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RESUMO

A AIDS pedidtrica ¢ uma das doencas mais desafiadoras dos dltimos tempos,
envolvendo aspectos médicos, familiares, sociais e econdmicos. A transmissio vertical mie-filho
¢ responsével pela maioria dos casos de HIV-1 em criangas em todo o mundo, com tendéncia
crescente em decorréncia do aumento da transmissdo heterossexual e de mulheres em idade
reprodutiva infectadas pelo HIV-1. O diagnéstico precoce da infecgdo perinatal pelo HIV-1 &
crucial para introdugdo de terapia anti-retroviral e de regimes profilaticos para infecgdes
oportunistas. O diagndstico da infeccio pelo HIV-1-em criangas é baseado em parimetros
clinicos, imunolégicos e virais. Sintomas clinicos relacionados a AIDS estabelecem o
diagnéstico, qualquer que seja a idade da crianga. Na auséncia de sintomas, o diagnéstico de
infecgio pelo HIV-1 pode ser obtido por testes sorolégicos convencionais seriados, que sao
inicialmente positivos em praticamente todas as criangas expostas ao HIV-1 durante a gestagio,
devido  transferéncia transplacentdria da IgG materna para o feto. O diagnéstico soroldgico
definitivo s6 pode ser obtido ap6s negativagio dos anticorpos maternos, sendo que a persisténcia
de sorologia positiva ap6s 18 meses de idade indica produgdo de anticorpos pela crianca
infectada pelo HIV-1. Ensaios baseados na detecgdo de IgE e IgA especificos para HIV-1 tém
sido propostos e poderdo representar um avango, pois estas classes de anticorpos nio sio
transferidas pela placenta; entretanto o valor real destes testes nio foi ainda demonstrado. A
presenca do HIV-1 pode ser demonstrada direta ou indiretamente por cultura viral, amplificagao
do material genético do HIV-1 ou por antigenemia p24. A cultura para detecgio de HIV-1 é um
procedimento laborioso, caro, exige condigdes médximas de biosseguranca e o resultado pode
requerer até quatro semanas de cultivo. A pesquisa do antigeno viral p24 é menos sensfvel do
que a cultura, mesmo ap6s dissociagio dos imunecomplexos, nio devendo ser usada
isoladamente para fins de diagnéstico. A amplificagio exponencial do material genético do HIV-
1 pela Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) de forma sensivel, especifica ¢ rdpida representa
o teste laboratorial mais atraente e promissor tanto para exclusio de infeccio como para
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confirmagiio de infecgio pelo HIV-1, a partir de 2 resultados positivos em amostras biolégicas
diferentes.

UNITERMOS: HIV. Diagnéstico sorolégico e molecular do HIV-1. AIDS
pediétrica. Transmissdo vertical. PCR.

INTRODUCAO )

Os conhecimentos acerca da infecgdo causada pelo HIV-1 tém
avangado a uma velocidade extraordindria. A infecgao pelo HIV-1/AI]?S é
uma doenga que até duas décadas atrds era desconhecida, hd pouco mais de
uma década ndo possufa tratamento especifico e hd cinco anos a taxa de
transmissio mide — filho permanecia imutdvel. Atualmente a infecgao pelo
HIV-1/AIDS pode ser rapidamente diagnosticada e tratada com efis:éc_ia
crescente. A partir de 1994, a hipStese de se interromper a transmissao
vertical se tornou uma realidade, quando foi demonstrado que o tratamento
de gestantes HIV-1'/AIDS com AZT reduziu a transmissao vertical em dois
tergos (12). .

Entretanto, nenhum destes avangos notaveis podera ser oferecido aos
pacientes HIV infectados, a menos que estes seja.m prc.acocem'ent‘e
diagnosticados e a eles seja assegurado o acesso as terapias anti-retrovirais
‘mais modernas.

A infecio pedidtrica pelo HIV constitui importante causa de
morbidade e mortalidade em criangas infectadas por via perinatal. A AIDS
pediatrica representa uma das doengas mais desafiadoras dosA te.:mpos
modernos com dramdticas repercussdes familiares, sociais, econdmicas e
médicas. A infecgdo pelo HIV costuma ser muito mais agressiva em crianggs,
que em geral se tornam sintométicas durante o primeiro ano de vida, muito
mais rdpido que os adultos, que podem permanecer assintornatlcos; por uma
década ou mais (4, 5, 52, 61, 62). Em torno de 16% das criangas infectadas
morrem antes do quarto ano de vida. Criangas infectadas pe}o HIV-1
costumam apresentar persistentemente alta carga viral, associada com
deteriorizagio do sistema imune e progressdo mais rdpida para a doengg, e
menor sobrevida (34, 54).

