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RESUMO

Introdugio: apesar de o papel de filtro (PF) ter sido introduzido desde o século passado, (1963) por Guthrie e Susi, nas triagens neonatais, como alternativa
para a coleta da amostra do sangue, seus beneficios na aplicagdo da pratica médica laboratorial ndo foram aproveitados com eficiéncia nestes anos, com
excecdo dos recentes resultados obtidos nos trabalhos para a triagem pré-natal. O diagnostico precoce do HIV em mulheres gravidas ¢ de fundamental
importancia, sendo o aporte mais destacado para neutralizar a transmissdo vertical (TV) do HIV-aids, pois ao ser detectada a presenga de anticorpos anti-
-HIV, aplica-se o Protocolo ACTG 076 (Pediatric AIDS Clinical Trials Group Study Group), que € o tratamento das gestantes HIV-positivo no pré, intra e
pos-parto. Objetivo: comparar a coleta das amostras de sangue no papel de filtro (PF) e no plasma (padrao-ouro) na triagem pré-natal, utilizando anticorpos
anti-HIV 142 no procedimento imunoquimico ELISA (Imunoscreen HIV 1+2 SS), da firma Mbiolog. Métodos: foram estudadas 1.142 gravidas de quatro
municipios do Estado do Rio de Janeiro: Itaborai (N = 131), Itaguai (N = 597), Niter6i (N =377) e Sao Jodo de Meriti (N = 37), a partir do més de novembro
de 2008 até fevereiro de 2009. As gravidas foram submetidas a pun¢ao digital e venosa para a rotina da triagem pré-natal, sendo a primeira aplicada em
PF. Foram calculados os limites de especificidade, sensibilidade, e valores preditivos positivos e negativos para o estudo. Resultados: os resultados da
absorbancia (homogeneizagdo das varidncias) encontrados para as amostras nio reativas e reativas, em ambas as técnicas, ndo mostraram diferencas
significativas (P > 0,05) quando aplicado o teste T de Student no estudo de repetitividade. Os estudos de reprodutibilidade em ambas as técnicas ndo
resultaram coeficientes de variagdo superiores a 10%. Conclusdo: os resultados da sorologia para HIV no sangue seco coletado em PF foram semelhantes
aos da coleta por puncdo venosa, validando esta técnica.

Palavras-chave: sorologia, aids, HIV 1+2, pré-natal, papel de filtro, ELISA, DST

ABSTRACT

Introduction: although the filter paper (FP) have been introduced since the last century (1963) by Guthrie and Susi, in neonatal screening as an alternative
to blood sample collection, its benefits in the application of medical laboratory practice not were used effectively in recent years, with the exception of
the recent results obtained in the works for the prenatal screening. Early diagnosis of HIV in pregnant women is of paramount importance, being the most
outstanding support to counteract the vertical transmission (VT) of HIV-AIDS, because the determination of the presence of HIV antibodies, it applies to the
ACTG 076 Protocol (Pediatric AIDS Clinical Trials Group Study Group), which is the treatment of pregnant HIV-positive in the pre-, intra and post-parto.
Objetive: compare the collection of blood samples on filter paper (FP) and plasma (standard gold) in prenatal screening, using antibodies against HIV 1
+2 ELISA immunochemical procedure (Imunoscreen HIV 1 +2 SS), the firm Mbiolog. Methods: we studied 1,142 pregnant women in four counties of the
State of Rio de Janeiro: Itaborai (N = 131), Itaguai (N = 597), Niteréi (N = 377) and St. John Meriti (N = 37), from November 2008 until February 2009.
The pregnant women underwent fingerstick and venous for routine prenatal screening, the first being applied in PF. We calculated the limits of sensitivity,
specificity and positive predictive value and negative for the study. Results: the results of absorbance (homogeneity of variances) for the samples found
non-reactive and reactive in both techniques, showed no significant differences (P > 0.05) when using the Student’s T test in the study of repeatability.
Reproducibility studies for both techniques did not result in coefficients of variation above 10%. Conclusion: the results of serological tests for HIV in dried

blood collected in PF were similar to the collection by venipuncture, validating this technique.

