativos) de 99,3 — 99,7% e uma elevada especificidade (ou uma
baixa taxa de falsos positivos) de 99,7%. No entanto, os resultados falsos negativos
aparecem muitas vezes se o teste for realizado entre o tempo de transmissao viral e de
seroconversdo. Mais ainda, os resultados falsos negativos sdo mais provaveis numa
populacdo com um elevado numero de infegdes pelo VIH (populacbes de alta
prevaléncia). A maioria dos testes de diagnostico de ELISA/Western blot tem-se focado
na detecdo do grupo M do VIH-1, infe¢bes do subtipo b (o subtipo do VIH mais
comum), ndo sendo tdo sensiveis para a detecdo do grupo O do VIH-1, ou infe¢des por
VIH-2. Assim, a infecdo pelo grupo O do VIH-1 ou VIH-2 pode muitas vezes produzir

resultados falsos negativos. No entanto, varios estudos demonstraram que combinacfes
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de EIAs ou testes rapidos podem facilitar a detecédo e a diferenciacdo de VIH-1, VIH

grupo O e VIH-2 com resultados fidveis [55].

4.2 Ensaio de sensibilidade reduzida “detuned”

Enquanto o EIA e o Western blot podem determinar se uma pessoa esta infetada
com o VIH, este tipo de combinacdo ndo indica se a infecdo é recente ou longa. Em
contraste, 0 ensaio detuned é capaz de distinguir infecGes por VIH recentes (infecdo nos
ultimos 129 — 180 dias dependendo do teste) de infecdes por VIH mais prolongadas
[57].

Para tal, 0 ensaio detuned baseia-se no fato dos niveis de anticorpos anti-VIH no
soro de seroconvertidos recentes serem inferiores aos niveis em seroconvertidos a longo
prazo. Este requer uma maior concentracdo de anticorpos do soro anti-VIH do que no
EIA para ter um resultado positivo. Como o detuned € capaz de detetar novas infe¢des,
tem um valor particular do ponto de vista da saude publica porque fornece uma
estimativa da incidéncia da infecdo pelo VIH numa dada populagdo. Com essas
informacdes, os médicos podem melhorar a prevencao do VIH através da identificacdo
de populagdes com maior risco de contrair VIH, e apostar em programas de educagéo e

prevencdo [51].

4.3 Testes de diagndstico utilizando urina

Os testes de diagnostico de VIH utilizando a urina como amostra podem ser
usados como ensaios de diagndstico em alternativa ao padrdo EIA. Tal como acontece
com os testes soroldgicos e salivares, o EIA é usado para detetar a presenca de
anticorpos anti-VIH na urina. Como o teste de urina é simplesmente um teste de
rastreio, os resultados positivos requerem confirmagdo com o EIA e Western blot ao
sangue [58].

Como acima referido, a utilizacdo de urina e saliva para fins de diagndstico
apresenta a vantagem de requerer métodos de colheita de amostra nao invasivos para o
doente e de apresentar menos riscos bioldgicos do que a recolha de sangue. No entanto,

ao contrario das amostras de sangue, as amostras de urina e saliva ndo podem ser usadas
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em muito mais testes de diagnostico, como os que fornecem informacdes adicionais
sobre o curso de infecdo VIH e as caracteristicas especificas do subtipo do VIH
responsavel pela infegdo, devido a sua baixa sensibilidade e especificidade [53].

4.4 Detecdo do antigénio p24

Os testes de detecdo do antigénio p24 quantificam o antigénio p24 livre do VIH
numa amostra seroldgica usando EIA. Estes testes sdo bastante sensiveis quando
comparado com os testes de ARN de VIH, apresentam uma sensibilidade que varia
entre 10% a 95%, ndo sendo usados como o unico indicador de diagndstico de infecdo
por VIH. No entanto, os ensaios de detecdo de antigénio p24 foram incorporados numa
nova geracdo de ensaios, referidos como quarta geracdo de ensaios de rastreio. Estes
ensaios detetam simultaneamente anticorpos anti-VIH, bem como o antigénio p24 do
VIH, sendo mais sensiveis do que os testes que detetam sé anticorpos [59].

O Vidas VIH DUO Ultra pertence a quarta geragdo de ensaios de rastreio,
permitindo reduzir o intervalo de tempo entre o contato com a infe¢do e o diagnostico
da infecdo [60]. Este permite a detecdo de imunoglobulinas totais anti-VIH-1 (grupo O e
M), anti-VIH-2 e do antigénio p24 do VIH-1 no soro ou no plasma humano pela técnica
de ELFA (ensaio imunoenzimatico ligado a fluorescéncia) [61]. Com esta abordagem é
possivel uma dete¢do precoce da infecdo pelo VIH [51, 62, 63].

4.5 Ensaios baseados na analise dos acidos nucleicos do VIH

Existem atualmente duas tecnicas bésicas usadas para amplificar ou aumentar o
namero de cdpias do ARN do VIH, com o intuito de quantificar e sequenciar 0 genoma.
A primeira técnica envolve a transcricao reversa seguida por RT-PCR, e na segunda o
ARN do VIH capturado € quantificado por hibridizagéo [62].

Os ensaios de RT-PCR baseados na converséo de ARN do VIH em DNA utilizam
a transcriptase reversa, seguindo-se a amplificacdo do DNA por PCR, verificando-se um
aumento do nimero de cépias de DNA o que possibilita assim uma melhor detecédo [55,
64, 65]

Estes testes sdo utilizados em individuos com infecdo pelo VIH confirmada, com

0 intuito de determinar o numero de copias de ARN virais no plasma do doente, para
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assim avaliar a carga viral. A carga viral € usada como uma ferramenta de progndstico,
pois monitoriza a progressdo da infecéo e avalia a resposta do doente a TARV [66, 67].
Este tipo de teste fornece informacdes sobre o subtipo do VIH que causa a infecdo e

indica se a estirpe do VIH é resistente ao tratamento farmacologico [62, 68].

4.6 Cultura de células mononucleares do sangue periférico

Neste teste de diagndstico do VIH, um subconjunto de células do sangue do
doente (as células mononucleares) séo cultivadas num ambiente controlado durante 28
dias para posterior isolamento do VIH das células. Este procedimento é usado para
detetar qualitativamente o VIH em criangas, e quantitativamente para determinar o
estadio do doente com infecdo, desde que os niveis de VIH nas células se correlacionem
com a fase de infecdo [69]. No entanto, esta técnica € muito dispendiosa em relacdo aos
padrdes de anticorpos de VIH requeridos, o que leva a que seja usada principalmente
para acompanhamento terapéutico dos doentes em ensaios clinicos, que ndo detetam o

virus por ensaios quantitativos de ARN do VIH [70].