Desde o inicio da epidemia, o HIV ji infectou em torno de 3,8
milhdes de criangas, sendo que 2,7 milhdes ji foram a Gbito. Estima-se que
1,1 milhdes de criancas vivem com HIV/AIDS em todo o mundo. A gada dia,
ocorrem aproximadamente 1.500 casos novos de infeccao pediitrica pelo
HIV-1, totalizando mais de 500 mil criangas infectadas por ano, a grande
maioria destes casos em paises em desenvolvimento (64). O aumento da
transmissio heterossexual do HIV-1 e do nimero de mulheres em idade
reprodutiva infectadas traz como conseqiiéncia direta um nimero cres;en_te
de criangas infectadas através da via perinatal (3). Além da transmissao
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vertical, a infec¢do pelo HIV na infincia pode ser adquirida por transfusao de
produtos sangiiineos contaminados ou por abuso sexual (22).

Sem intervengao profilatica adequada, entre 15%-40% dos bebés
nascidos de maes com HIV*/AIDS podem se tornar infectados (12, 19, 51). A
transmissdo vertical mae-filho pode ocorrer intra-itero, intrapartum e
postpartum por aleitamento materno. A maioria dos casos de transmissdo
perinatal dd-se durante o trabalho de parto ou no momento do parto
propriamente dito.

As pecas do quebra-cabeca complexo dos fatores maternos
envolvidos na transmissdao vertical pelo HIV-1 estio sendo encaixadas. A
transmissdo vertical é considerada um evento multifatorial envolvendo
fatores maternos e neonatais. Atualmente sdo considerados como fatores de
risco maternos: 1. clinica — doenga sintomética avangada; 2. imunolégico —
baixos niveis de linfécitos T CDy", altos niveis de linfécitos T CDg" (46, 56);
3. viral - alta carga viral (acima de 50.000 cépias/ml) (14, 33, 46, 55, 56); 4.
obstétricos — tempo de ruptura de membranas maior que 4 horas; parto
vaginal (20, 28, 31, 37, 60). O aleitamento materno constitui um fator de
risco adicional (18, 25). Recentemente foi demonstrado que a concordincia
entre mae e filho, quanto aos alelos do Complexo de Histocompatibilidade
Principal Classe I, parece estar associada com aumento da transmissio
vertical (30).

Em 1994, um ensaio clinico realizado nos Estados Unidos e na
Franga (ACTG-076) (12) demonstrou que, na auséncia de aleitamento
materno, o tratamento de gestantes HIV*/AIDS com AZT reduziu o risco de
transmissdo vertical em dois tergos. Este protocolo completo inclui o uso de
AZT via oral a partir da décima quarta semana de gestaciio, por via
endovenosa, durante o trabalho de parto sendo extensivo aos recém-nascidos
(xarope, via oral) durante as primeiras seis semanas de vida. Este regime foi
rapidamente adotado como tratamento padrao nos EUA e no oeste europeu.
Gragas os esforcos do Programa de Controle/AIDS do Ministério da Saiide, o
Brasil passou a adotar o protocolo completo ACTG, com distribui¢do gratuita
dos medicamentos para gestantes infectadas e seus filhos. No entanto, devido
a sua complexidade e alto custo, esta recomendacio ndo pdde ser
implementada na maioria dos paises em desenvolvimento. As estratégias e
recomendagbes para a prevencdo da transmissdo perinatal do HIV-1 sio
definidas e baseadas principalmente em condicdes. que predominam em
paises industrializados. Como a maioria das criangas HIV/AIDS nascem em
circunstincias bem menos privilegiadas, observamos com fregiiéncia
dificuldades em incorporar estes conhecimentos ao uso prético.

Virios estudos avaliaram o efeito de protocolos reduzidos de AZT
na transmissao vertical (7, 10). Resultados recentes de 1999, de ensaios
duplo-cego placebo controlados realizados na Taildndia e na Costa do
Marfim, testando protocolos abreviados de AZT em gestantes com
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HIV/AIDS, mostraram eficdcia na redugdo da transmissao de 50% (53, 65).
Infelizmente, as questdes éticas levantadas pela utilizacdo de grupos
placebos, nos quais um alto indice de transmissdo vertical foi observada,
ofuscaram em parte a importancia destes resultados. Entretanto, a
possibilidade de regimes profildticos mais curtos e baratos pode ser uma
alternativa para paises em desenvolvimento sem condigdes estruturais e
financeiras de implementar o protocolo completo ACTGO076.

Trés estudos, do mesmo grupo de pesquisa, publicados em 1998
avaliaram aspectos maternos ¢ neonatais da transmissao vertical em coorte de
gestantes HIV*/AIDS e neonatos em Sdo Paulo. Estes estudos mostraram
risco de transmissdo perinatal dé 16% entre gestantes HIV'/AIDS (58).
Avaliando o efeito do aleitamento materno na transmissao vertical, entre as
criangas amamentadas em maes HIV-1*/AIDS o risco de transmissao foi de
21%, enquanto no grupo de criangas que receberam alimentagdo artificial, o
risco de transmissdo foi de 13% (59). Os resultados destes estudos mostraram
ainda que maior infectividade materna representa risco médio aumentado de
transmissdo por aleitamento materno (16).