Keywords: sorology, aids, HIV 142, prenatal, filter paper, ELISA, STD

INTRODUCAO

A transmissao vertical (TV) do HIV ocorre por trés vias, através
da passagem do virus da mae para o bebé durante a gestacao (35%),
do trabalho de parto, com o parto propriamente dito, por contato
com as secregdes cervicovaginais e o sangue materno (65%), e a
amamentagdo (7-22%)'2.
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No periodo compreendido entre 1984 a 1986 no Brasil, a pro-
porcdo da transmissdo do virus da sindrome de imunodeficiéncia
humana (aids) mulher/homem foi de 1/20, embora no ano 1993
alcangasse a propor¢ao de 1/4, considerando-se que em 60% foi
atribuida a exposicéo heterossexual®, que é considerada a principal
forma de contaminagdo de mulheres neste momento no Brasil e na
maioria dos paises*.

O aumento do nimero de mulheres em idade fértil infectadas
pelo HIV-1 tem aumentado consideravelmente, proporcionalmente
com aumento do numero de criancas portadoras do virus HIV-1
e, tem sido um fator de impacto na mortalidade infantil em varios
paises, tanto os industrializados como os em desenvolvimento*®. O
diagnostico precoce do HIV em mulheres gravidas ou preferivel-
mente em idade fértil ¢ de fundamental importancia. Até agora, o
aporte mais destacado para neutralizar a TV de HIV-aids ¢ a utiliza-
¢do do Protocolo ACTG 076 (Pediatric Aids Clinical Trials Group
Study Group) nas gestantes portadoras do virus, com o tratamento
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no pré, intra e pos-parto, na tentativa de diminuir a TV e manter a
continuidade da assisténcia terapéutica com o tratamento do RN’

O fato da diminui¢do da TV de 24% para menos de 1% nos
grupos com tratamento preventivo com a zidovudina® estabeleceu
a disposicao de estudar todas as gravidas, hoje aceita por todos os
programas de triagem pré-natais. Barabacci et al. (1991), anos an-
tes, haviam definido que quando o teste era feito apenas nas maes
com fatores de risco, a triagem era efetiva em 57% das vezes, con-
tra 87% se todas as maes fossem testadas, sugerindo que em areas
onde a prevaléncia for maior que 1:1.000, o teste sorologico deve
ser feito em todas as mulheres gravidas’.

No Brasil, os testes sorologicos devem ser indicados na roti-
na pré-natal no primeiro trimestre da gravidez, como estabelecido
no Programa de Humanizagdo no Pré-natal e Nascimento, institu-
ido pelo Ministério da Satde através da Portaria/GM n° 569, de
1/6/2000'.

Na triagem obrigatoria!® da mulher gravida, deve ser incluido o
teste de anticorpos por ELISA o mais proximo possivel do primeiro
trimestre. Um resultado negativo ndo exclui a infecg¢@o pelo HIV,
pois nesse periodo as provas soroldgicas podem ser falso-negati-
vas, com elevada viremia e maior risco de transmissdo do HIV ao
feto!'". Dada a possibilidade de janela imunologica (tempo entre o
contagio e a detecgdo de anticorpos pelos métodos diagndsticos),
¢ necessaria nova tomada da amostra no momento adequado no
terceiro trimestre!!.

OBJETIVO

Comparar o procedimento imunoquimico ELISA através de
amostras de sangue seco no papel de filtro (PF) e no plasma (pa-
dréo-ouro) na triagem pré-natal, usando como marcador de estudo
anticorpos anti-HIV 1+2.

METODOS

Foram selecionados quatro municipios do Estado de Rio de Ja-
neiro: [taborai, Itaguai, Niteroi e Sao Jodo de Meriti, para o estudo
nas gravidas a partir do més de novembro de 2008 até fevereiro de
2009. Nos postos de satde, as gravidas foram submetidas a pungdo
venosa e digital para a rotina da triagem pré-natal, sendo a ultima
aplicada em papel de filtro Schleicher & Schuell 903! (Figuras 1

e 2). Todas as amostras foram enviadas ao Laboratorio BioMarc,
do Instituto Vital Brazil (IVB), 6rgdo da Secretaria de Estado de
Saude e Defesa Civil do Rio de Janeiro.

Estudaram-se no total 1.142 gravidas, com a seguinte frequén-
cia nos diferentes municipios: Itaborai (131), Itaguai (597), Niterdi
(377) e Sdo J. de Meriti (37), nas quais foram autorizadas as coletas
por consentimento escrito pessoal.