4.7 Falsos positivos nos testes de rastreio para o VIH

Os testes de rastreio para o VIH tém uma elevada importancia devido a natureza
epidémica do VIH, a alta mortalidade da doenga, mas também pelo impacto psicologico
do resultado do préprio teste. Varias estratégias de diagnéstico e vigilancia foram
propostas pelo programa das Nacgdes Unidas sobre o VIH/SIDA (UNAIDS) e outras
organizagOes, baseando-se na utilizacdo de ensaios de primeira linha, geralmente testes
de rastreio de anticorpos anti-VIH e testes de confirmacdo no caso de um resultado
positivo ou indeterminado usando o Western blot ou immunoblot. Assim, individuos
recentemente diagnosticados com VIH seropositivos, relativamente a analise da sua
primeira amostra, procedem a confirmacdo utilizando uma segunda amostra. Em
Franca, a detecdo de anticorpos anti-VIH depende da utilizacdo de dois ensaios
diferentes em cada amostra. Quando ambos os testes sdo negativos, conclui-se a

auséncia de anticorpos anti-VIH. Se ambos os testes forem positivos ou discordantes, ou
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seja, ndo-reativo/reativo, € necessario efectuar um Western blot para confirmar a
especificidade de anticorpos anti- VIH, pelo que os testes confirmatérios deverdo ser
postivos para confirmacédo da presenca de anticorpos anti- VIH [71].

Em individuos adultos, os testes de rastreio para o0 VIH podem ser discordantes
por trés motivos. Em primeiro lugar, pode-se observar um teste discordante na presenca
de uma infecdo recente pelo VIH, mas se se realizar testes numa segunda amostra
passados trés meses apds a realizacao do primeiro teste, verifica-se que ambos os testes
sdo positivos. Em segundo lugar, algumas variantes especificas do VIH-1 e VIH-2
podem ndo ser detetadas por alguns anticorpos anti-VIH, o que da resultados
indeterminados no Western blot. Em terceiro lugar, pode ndo estar relacionado a uma
infeccdo pelo VIH, o que é um resultado falso positivo [71],

Os resultados falso-positivos tém sido associados a varias condic@es, incluindo
doencas auto-imunes, insuficiéncia renal, fibrose cistica, gravidez, transfusfes, doenca
hepatica, hemodidlise e vacinagdo para hepatite B, raiva ou gripe [6, 72-74].
Adicionalmente, este tipo de resultados obtidos por ELISA podem ser vistos
temporariamente em participantes de ensaios preventivos da vacina do VIH, pois podem
desenvolver anticorpos relacionadas com o VIH, mas ndo estarem infetados [75].

Tém sido sugeridas varias causas para os resultados falsos positivos, tais como: 0s
aloanticorpos resultantes da gravidez, transfusdo e transplante; a uma reacao cruzada de
anticorpos com peptideos especificos de VIH-1 ou antigénios recombinantes quando se
trata de uma pessoa saudavel. Contudo falta apurar se esta reatividade é devida a
exposicdo a proteinas virais semelhantes [75]. Também os anticorpos heterdfilos sdo
uma causa reconhecida de interferéncia em imunoensaios, sendo caracterizados por
reagirem com diferentes epitopos. Visto este tipo de anticorpos poderem estar presentes
em 40% dos individuos, especialmente em doentes que realizem imunoterapia com
anticorpos monoclonais, podem ser uma causa possivel para a ocorréncia de falsos
positivos. Porém, a reacdo dos anticorpos heterofilos com outras moléculas usadas em
imunoensaios, ndo esta bem caracterizada [76].

Como uma abordagem alternativa para resolver estes problemas do ponto de vista
técnico, propde-se a utilizacdo da quarta geracao de ensaios de rastreio, reduzindo assim
0 numero de resultados falso-positivos como Taegtmeyer et al [77] ja& tinham sugerido.
Também se testou este tipo de ensaios numa populacdo de mulheres gravidas,
verificando-se que a especificidade do teste melhorou de 99,6% para 100% e o valor
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preditivo positivo foi melhorado de 93,7% para 100%, em comparagdo com o protocolo
padrdo [73].

As mulheres gravidas sdo sujeitas a um rastreio para a identificacdo do VIH pois
ajuda a planear o parto e a evitar a transmissdo atraves da amamentacdo. Os testes de
rastreio recomendados pela FDA sdo ensaios imunoenzimaticos que tem uma
especificidade e sensibilidade elevada [6, 78, 79]. Quando sdo notificadas de um
resultado positivo, o seu estado emocional é comprometido, verificando-se ansiedade e
depressdo , enquanto aguardam os resultados dos testes de confirmacdo. Em casos
extremos chegam a considerar o aborto como opcdo [73]. Contudo, ainda nao é tido
como claro que, o fato de uma mulher estar gravida seja 0 motivo para o resultado do
teste de rastreio para o VIH ser um falso positivo [6].

Assim, os clinicos devem estar cientes dos diferentes testes disponiveis para o
diagnostico da infecdo pelo VIH. Assim, ao escolher um teste rastreio para o VIH, deve-
se ter em consideracdo a sensibilidade, a especificidade, o custo do teste, a prevaléncia
do VIH na comunidade, os resultados do teste, assim como fatores de risco associados

ao individuo que esta a ser testado [75].
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I1l.  Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo analisar os resultados falsos positivos
obtidos no teste de rastreio para o VIH efetuado no Centro Hospitalar do Baixo Vouga,
E.P.E — Aveiro, no periodo compreendido entre 1 de janeiro de 2010 a 31 de dezembro
de 2011.

Para alcancar o objetivo proposto realizou-se um estudo retrospetivo, que
pretendeu caraterizar epidemiologicamente a populacdo que realizou o teste de rastreio
para o VIH, bem como identificar os falsos positivos nessa mesma populagéo.

Este trabalho pretendeu ainda estudar mais pormenorizadamente a populacdo
para a qual se obteve um resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH. Para
tal, procedeu-se a recolha de dados demograficos (género e faixa etéria) e clinicos
(diagnostico aquando a realizacdo do teste de rastreio para o VIH), os antecedentes
pessoais (diagnosticos /problemas), potenciais fatores de risco (transfustes e
hemodialise) e paramétros laboratoriais (hemoglobina, linfdcitos, plaquetas, tempo de
protombina,velocidade de sedimentacdo, aspartato trasnsaminase, alanina transaminase,
gama-glutamiltransferase, lactato desidrogenase, sédio, cloro, potassio, calcio,
magnésio, ferritina e ferro) obtidos aquando da realizacdo do teste de rastreio para o
VIH. Por conseguinte, pretendeu-se relacionar os parametros recolhidos de cada
individuo que obteve um resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH,
possibilitando assim uma melhor compreensdo dos fatores bioldgicos e metodoldgicos

subjacentes.
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V. Materiais e métodos

4, Caraterizacdo da populagcédo em estudo

No sentido de compreender a relacdo das carateristicas de cada individuo para o
para o qual se obteve um resultado falso positivo no teste de rastreio para o HIV, de
forma a minimizar a ocorréncia de falsos positivos e as consequéncias clinicas que dai
possam advir, realizou-se um estudo observacional, descritivo e retrospetivo. Para tal,
foram analisados os dados obtidos pelo sistema informatico (Appolo) do Centro
Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E — Aveiro de todos os individuos que realizaram o
teste de rastreio a infecdo pelo VIH, no periodo compreendido entre 1 de Janeiro de
2010 e 31 Dezembro de 2011. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica do
Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E — Aveiro.