No Laboratério BioMarc, as amostras foram processadas para
a detecgdo de anticorpos anti-HIV 142 e subtipo 0 no PF e no
plasma, pela técnica ELISA registrada pelo Imunoscreen, da Fir-
ma MBiolog'?. No procedimento técnico para o PF foram detecta-
dos os marcadores imunoldgicos (anticorpos) por um processo de
eluigdo, com uma solugdo proteica tamponada com conservantes.
Seguiu-se a técnica imunoquimica (eluato e plasma) para o estudo
dos anticorpos anti-HIV 1+2, na placa de poliestireno tipo ELISA
previamente recoberta com proteina recombinante anti-HIV 142 e
subtipo 0. Apds a lavagem da placa, o material ndo ligado € retira-
do e, posteriormente, ¢ adicionado o conjugado composto por anti-
geno/POD mais conservantes e, posteriormente, o substrato TMB
(3,3°,5,5’-tetra-metil-benzidina), que garante a reagdo de enzima
substrato final'?.

Os resultados da absorbancia para a presenca de anticorpos do
HIV foram analisados dependendo do seu cut-off. As absorbancias
das amostras sobre o valor do cut-off menor que 0,9 foram consi-
deradas negativas, entre 0,9-1,0, indeterminadas, e maior ou igual
a 1,0, positivas.

A reprodutividade e a precisdo para ambas as técnicas foram
calculadas, sendo a reprodutividade medida pela absorbancia de
cinco replicatas em quatro ensaios diferentes de amostras negati-
vas e positivas. Embora fosse calculada a precisdo no intraensaio
de repetibilidade de uma amostra negativa e outra positiva em
30 replicatas, foi calculado o coeficiente de variagdo dependendo
do valor das absorbancias obtidas no estudo intraplaca. Foram
testados a sensibilidade, a especificidade, e os valores preditivos
positivo e negativo para ambos os procedimentos comparados
(plasma e PF)!314,

O projeto foi aprovado pelo Conselho Cientifico do Instituto
Vital Brazil, e todas as gestantes assinaram um termo de consenti-
mento livre e esclarecido, apos orientagdo sobre a sua participagdo
no projeto.

Figura 1 - Coleta de amostra de sangue no PE.
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Figura 2 — Ficha de cadastro das gravidas e o PF com a amostra impregnada.

RESULTADOS E COMENTARIOS

A Tabela 1 representa o estudo realizado com quatro amostras
negativas coletadas no PF e no plasma, processadas 12 vezes para
medir o indicador estatistico de repetitividade. Os resultados da
absorbancia (homogeneizagdo das variancias) encontrados para
as amostras negativas, em ambas as técnicas, ndo mostraram di-
ferencas significativas (P > 0,05) quando aplicado o teste T de
Student.

Estes resultados expressam a existéncia de semelhanca entre os
valores de absorbancia na técnica para medir os anticorpos contra
o virus do HIV 142 no PF e no plasma sanguineo; nestas amostras
ndo reativas as absorbancias sdo baixas na reagdo colorimétrica do
procedimento imunoquimico, embora os valores dos coeficientes
de variagdo (CV) menores do que 10%, obtidos em todos os pro-
cessos de homogeneizagdo das varidncias analisadas, demonstram
0s mesmos critérios de precisdo para as duas técnicas.

Tabela 1 — Representagdo dos valores de absorbancia obtidos no
estudo de repetitividade do grupo de amostras ndo reativas

Técnicas Indicadores Estatisticos de Repetitividade
Comparadas de Amostras nao Reativas
N Média DP CV  Teste Student

1 Plasma 10 0,852 0,014 1,64 Nao significativo
Papel de Filtro 10 0,754 0,022 2,92 P<0,05

2 Plasma 10 1,258 0,011 0,87 Nao significativo
Papel de Filtro 10 1,425 0,022 1,54 P<0,05

3 Plasma 10 1,852 0,012 0,65 Na&o significativo
Papel de Filtro 10 1,582 0,013 0,82 P<0,05

4 Plasma 10 0,852 0,021 2,46 Nao significativo

Papel de Filtro 10 0,745 0,013 1,74 P<0,05

O Grifico 1 representa os valores de absorbancia obtidos da re-
petitividade das amostras nao reativas de N = 10 nos diferentes dias
do seguimento longitudinal (reprodutibilidade). O estudo de teste
T entre os diferentes valores e o valor da absorbancia inicial ndo
mostraram diferenca significativa, expressando semelhanga em
seus valores em func¢do do tempo. Estes valores sdo representados

pela curva tracejada (valores do plasma) e pela curva pontilhada
(valores no PF), ¢ as retas intermitentes da mesma cor representam
os valores centrais do inicio do estudo.