Entre 1 de janeiro de 2010 e 31 de Dezembro de 2011 foram realizados 6981
testes de rastreio para o VIH, para um total de 6302 individuos. Para efeito,
consultaram-se os processos clinicos de cada individuo e avaliaram-se as seguintes
variaveis: o resultado do teste de rastreio do VIH, o numero médio de testes de VIH por
individuo, os dados demograficos, clinicos e os parametros laboratoriais. Apos a analise
das variaveis pretendidas, dividiu-se a populacdo de acordo com o resultado do teste de
rastreio para o VIH (negativo, positivo, indeterminado e falso positivo).

4.1 Testes de screening e confirmatorio

Os métodos usados para analise de VIH das amostras de soro foram a
quimioluminescéncia, através do imunoensaio ADVIA Centaur XP ® (Siemens, Irlanda),
a ELFA (Ensaio Imunoenzimatico ligado a Fluorescéncia) usando o sistema mini
VIDAS DUO (bioMérieux, Marcy |'Etoile, France) e o teste confirmatério INNO-LIA
™V/IH 1/11 Score (INNOGENETICS N:V, Belgium):
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Para a analise por quimioluminescéncia, o primeiro teste de “screening”,
procedeu-se a analise em duplicado da amostra pelo ensaio ADVIA Centaur combinado
de Ag/Ac do VIH. Este método é um imunoensaio de diagnéstico in vitro que permite a
detecdo qualitativa simultanea do antigeno p24 do virus e dos anticorpos dos virus do
tipo 1 (incluindo o grupo O) e tipo 2, no soro e no plasma. Se as amostras tiverem um
valor de indice (cut off) inferior a 1, sdo consideradas negativas para os anticorpos anti-
VIH-1 e 2 e para o antigeno p24, caso o cut off seja igual ou superior a 1, sdo
consideradas positivas para o antigeno p24 e /ou anticorpos do VIH-1 e VIH-2 e devem
ser novamente testadas, em duplicado, apds centrifugacéo.

Como segundo teste de “screening”, realizou-se a analise das amostras, em
duplicado, pelo método de ELFA. Este método baseia-se na detecdo do anticorpo do
VIH-1 gp 160, do anticorpo do VIH-2 gp 36 e do antigeno p24. Quando o seu cut-off é
inferior a 0,25, obtém-se um resultado negativo, por sua vez se a amostra for igual ou
superior a 0,25 verifica-se um resultado positivo [60].

Para confirmar a presenca de anticorpos contra o VIH-1, incluindo o grupo O, e
de tipo 2 em plasma ou soro humana realizou-se um teste confirmatério. O teste
confirmatorio usado foi o imunoensaio INNO-LIA, que permite diferenciar entre
infecdo VIH-1 e VIH-2.

A figura 4 representa a identidade e a localizagdo dos antigénios e controlos

impregnados na tira.

Control lines

gp 105
ap 36

Figura 4 -Teste de Tira do INNO-LIA ™VIH I/11 Score
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A intensidade da reacdo nas linhas de controlo de cada tira é utilizada para
estabelecer indices de reatividade para cada antigeno naquela tira, como se pode
verificar na Tabela 1.

Tabela 1 Intensidade da linha de reacdo do antigénio e seu significado

Intensidade da linha de reacéo do antigénio (R) Indice
Menor que £ R <% -
Igual a £ R==% *
Maior que + mas menor ou igual a 1+ + <R <1+ 1+
Maior que 1 + mas menor que 3+ 1+ <R <3+ 2+
Igual a 3+ R=3+ 3+
Maior que 3+ R>3+ 4+

Um teste é negativo para anticorpos VIH, se todas as linhas forem negativas ( <
+) ou se uma linha tiver um indice de + e as outras linhas forem negativas.

Um teste é indeterminado para anticorpos VIH se duas ou mais linhas tiverem
um indice +, se uma linha tiver um indice positivo (> 1 £) ¢ as outras linhas negativas
Ou *, e caso duas ou mais linhas tiverem um indice positivo (> 1 +), desde que as
condigdes para VIH positivo descritas em seguida, ndo sejam preenchidas.

Um teste é positivo para anticorpos VIH se duas linhas tiverem um indice >1+,
ou seja, duas linhas do mesmo tipo de VIH (sgp120, gp4l, sgp 105 ou gp36) e a linha
de antigeno p24 e se pelo menos trés linhas tiverem um indice >1+, uma delas com um
antigeno (sgp120, gp41, sgpl05 ou gp36). Quando um resultado é interpretado como
VIH positivo, efetua-se a diferenciagéo para anticorpos VIH-1 e anticorpos VIH-2.

Verifica-se positivo para anticorpos VIH-1 quando um antigeno VIH-1 (sgp120
ou gp41) é positivo (> 1+), isto é, pode verificar-se reatividade maxima de + para uma
linha de VIH-2 (sgp105 ou gp36) ou se as linhas do antigeno VIH-1 (sgp120 ou gp41l)
sdo positivas (>1+), podendo verificar-se uma reatividade méxima de 1+ para uma linha
de VIH-2 (sgp105 ou gp36).

Caso seja positivo para VIH-2 tem-se um antigeno (sgp105 ou gp36) positivo

(>1+), permitindo-se reatividade maxima de + para uma linha de VIH-1 (sg120 ou
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gp41). Também um resultado positivo para VIH-2 se as linhas do antigeno VIH-2
(sgp105 ou gp36) positivas (> 1+), podendo ter reatividade maxima de 1+ para uma
linha de VIH-1 (sgp120 ou gp41l).

Quando se verifica combinagdes diferentes das descritas anteriormente, é
positivo para anticorpos mas sem tipificacéo.

Apos realizagdo destes dois métodos de “screening” e 0 teste confirmatorio, se
resultados discrepantes, as amostras séo enviadas para o Centro Hospitalar de Coimbra,
EPE para ser efetuado um terceiro método de “screening”, usualmente por ELISA.
Contudo, ao proceder-se ao levantamento dos resultados pelo terceiro método de

“screening ” verificou-se que nem todos o tinham, tornando-se uma limitagéo.

4.2 Caraterizacao dos resultados falsos positivos no teste de
rastreio parao VIH

Como o presente estudo teve como objetivo compreender os resultados falsos
positivos obtidos no teste de rastreio para o VIH, procedeu-se ao levantamento dos
resultados discrepantes, ou seja, positivo por um método e negativo por outro, tendo em
conta que, podem ocorrer resultados discrepantes em casos de infe¢des recentes pelo
VIH. Nestes casos, verificou-se a carga viral, com o intuito de excluir todos os doentes
cujo resultado fosse positivo.

A partir do Sistema de Apoio aos Médicos (SAM) procedeu-se a recolha de
dados relevantes para o estudo: dados demogréficos, dados clinicos, antecedentes
pessoais, potenciais fatores de risco, paramétros laboratoriais e uma descricdo mais
aprofundada dos resultados falsos positivos obtidos no teste de rastreio para o VIH
Assim, relacionaram-se estes dados de modo a compreender quais os fatores que

levariam a um resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH.
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5. Caracterizagao da populagcdo em estudo

Resultados

No periodo compreendido entre Janeiro de 2010 e Dezembro de 2011, no

Centro Hospitalar Baixo Vouga, E.P.E — Aveiro, foram realizados 6981 testes de

rastreio a infeccdo pelo VIH num total de 6302 doentes.

5.1 Anélise dos dados demogréficos da populacdo em estudo

Do ndmero total de individuos que realizaram o teste de rastreio para o VIH,
4377 (69,1%) eram do sexo feminino e 1945 (30,9%) do sexo masculino (Figura 5).
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90,0%
80,0%
70,0%

w
60,0% %
]
]
w
w
w

69,1%

50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Percentagem (%)

Masculino

Feminino

Figura 5 Distribui¢do do nimero total de individuos que realizaram o teste de rastreio para o VIH por sexo.

(Dados referentes a 2010-2011).

De entre estes individuos que efetuaram o teste de rastreio a infecéo pelo VIH, 87

apresentaram resultado positivo dos quais 67 (77, 01%) eram do sexo masculino e 20

(22,99%) do sexo feminino.

Relativamente a faixa etaria, a populacéo estudada englobou individuos desde 1-90

anos, 22,5% dos quais com idades compreendidas entre 0s 31 e 0s 40 anos ( Tabela 2).

25



Falsos positivos no teste de rastreio para o VIH

Tabela 2 Distribuicéo etaria dos individuos que realizaram o teste de rastreio do VIH

(Dados referentes a 2010-2011).

Idade N° de doentes  Percentagem (%)
0-10 62 0,98
11-20 335 5,32
21-30 1243 19,72
31-40 1416 22,47
41-50 1227 19,47
51-60 823 13,06
61-70 619 9,83
71-80 454 7,20
81-90 123 1,95
Total 6302 100

Outras faixas etarias com importante contribuicdo para a amostra em estudo sao as
compreendidas entre os 21 e 30 e entre 41 e 0s 50 anos, com 1243 (19,72%) e 1227
(19,47%) individuos, respetivamente. A faixa etaria que apresentou um menor nidmero

de individuos foi a dos 0 aos 10 anos, com apenas 62 individuos analisados (0,98%).

5.2 Distribuicdo da populacdo em estudo com base no resultado
obtido pelo teste de rastreio parao VIH

A populacdo total em estudo foi dividida atendendo aos resultados obtidos no teste
de rastreio para o VIH em: negativo (considerado grupo controlo), positivo, falso

positivo e indeterminados (Tabela 3).

Tabela 3 Resultados obtidos nos testes de rastreio para o VIH

(Dados referentes a 2010-2011).

Resultado do teste N. °individuos Percentagem (%)

Negativo 6183 98,11
Positivo 86 1,30
Falso positivo 26 0,43
Indeterminado 6 0,10
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Perante a distribuicdo dos resultados obtidos nos testes de rastreio para o VIH,
apresentados na Tabela 3, verifica-se que o resultado mais frequente é negativo, com
6183 individuos (98,11%). Um namero de individuos bastante inferior apresentou um
resultado positivo (86 doentes - 1,30%), 26 individuos (0,43%) um resultado
considerado falso positivo e 6 dos individuos (0,10%) apresentaram um resultado

indeterminado.

6. Caraterizacdo da populacdo para a qual se obteve um resultado
falso positivo no teste de rastreio para o HIV

Os 26 individuos que apresentaram um resultado falso positivo para o teste de

rastreio para o VIH foram analisados atendendo a parametros clinicos e metodologicos.

6.1 Analise dos dados demogréficos

O grupo de individuos para 0s quais se obteve um resultado falso positivo incluiu

17 (65,38%) doentes do sexo feminino e 9 (34,61%) do sexo masculino (Figura 6 ).
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65,38%
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60,00% - mF
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Figura 6 Distribuicdo do nimero total de doentes com resultado falso positivo no teste de rastreio pelo
VIH por sexo (Dados referentes a 2010-2011)
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Em relacdo a faixa etaria, a distribuicdo da populacdo mostrou que os doentes

abrangem uma ampla variedade de idades, dos 6 aos 79 anos (Figura 7).
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Figura 7 Distribuicdo do nimero total de doentes com resultado falso positivo no teste de rastreio para o
VIH por faixa etéria. (Dados referentes a 2010-2011)

A idade média dos individuos envolvidos no estudo foi de 43+19 anos, embora com
maior incidéncia das faixas etarias compreendidas entre os 21-30 anos e 51-60 anos,
com 26,92% cada uma.

Na Figura 8 observa-se a distribuicdo dos individuos com resultado falso positivo no
teste de rastreio para o VIH segundo a faixa etaria e o sexo e a possivel relacdo entre

estas variaveis.
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Figura 8 Analise da relacdo da faixa etaria com o género relativo aos individuos com resultado falso
positivo no teste de rastreio pelo VIH. (Dados referentes a 2010-2011)
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Pela analise da Figura 8, verifica-se uma predominancia de individuos do sexo
masculino em idades muito jovens e mais avangadas (0-10 e 51-80 anos). Os individuos
do sexo feminino predominam nas faixas etarias dos 11-20, 21-30 e 41-50 anos.

6.2 Analise de dados clinicos, antecedentes medicamentosos e
paramétros laboratoriais

Com o intuito de compreender quais os fatores que podem interferir no teste de
rastreio do VIH levando a um resultado falso positivo, procedeu-se ao levantamento de
parametros clinicos e laboratoriais de modo a relaciona-los.

Inicialmente procedeu-se a identificacdo dos servicos que efetuaram o pedido do teste
de rastreio para o VIH, com respetiva distribuicdo dos doentes pelos mesmos. Na

Tabela 4 estao representados 0s servicos requisitantes e 0 numero de doentes afetados.

Tabela 4 Distribuicdo dos doentes com resultado no teste VVIH falso positivo pelos servi¢os onde foi
requisitado o teste VIH. (Dados referentes a 2010-2011)

Servico Numero de doentes
Ginecologia /Obstetricia 10
Medicina Interna 5
Medicina do Trabalho/Saude 5
Ocupacional
Pediatria 1
Nefrologia 1
Reumatologia 1
Infeciologia 1
Psiquiatria 1
Imunoalergologia 1

O servico de Ginecologia/Obstetricia foi o servico com maior numero de doentes
(n=10) com resultado falso positivo no teste de rastreio do VIH, seguindo-se 0s servicos
de Medicina Interna e Medicina do Trabalho/Saude Ocupacional, com 5 doentes cada.
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Outro parametro analisado foi o diagndstico/condicdo associada a cada doente
aquando da realizacdo dos testes de rastreio para o VIH, pois algumas patologias
poderdo interferir no resultado destes testes. A Tabela 5 agrupa os doentes de acordo

com a avaliacdo efetuada pelo clinico no momento da requisicao do teste.