A Tabela 2 representa o estudo realizado com quatro amostras
reativas com anticorpos HIV 1+2 coletadas no PF e no plasma e
processadas em dez repetigdes para medir o indicador estatistico
de repetitividade. Os resultados de absorbancia encontrados para
as amostras reativas para os anticorpos HIV 1+2 em ambas as téc-
nicas ndo mostraram diferengas significativas (P > 0,05) quando foi
aplicado o teste T de Student.

Estes resultados expressam a existéncia de semelhanga entre os
valores de absorbancia na técnica para medir os anticorpos contra
o HIV1+2 no PF e nas amostras do plasma sanguineo. Também ¢é
relevante que, em amostras com valores elevados de anticorpos do
HIV, os valores dos coeficientes de variacdo menores que os 10%
obtidos em todos os processos de homogeneizagdo das variancias
analisados demonstram os mesmos critérios de precisdo para as
duas técnicas.

O Grafico 2 representa os valores de absorbancia dos diferentes
dias do seguimento longitudinal no estudo com as amostras que
apresentaram elevado valor de anticorpos do HIV. Neste caso, o
estudo de Teste T entre os diferentes valores, também ndo mostrou
diferenca significativa quando cada ponto foi comparado com seu
valor inicial. A expressdo de sua semelhanga também foi confir-
mada no estudo de reprodutividade de seus valores em fungdo do
tempo. Estes valores sdo representados pela curva tracejada (va-
lores no plasma) e a curva pontilhada (valores no PF) e, as retas
intermitentes da mesma cor que representam os valores centrais do
inicio do estudo.

A valorago analitica para o coeficiente de variacdo (CV) no
estudo de repetitividade e reprodutibilidade para a analise dos en-
saios no plasma e no PF mostraram resultados abaixo dos 10% exi-
gidos por European Commiittee for Clinical Laboratory Standards
(ECCLS)™ e outras instituigdes reguladoras'>!>!¢, Nestes mesmos
ensaios foi calculado o teste T para a valoracao da especificidade
entre ambos os métodos, obtendo-se valores para P > 0,05 nos en-
saios com resultados de anticorpos baixos e com valores de anti-
corpos elevados (positivos), que demonstraram a semelhanga em
ambos os procedimentos.
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Estudo longitudial da estabilidade dos valores de absorbancia
no PF e no plasma nas amostras nao reativas
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Grifico 1 — Representacdo dos valores da absorbancia no seguimento longitudinal de 8 dias para os anticorpos HIV 1+2 de amostras
ndo reativas.

Estudo longitudinal da estabilidade dos valores de absorbéncia
no PF e no plasma das amostras reativas

Absorbancia
1,5 -

1,4
1,3 -
1,2
1,1 -
1
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -

0,5 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8
—m— Absorbéncia no PF —@= Absorbancia no plasma Semanas

Grafico 2 — Representacio dos valores da absorbancia no seguimento longitudinal de 8 dias para os anticorpos HIV 142 nas amos-
tras reativas.
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Tabela 2 — Representagdo dos valores obtidos no estudo de repro-
dutibilidade no grupo de amostras reativas

Técnicas Indicadores Estatisticos de Repetitividade
Comparadas de Amostras nao Reativas
N Média DP CV  Teste Student

1 Plasma 12 0,042 0,004 9,52 Néao significativo
Papel de Filtro 12 0,058 0,002 3,45 P <0,01

2 Plasma 12 0,052 0,001 1,92 Nao significativo
Papel de Filtro 12 0,042 0,002 4,76 P <0,01

3 Plasma 12 0,082 0,002 2,44 Néao significativo
Papel de Filtro 12 0,094 0,003 3,19 P <0,01

4 Plasma 12 0,084 0,001 1,19 Né&o significativo

Papel de Filtro 12 0,094 0,003 3,19 P<0,01

A Tabela 3 integra os valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo em ambos os procedimentos
tecnoldgicos nas 1.142 gravidas estudadas no projeto pré-natal do
Rio de Janeiro, desenhado para demonstrar a utilidade do PF na
coleta do sangue e no processo de analises de qualidade da efetivi-
dade na aplicag@o no sistema de coleta para estudos populacionais.
Nos célculos estatisticos foi considerada a técnica no plasma como
padrao-ouro.

Independentemente da triagem que foi praticada no projeto-pi-
loto de coleta de amostras no PF e de sua comparagdo com os resul-
tados obtidos no plasma em estudo paralelo terem sido realizadas
em condigdes Otimas de pesquisa, ¢ um fato epidemiologicamente
significativo que em mais de mil gravidas estudadas, ndo aparece-
ram casos falso-negativos ou falso-positivos.