Tabela 5: Diagnéstico efetuado pelo médico na data do pedido do teste de rastreio para o VIH

(Dados referentes a 2010-2011)

Diagndstico Numero de doentes
Gravidez 6
Doencas do Sistema Imunoldgico
Doencas do Aparelho Geniturinario
Acidente de Trabalho
Doenca Hepatica Cronica
Doencas associada ao Sistema Respiratorio
Doencas do Sistema Endocrinoldgico
Doencas Psiquiatricas
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Como se pode constatar pela andlise da Tabela 5, a gravidez foi a condicédo
prevalente (n=6), seguindo-se as doencas do sistema imunolégico e do aparelho
geniturinario (n=5), os acidentes de trabalho (n = 4), a doenca hepética cronica e
doencas associadas ao sistema respiratorio (n=2), e por fim com apenas um caso cada,

as doencas do sistema endocrinoldgico e as doencas psiquiatricas.
Uma vez que, segundo a literatura, os antecedentes pessoais de cada doente

podem influenciar o resultado do teste de rastreio para o VIH, na Tabela 6 sdo

apresentados os antecedentes pessoais deste mesmo grupo populacional.

Tabela 6: Distribuicao dos individuos em estudo pelos antecedentes pessoais

Antecedentes Numero de doentes
Sindrome Depressivo 4
Alcoolismo Cronico 4
Tabagismo 1
Problemas Respiratorios 7
Problemas Cardiovasculares 8
Problemas Endocrinologicos 4
Problemas Gastroenteroldgicos 5
Problemas Hematologicos 3
Problemas Nefroldgicos 4
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Problemas Obstétricos 2

De acordo com a Tabela 6, os doentes distribuidos pelos antecedentes pessoais,
verificou-se que o grupo populacional apresentava maioritariamente problemas
cardiovasculares (n=8), seguindo-se o0s problemas respiratérios (n=7). Um ndmero
inferior de individuos, apresentava problemas gastroenterologicos (n=5), problemas
endocrinolégicos (n=4), alcoolismo cronico (n=4), sindrome depressivo (n=4),
problemas hematol6gicos (n=3) e por fim com apenas um caso tabagismo.

Posteriormente, avaliou-se se os individuos em estudo tomavam medicacao
cronica e em caso positivo qual o tipo de medicacdo. A Tabela 7 apresenta a sua
distribuicdo de acordo com a classe de medicamentos.

Tabela 7: Distribui¢do dos individuos pelo tipo de medicamentos que tomam de forma crénica

Medicamentagé&o Numero de doentes

Antidiabéticos orais
Protetores gastricos
Antidepressivos
Antiagregantes plaquetarios
Diuréticos
Complexo vitaminicos
Anti-hipertensores
Antiarritmicos
Imunomoduladores
Terapéutica hormonal de substituicéo

N
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Como se pode constatar da analise da Tabela 7, os doentes foram distribuidos
por 10 classes de medicamentos. A classe de medicamentos que predomina é a dos

protetores gastricos (n=5), seguindo-se a dos anti-hipertensores e antidepressivos (n=3).

Os individuos com resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH,
apresentaram alteragdes em parametros laboratoriais sugestivas de alteracOes

hematologicas, de coagulacdo, bioquimicas, idnicas e ferropénicas (Tabela 8).
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Tabela 8: Distribuicdo dos individuos com resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH de
acordo com os parametros laboratoriais que se encontram alterados.

Parametro Valores de Numero de doentes com
referéncia valor alterado em relacao
aos valores de referéncia
| Hemoglobina 11.5-16.5 g/dL 8
| Linfécitos 1.50- 4.00 *10°/L 7
| Plaquetas 150-500 *10°/L 5
1 Tempo de Protrombina 11.50-15.00 3
1 Velocidade de sedimentacéo (VS) <20 mm 2
1 Creatinina 0.6-1.2 mg/dL 2
1 Aspartato transaminase (AST) 10-37 U/L 5
1 Alanina transaminase (ALT) 30-65 U/L 8
1Gama —glutamiltransferase (y- 5-85 U/L 8
GT)
1 Lactato desidrogenase (LDH) 100-190 U/L 9
| Sédio (Na") 136.0-146.0 mEqg/L
| Cloro (CI) 98.0-106.0 mEqg/L
|Potassio (K") 3.50-5.10 mEq/L 10
|Calcio (Ca *") 8.8-10.8 mg/dL
| Magnésio (Mg*") 1.90-2.50 mg/dL
| Ferritina 20-291 ng/mL 3
| Ferro 50.0- 170.0 pg/dL

Como se verifica pela andlise da Tabela 8, 10 doentes apresentavam alteracfes
i6nicas e 9 tinham alteracbes ao nivel da lactato desidrogenase. Um ndmero
significativo de individuos tinha anemia (diminuicdo da hemoglobina) e 3 dos
individuos alteracGes ferropénicas (diminuicao da ferritina e do ferro). Em dois doentes
foram encontradas alteracGes na velocidade de sedimentagéo e da creatinina sérica. Um
numero consideravel de individuos apresentava alteracbes nas provas da funcao
hepatica (aumento da AST, aumento da ALT e aumento da y- GT) e prolongamento do

tempo de protrombina.

7.3 Analise dos métodos usados para rastreio do VIH

Os métodos utilizados para o rastreio do VIH foram a quimioluminescéncia e Elfa,
posteriormente confirmados pelo teste Inno-LIA. Quando os resultados sdo positivos

para estes testes, as amostras sdo enviadas para o Centro Hospitalar de Coimbra, EPE
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para serem analisadas por um terceiro método de screening. Porém e para efeitos do
presente estudo, ndo foi possivel obter os resultados deste teste para todos os doentes.

Em relacdo ao primeiro método de screening por quimioluminescéncia, efetuou-se
2,67+£2,04 testes por doente, enquanto no método de Elfa realizaram-se 2,30 +0,78
testes por doente.

Do numero total dos individuos em estudo , 26 obtiveram um resultado falso
positivo. Os resultados obtidos com diferentes métodos foram discrepantes tendo-se
verificado que 23 (88,46 %) dos doentes apresentavam as seguintes condi¢des: um
resultado positivo por quimioluminescéncia, um resultado negativo por ELFA e um
resultado confirmatorio negativo. Os restantes 3 (11,54 %) apresentaram um resultado
positivo por ELFA, um resultado negativo por quimioluminescéncia e negativo no teste
confirmatdrio.

No periodo estudado, o teste de rastreio pelo VIH foi pedido mais que uma vez a 3

doentes , sendo o resultado obtido igual, ou seja, um falso positivo.

7.4 Prevaléncia dos falsos positivos no teste de rastreio para o VIH

nas gravidas

Apbs a analise dos resultados relativos ao diagndéstico verificou-se que as gravidas
constituem o grupo onde predominam os resultados falso positivos para o rastreio do
VIH (Tabela 9). Assim, analisou-se este grupo isoladamente tendo-se observado um

total de 1211 de gravidas na populacdo em estudo (Tabela 9).

Tabela 9: Distribuicdo do nimero total de gravidas consoante o resultado obtido no teste de rastreio para

oVIH
Resultado N° de gravidas
Negativo 1203
Positivo 2
Falso positivo 6

Da anélise da Tabela 9 pode constatar-se que do total de gravidas (n=1211) que
fizeram o teste de rastreio para o VIH, 1203 tiveram um resultado negativo, 2 um

resultado positivo e 6 um resultado falso positivo.
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7.5 Prevaléncia do Citomegalovirus nos individuos com resultado

falso positivo no teste de rastreio parao VIH

Na anélise dos processos clinicos de cada doente para o qual se obteve resultado
falso positivo no teste para o VIH, verificou-se ainda que o resultado dos testes do
Citomegalovirus (IgG e IgM) poderia ter alguma interferéncia no mesmo. Assim,
procedeu-se a analise dos resultados dos testes do Citomegalovirus (CMV) tanto para
IgG como para IgM neste grupo populacional e na populagéo em geral de forma a tentar
compreender o seu significado. No entanto, nem todos os doentes realizaram este teste.

Tabela 10: Distribuicdo da populacdo em estudo com base no resultado do teste do Citomegalovirus IgG e

IigM
Populagdo geral Falsos Positivos
CMV IgG positivo 1148 8
CMV IgG negativo 313 0
CMV IgM positivo 20 1
CMV IgM negativo 1538 9

Pela analise da Tabela 10, verifica-se que 8 doentes com resultado falso positivo
no teste de rastreio para o VIH apresentavam imunidade para o CMV e apenas um

doente apresentava infecdo aguda pelo Citomegalovirus no momento da realizacdo do
teste de rastreio para a infecdo pelo VIH.
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VI. Discussao

Atualmente, a infecdo pelo virus de imunodeficiéncia humana (VIH) é
considerada uma pandemia, tendo uma elevada taxa de incidéncia. E de elevada
importancia conhecer a ampla variedade de testes de rastreio para o VIH, assim como as
suas limitacbes. Uma das limitacBes que se impde aos testes de rastreio para o VIH é a
ocorréncia de resultados falsos positivos. Assim, com este trabalho pretende-se obter
informacdo sobre a incidéncia deste tipo de resultado na populagdo que realizou o teste
de rastreio para o VIH no periodo entre 1 de Janeiro de 2010 e 31 de Dezembro de 2011
e analisar os métodos de rastreio utilizados no Centro Hospitalar de Aveiro — E.P.E.

Nesse sentido, caraterizou-se a populagdo que realizou o teste de rastreio no
periodo compreendido entre 1 de Janeiro de 2010 e 31 de Dezembro de 2011, no Centro
Hospitalar de Aveiro — E.P.E. Neste periodo foram realizados 6981 testes de rastreio a
infecdo pelo VIH num total de 6302 individuos, verificando-se que ocorreram casos em
que o mesmo individuo foi rastreado por mais que uma vez, durante o periodo em
estudo. Kim et al. [2] também se depararam com esta situacdo, tendo verificado um
namero de testes de rastreio do VIH (n=155,339) superior ao nimero de individuos
(n=132,934) que realizam o teste. Dos 6302 individuos que realizaram o teste de
rastreio para 0 VIH, observou-se que a maioria (69,19%) era do sexo feminino (Figura
5). Tendo em consideracdo, apenas os individuos que obtiveram um resultado positivo
(n=87), constatou-se que a maioria era do sexo masculino,77% vs 23 %, no sexo
feminino.

Outro dos parametros demograficos que se analisou foi a faixa etaria. O Centro de
Controlo de Doencas e Prevencdo recomendou que os individuos compreendidos entre
0s 13 anos e 0s 64 anos realizassem o teste de rastreio para 0 VIH com vista a
identificar o maior nimero de pessoas infetadas pelo VIH [80]. Pela analise da Tabela 2
pode verificar-se que a populacdo estudada envolveu individuos de quase todas as faixas
etarias, ou seja, desde 1-90 anos. Os individuos com idades compreendidas entre os 31-
40 anos foram os que realizaram um maior nimero do teste de rastreio para o VIH, com
uma percentagem de 23% (1416 doentes), seguindo-se as faixas etarias compreendidas
entre os 21-30 e os 41-50 anos que obtiveram uma percentagem de 20%, em ambos 0s
casos. Esta tendéncia foi também identificada num estudo prévio [2]. Os grupos de

doentes com idades compreendidas entre os 0-10 anos e dos 81-90 anos, como era
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esperado, foram as que realizaram em menor ndmero o teste de rastreio do VIH,
sugerindo que sdo as faixas etérias nas quais os fatores de risco para a infegdo VIH séo
menos prevalentes, embora, dados recentes, apontem para um aumento crescente da
infecdo VIH na populacédo idosa, principalmente devido a comportamentos sexuais de
risco. Sankar et al, sugeriram que até 2015, individuos com idade superior a 50 anos
véo representar cerca de 50% de todos os individuos com VIH/SIDA nos Estados
Unidos. Estes autores referem ainda que entre 2001 e 2005, a percentagem da populacéo
idosa com VIH aumentou 77%, assim como, em 2007, esta mesma populacédo tinha uma
percentagem de 15% de novas infecdes. Varios estudos verificam que tanto os idosos
como os adultos jovens estdo envolvidos em comportamento de risco semelhantes,
contudo a populacédo idosa ndo percebe o risco a que estd exposta ao VIH e sdo bastante
relutantes em tomar medidas preventivas [81].

No presente estudo, a populagdo que realizou o teste de rastreio para o VIH foi
organizada por grupos, consoante os resultados obtidos pelo mesmo, tendo-se assim,
formado 4 grupos: negativo, positivo, falso positivo e indeterminados. Pela analise da
Tabela 3, podemos verificar que o resultado que predomina (98,11%), é o resultado
negativo, com 6183 individuos. Com um resultado positivo, obtiveram-se 86 individuos
(1,30%) correspondentes aos anos de 2010 e 2011, o que se encontra de acordo com a
incidéncia estimada de VIH na populacdo portuguesa em 2009 pelo Programa das
Nacdes Unidas sobre o VIH/SIDA (0,6%) [1]. Os resultados indeterminados também
foram avaliados, obtendo-se apenas 6 individuos, que correspondiam a uma
percentagem de 0,10%. Também se verificou que os resultados falso positivos tiveram
uma percentagem baixa, de 0.43%, com 26 individuos, 0 que estd de acordo com o
observado em outro estudo em que se verificaram uma taxa de falsos positivos 0,3% a
0,8% nos ensaios de quarta geracdo [82]. Um resultado falso positivo, mesmo tendo
uma percentagem reduzida, leva a que se proceda ao seu estudo mais pormenorizado,
atendendo as implicagdes clinicas subjacentes.

Deste modo, pretendeu-se caracterizar os individuos que obtiveram um resultado
falso positivo no teste de rastreio para o VIH, analisando os dados clinicos de cada
individuo.

Inicialmente procedeu-se a anélise dos dados demogréaficos dos 26 individuos com
um resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH. Assim, verificou-se que a
maioria era do sexo feminino (65,38%) (Figura 6). Este facto foi também verificado no

estudo de Kim et al. [2] que referiam que caso se testasse 1 milhdo de amostras de cada
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género, nas mesmas condicBes, obtinha-se cerca de 2,490 resultados falsos positivos
para o sexo feminino contra 1,970 do sexo masculino.

Por outro lado, foi analisada a distribui¢éo dos individuos segundo a sua faixa etaria,
verificando-se que estes abrangem um ampla variedade de idades, nomeadamente dos 6-
79 anos (Figura 7). A idade média dos individuos envolvidos em estudo foi de 43+£18,81
anos.