Para definir se as variagdes nos valores de hematocrito (volu-
me corpuscular) tém interferéncia nos resultados da medicdo da
absorbancia para anticorpos HIV 142 (ELISA), no sangue seco no
PF, foi realizado um estudo isolado com cinco grupos de dez gra-
vidas com valores diferentes de hematocrito (30, 35, 40, 45 e 50
volumes%), onde foi realizada a medida da absorbancia na técnica
padrao-ouro (plasma) e no PF.

O Grifico 3 demonstra que as amostras do sangue com varia-
¢oes nos valores de hematocrito submetidas a estudo dos valores
de absorbancia, no critério de quantidade de anticorpos para o HIV
1+2, ndo apresentaram diferenca significativa quando se aplica o
teste de comparagdo de valores médios (teste T) entre o resultado
obtido no plasma (ouro) e a técnica no PF.

O PF para a coleta do sangue nos estudos de triagem populacio-
nal tem sido aplicado em alguns estados do Brasil para os progra-
mas de triagem pré-natal. Mato Grosso do Sul foi um dos primeiros

estados a aplicar esta metodologia para o estudo de varias doengas
infecciosas?'. Em Goias, o Teste da Mamae, como é conhecido, foi
implantado desde 2003%, tem um servi¢o disponivel em todos os
246 municipios goianos, com parceria estabelecida entre a SES,
Apae de Goiania e as secretarias municipais de saude. Em Sergipe,
durante o quadrimestre de julho a outubro de 2007, foram avalia-
dos os resultados de testes sorologicos de 9.550 gestantes atendidas
pelo Sistema Unico de Satde (SUS) de todas as regides do estado,
com detecgdo de anticorpos totais para sifilis e HIV, entre outros
exames®.

O Plano Nacional de Redugdo da Transmissdo Vertical do HIV
e da sifilis pactuou, com estados e municipios, metas para redu-
¢do escalonada e regionalizada das taxas de transmissdo vertical
do HIV e da sifilis. Desde o ano de 2000 foi tornada compulsoria
a notificacdo das gestantes e parturientes HIV+, porém, conforme
o Boletim Epidemiologico de 2009 da Geréncia Estadual do DST/
Aids, 47% dos municipios do Estado do Rio de Janeiro nunca iden-
tificaram parturientes soropositivas e, caso tenham identificado,
nao notificaram.

Cabe informar que os autores deste estudo se interessaram ape-
nas por realizar a comparacgdo entre as duas formas de coleta de
amostras de sangue, executando o procedimento tecnoldgico ELI-
SA nas duas coletas.

Além disso, outros trabalhos devem ser realizados com um nu-
mero maior de gestantes para auxiliar este estudo, visto que € uma
aplicacdo recente da coleta de sangue seco em papel de filtro, que
tem como objetivo principal facilitar o acesso das gestantes aos
exames, devido a sua praticidade de coleta, armazenamento e en-
vio das amostras.

Influéncia do hem atécrito na absorgdo dos anticorpos
HIV 1+2

02 4
018 { — T
016
014
012
01 A
0,08
006
0,04
0,02

30 35 40 45 50
OPF @Plasma

Grifico 3 — Expressdo da andlise que demonstra a ndo interferén-
cia do valor corpuscular no uso do PF para marcadores biologicos
(anticorpos HIV 1+2) no sangue seco no PF.

Tabela 3 — Representagdo dos resultados obtidos nas analises epidemiologicas das 1.142 gravidas estudadas com anticorpos IgG e IgM para

T. pallidum no PF.
Comparagao da Qualidade entre as Técnicas no Plasma e no Papel Filtro
N =1.142
Especificidade Sensibilidade Valor Preditivo Positivo Valor Preditivo Negativo Eficiéncia Incidéncia
100% 100% 100% 100% 100% 100%
1.142 exames para anticorpos HIV 1+2 no plasma
100% 100% 100% 100% 100% 100%
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CONCLUSAO

A aplicagdo da coleta do sangue seco em PF na triagem de gra-
vidas foi semelhante a da coleta por pungo venosa, validando esta
tecnologia.

Conflito de interesse

Os autores sdo funciondrios contratados do laboratorio Bio-
Marc, do Instituto Vital Brazil, 6rgéo ligado a SESDEC (Secre-
taria de Estado de Satde e Defesa Civil) do Rio de Janeiro. O
projeto foi financiado totalmente pela SESDEC, como projeto-
-piloto no Programa de Protecdo a Gestante do Estado do Rio de
Janeiro (Pr6-Mae).
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