Quando se procedeu a analise das diferentes faixas etarias, verificou-se que as mais
predominantes sdo as compreendidas entre os 21-30 anos e 51-60 anos, com uma
percentagem de 27%, em cada faixa etéria, correspondendo a primeira a idade jovem
adulta e a segunda ao inicio da terceira idade.

No sentido de se poder verificar uma possivel relacdo entre o sexo e a faixa etéria,
fez-se o cruzamento dos resultados de ambas as variaveis. Pela analise da Figura 8,
verificou-se que a distribui¢do dos individuos do sexo masculino ocorre principalmente
nos extremos das idades (0-10 e 51-80 anos). Em relagéo ao sexo feminino observou-se
que a sua distribuicdo era predominante nas faixas etarias dos 11-20, 21-30 e 41-50
anos, ou seja, predominante na idade fértil, possivelmente sob efeito de contraceptivos
orais, assim como de , terapéutica de substituicdo hormonal, o que segundo a literatura
podera indiciar alteragdes hormonais que explicariam os falsos positivos obtidos em
alguns dos individuos do sexo feminino [83].

Apdbs a avaliacdo dos dados demogréaficos, fez-se a analise dos servicos que
requisitaram o pedido do teste de rastreio para o VIH, verificando-se, a partir da Tabela
4, que o servico de Ginecologia/Obstetricia foi o servigo de origem com maior nimero
de individuos com resultado falso positivo (n=10; Tabela 4).

Outro parametro analisado foi o diagnoéstico efetuado a cada doente com resultado
falso positivo, aquando do pedido do teste de rastreio, pois como referido na literatura,
este tipo de resultado poderd estar associado a varias causas [7, 75]. Na Tabela 5,
agruparam-se 0s doentes de acordo com os diagnosticos efetuados no momento da
requisicdo do teste, verificando-se que, 6 dos 26 individuos estudados, encontravam-se
em seguimento por gravidez, sendo o teste de rastreio nestas mulheres idealmente
realizado no periodo de planeamento familiar e ainda ao longo da gravidez. Varios
estudos tém indicado que a gravidez é uma das condi¢Ges que mais esta associada a um
resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH [6]. Assim, o fato de o nimero
mais indicativo de individuos com um resultado falso positivo no teste de rastreio para o

VIH ser atribuido a gravidez, indica que o estado de gravidez poderad eventualmente
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estar a comprometer a integridade do teste. Os dados apresentados por Mylonakis et al.,
[75] mostram que ndo s6 a gravidez esta associada a um resultado falso positivo, mas
que também estdo relacionadas: as doencas auto-imunes, insuficiéncia renal, fibrose
cistica, transfusdes, doenca hepatica, hemodialise e a vacinagédo para a hepatite B, raiva
ou gripe. Pela andlise da Tabela 5, verificou-se ainda 2 casos com o diagnostico de
Doenca Hepética Crdnica e 5 casos com patologia do Sistema Imunolégico, estando de
acordo com as causas possiveis descritas [75], para um resultado falso positivo no teste
de rastreio para o VIH. Outros diagnosticos efetuados no grupo de doentes com
resultado falso positivo, foram: as doencas do Aparelho Geniturindrio (n=5), os
acidentes de trabalho (n=4), as doencas associadas ao Sistema Respiratério (n=2), as
doencas do Sistema Endocrinoldgico e as doencas psiquiatricas (n=1), que, embora ndo
estejam descritas na literatura como causas diretas de possiveis resultados falsos
positivos no teste de rastreio do VIH, os individuos envolvidos no estudo poderdo
apresentar carateristicas clinicas ou analiticas relevantes e modificadoras do teste.

Além do diagnostico, fez-se o levantamento dos antecedentes clinicos de cada
doente. De acordo com a Tabela 6, verificou-se que o grupo populacional apresentava
maioritariamente problemas cardiovasculares (n=8), seguindo-se 0s problemas
respiratérios (n=7). Ao comparar-se com o descrito na literatura constata-se que ndo
existe uma relacdo direta, contudo este tipo de antecedentes estdo de acordo com a
amostra em estudo, dado tratarem-se de patologias muito frequentes em algumas faixas
etarias (amostra em estudo, com uma percentagem de 42,31% de individuos com mais
de 50 anos) [84].

E ainda de referir, que nenhum dos doentes com um resultado falso positivo no
teste de rastreio para 0 VIH tinha antecedentes de transfusdo, nem que os doentes com
antecedentes nefrologicos se encontravam em regime de hemodidlise, pois tanto a
transfuséo como a hemodialise s&o duas das associagdes referidas na literatura [75].

Outro dos parametros estudados para melhor caraterizar a populagdo, foi a
medicacgdo cronica de cada individuo. Pela analise da Tabela 7, observou-se que a classe
de medicamentos mais frequentes foi a dos protetores gastricos (n=5), podendo
relacionar-se com 0 numero de individuos que apresentavam problemas
gastroenterologicos (n=5).

Os individuos com resultado falso positivo no teste de rastreio para o VIH,
apresentavam algumas alterag0es nos parametros laboratoriais, tais como, alteragoes

hematoldgicas, de coagulacdo, bioquimicas, ionicas e ferropénicas. Pela andlise da
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Tabela 8 verifica-se que um dos parametros laboratoriais que se encontrava alterado era
a hemoglobina, indicando que 31% dos individuos tinham anemia. Também a nivel
hepatico verificaram-se alteracdes a nivel da gama-glutamiltransferase (31%), alanina
transaminase (31%), aspartato transaminase (19%), e no tempo de protombina (12%).
Por fim, verificaram-se alteracbes na creatinina (8%) sugestivas de algum grau de
disfuncédo renal. Tanto as alteracGes hepaticas, como as renais estdo de acordo com 0s
diagnosticos e antecedentes pessoais da populacdo estudada.

Os meétodos laboratoriais usados para o rastreio para o VIH, no Centro Hospitalar
do Baixo Vouga, E.P.E — Aveiro, foram a quimioluminescéncia, 0 ensaio
imunoenzimatico ligado a fluorescéncia (ELFA) e o teste confirmatério Inno-LIA.
Depois de se proceder a realizacdo destes testes, e de se verificarem resultados
discrepantes entre os métodos, € necessario proceder-se a realizacdo de um terceiro
método de screening, normalmente por ELISA, pedido ao Centro Hospitalar de
Coimbra, EPE. Contudo, na recolha dos resultados relativos a este terceiro método,
verificou-se a ndo existéncia do registo do resultado deste teste para todos os doentes, o
gue impossibilitou a sua analise.

O primeiro método de screening foi a quimioluminescéncia através do imunoensaio
ADVIA Centaur XP ® Este ensaio deteta qualitativamente anticorpos do virus de
imunodeficiéncia humana tipo 1 (incluindo o tipo O) e o tipo 2, no soro ou plasma.
Num estudo de Dwyer et al [85] pretendeu-se avaliar a performance a nivel europeu,
utilizaram-se 5842 amostras, tendo-se observado que 419 pacientes encontravam-se
infetados com HIV-1 e 100 com HIV-2, e em 25 amostras detetaram 0s subtipos
A;B,C,D,E,F,G e O e 25 subtipos ndo — B, tendo-se obtido uma sensibilidade de 100%
(554/554) e uma especificidade de 99,9% (5281/5288).

O segundo método de screening, foi 0 ELFA em que se utilizou o sistema mini
VIDAS DUO. Este sistema € um ensaio enzimatico ligado a fluorescéncia que permite a
detecdo simultanea do antigénio p24 e dos anti-anticorpos do VIH-1 (incluindo o grupo
O) e do VIH-2. No presente estudo, verificou-se que nos 26 individuos que obtiveram
um resultado falso positivo no teste de rastreio para o0 VIH, 23 (88%) dos individuos
apresentavam um resultado positivo por quimioluminescéncia, discrepante do resultado
posteriormente obtido por ELFA e pelo teste confirmatorio. O facto da percentagem,
relativa a positividade do teste ser deste método ser tdo elevada, pode indicar que o
método em si pode ter algumas limitacbes que permitam a ocorréncia de falsos

positivos. Por ELFA, verificou-se que apenas 3 dos individuos apresentaram um
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resultado positivo. Assim, verifica-se que por quimioluminescéncia obtém-se um
namero superior de resultados falsos positivos comparativamente a ELFA. Alguns
estudos demonstram que 0S imunoensaios enzimaticos da quarta geracdo, que
combinam dois testes diferentes num sé ensaio,apresentam um risco mais elevado de
reacgdes inespecificas, do que os teste com anticorpos de segunda e da terceira geracéo.
A taxa de falsos positivos pode variar de 0,3% a 0,8% comparativamente a 0,2% por
ensaios enzimaticos da terceira geracdo. Também se verificou que o ensaio VIDAS
DUO HIV apresentava um melhor resultado no diagnostico precoce da infecdo pelo
VIH e maior sensibilidade em comparacdo a outros ensaios da quarta geracdo. Apds 0s
ensaios da quarta geragdo serem lancados em 2001, Weber [2] reportou para estes testes
uma especificidade de 99.50% e 99.90%.

No que diz respeito a contabilizacdo do numero de teste realizados para cada doente
e para cada método, verificou-se que para o primeiro método de “screening” obteve-se
uma média de 2,67+2,04 testes por cada doente, enquanto que no segundo método a
média foi de 2,30 +0,78 testes por cada doente.

A analise mais pormenorizada dos individuos com resultado falso positivo,
evidenciou a prevaléncia do grupo das gravidas. Nesse sentido, procedeu-se ao
levantamento do namero total de gravidas, bem como ao resultado obtido no teste de
rastreio para o VIH. Das 1211 gravidas que realizaram o teste de rastreio para o VIH,
99,34% obtiveram um resultado negativo, 0,17% um resultado positivo e 0,50% um
resultado falso positivo (Tabela 9).

A percentagem de falsos positivos € muito reduzida quando se compara com 0
namero total de gravidas que realizaram o teste de rastreio para o VIH, porém quando se
analisa os 26 individuos que obtiveram um resultado falso positivo, constata-se que €
bastante significativo, apresentando uma percentagem de 23,08%. Shima-Sano et al,
estudaram as elevadas taxas de resultados falsos positivos presentes nas mulheres
gravidas na China e salientaram a importancia do teste de rastreio pré natal para o VIH
na prevencdo da transmissdo de mée para filho. A ocorréncia de resultados falsos
positivos nos testes de rastreio para 0 VIH pode causar ansiedade e stress emocional a
gravida enquanto aguarda a confirmagdo do mesmo. Com o intuito de reduzirem o
numero de falsos positivos, propuseram um algoritmo para o rastreio do VIH, que
consistia em usar dois ensaios imunoenzimaticos da quarta geracdo. Os métodos de
rastreio usados foram o Enzygnost VIH Integral e o VIDAS VIH DUO Quick,

verificando-se que apds o uso de dois imunoensaios da quarta geracdo 0 numero de
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falsos positivos reduziu de 0,4% para 0%. Contudo a utilizagcdo de ensaios da quarta
geracgdo, nao significa que ndo se verifique falsos positivos nas gravidas como se pode
verificar nos resultados obtidos neste estudo [73].

A medida que se procedeu ao levantamento dos dados clinicos, outro dos
parametros que se estudou foi o resultado do teste do Citomegalovirus, tanto para 1gG
como para IgM, verificando-se que nem todos os individuos tinham realizado o teste.
Apbs a analise da Tabela 10, verificou-se que 31% dos individuos com um resultado
falso positivo no teste de rastreio para o VIH, apresentavam-se imunizados para 0 CMV
e apenas 4% dos individuos apresentavam infecdo aguda pelo Citomegalovirus no
momento da realizacéo do teste de rastreio para o VIH [86].

As condicBes descritas na literatura sugerem que pode haver uma estimulacao
imune generalizada que induz a producdo de anti-HLA-DR ou anticorpos nao
especificos que tém uma reacdo cruzada com os kits usados no teste de rastreio para o
VIH, o que podera interferir com os resultados desse mesmo teste levando a que se

obtenha um resultado falso positivo [87].

41



42

Falsos positivos no teste de rastreio para o VIH



Conclusdo

VIlI. Conclusao

Neste trabalho foi feita a analise dos resultados falsos positivos obtidos no teste de
rastreio do VIH, efetuado no Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E — Aveiro.
Verificou-se que os resultados falsos positivos tiveram uma prevaléncia de 0,46%,
correspondente a 26 individuos, no periodo compreendido entre 1 de Janeiro de 2010 e
31 Dezembro de 2011.

Os individuos que apresentavam um resultado falso positivo, eram
maioritariamente do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 21-30 e 51-60
anos, parecendo predominar na idade fértil e no inicio da menopausa. Os individuos do
sexo masculino predominaram em faixas etarias muito jovens e muito avangadas.

A condicdo mais associada a falsos positivos foi a gravidez. Assim, estudos
futuros dirigidos para uma populacdo significativa de gravidas serdo importantes a fim
de estabelecer uma relacéo entre fatores como a paridade e o resultado falso positivo no
teste de rastreio para o VIH.

A populacdo estudada apresentava maioritariamente problemas cardiovasculares
e respiratorios.

As alteragdes laboratoriais verificadas, estavam relacionadas com doenca
hepética, uma potencial causa de falsos positivos para o teste de rastreio para o VIH.

Na avaliacdo da performance dos métodos usados no rastreio do VIH, pode
inferir-se que a falsa positividade era mais significativa nos testes de
quimioluminescéncia do que nos de ELFA.

Os resultados obtidos pelo teste do CMV poderdo indicar interferéncia nos
resultados obtidos no teste de rastreio para o VIH. Seria aconselhdvel um estudo
posterior, com um maior numero de amostras para verificar se existe relacdo entre CMV
e a ocorréncia de falsos positivos.

Existe uma ampla variedade de fatores que interferem com os resultados do teste
de rastreio do VIH e que aqui ndo foram estudados, devido a amostra ser pequena e ndo
haver disponibilidade de toda a informacédo pretendida. Seria uma mais valia avaliar

esses fatores numa populagdo mais representativa.
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