O conhecimento dos fatores de risco para a transmissao vertical vem
crescendo gradualmente; entretanto, existe uma necessidade urgente de se
reforcar na pratica a atencgio aos casos de HIV/AIDS pedidtrica nos paises em
desenvolvimento.

DIAGNOSTICO DE TRANSMISSAO VERTICAL PELO HIV-1

Atualmente busca-se ansiosamente uma técnica que sirva como
“gold standard” — “padrdo ouro” — para o diagnéstico precoce definitivo da
infecgdo pelo HIV-1 em criangas infectadas por via perinatal. O diagndstico
precoce da infecgao € critico para identificar neonatos infectados que possam
se beneficiar de intervences terapéuticas e profilaxia de infeccoes
oportunistas, cruciais para aumentar a sobrevida e a qualidade de vida em
casos de AIDS pedidtrica. Intervencdo terapéutica precoce ¢ fundamental
para limitar a replicacdo viral e preservar o sistema imune. Por outro lado,
evita-se expor desnecessariamente criangas sem diagnéstico definitivo a
tratamentos terapéuticos e profilticos que sdo caros, complexos e
extremamente toxicos. Além dos beneficios clinicos do diagnéstico precoce,
este representa também um beneficio social e familiar, pois abrevia a espera
angustiante, que pode durar até 24 meses, para a obtencdo do diagndstico
definitivo pelas técnicas sorolégicas convencionais.

Para o diagndstico da infeccdo pelo HIV-1 por transmissio vertical
devem ser considerados parimetros clinicos, imunoldgicos e virais. Os
sintomas clinicos relacionados a infecgio por HIV-1/AIDS fornecem
diagnéstico em qualquer idade. Na auséncia de sintomas, o diagndstico pode
ser obtido pela deteccdo de resposta imune-humoral do neonato, especifica
para o HIV-1 através de testes soroldgicos convencionais seriados ou pela
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demonstracdo direta ou indireta do HIV-1 por cultura viral, amplificagio do
material genético do HIV ou antigenemia p24.

Os anticorpos IgG especificos para antigenos do HIV representam
um marcador sensivel e especifico de infec¢ao em adultos e criangas, apds os
primeiros 24 meses de vida (19). Entretanto, o diagnéstico precoce da
infecgdo pelo HIV-1 € dificil de ser obtido através das técnicas soroldgicas
convencionais, em virtude de a grande maioria delas ser baseada na detecgao
de anticorpos da classe IgG. Praticamente todas as criangas, filhas de maes
infectadas, sdo soropositivas para o HIV-1 ao nascimento, devido 2
transferéncia transplacentdria da IgG materna, embora nao mais que 40%
delas estejam infectadas. Pelas técnicas soroldgicas convencionais €
impossivel distinguir os anticorpos maternos dos anticorpos sintetizados pelo
recém-nascido em resposta a infeccdo pelo HIV-1. Os anticorpos da classe
IgM, indicadores de infecgdo recente, ou nao sio produzidos pelos recém-
nascidos ou sdo detectados somente transitoriamente e contra uma gama
limitada de epitopos virais (23, 47). As tentativas de se obter producio de
anticorpos por células mononucleares in vitro demonstraram que esta parece
ser menos especifica, principalmente em criangas mais novas (2). O testes de
ELISPOT, que detecta células produtoras de anticorpos in vitro, é uma
técnica mais sensivel, porém pode apresentar resultados falso-negativos em
criangas com deficiéncia na producdo de anticorpos (40). Além disto,
algumas criangas infectadas podem negativar os anticorpos maternos e nao
apresentar produgdo dos préprios anticorpos por um periodo de até 12 meses
(1). Existem relatos de criangas que, apesar de apresentarem soronegativagio,
permanecem com cultura de HIV-1 e antigenemia p24 repetidamente
positivos (38, 44). Em criangas expostas ao HIV-1 durante a gravidez e nio
infectadas, os anticorpos maternos geralmente se tornam nio detectdveis a
partir dos 9 meses de idade, mas podem ocasionalmente persistir até 24
meses de idade (9).

Ensaios baseados na deteccdo de anticorpos das classes IgE e IgA
especificas para HIV-1 - detectados por radioimuniensaio (RAST) e por
método imunoenzimitico — (ELISA), tém sido usados para diagnosticar a
infeccdo pelo HIV-1 em neonatos. Estas classes de anticorpos apresentam a
vantagem de ndo atravessar a barreira placentdria; logo, a detecgdo de
anticorpos IgA e IgE especificos para o HIV-1 no neonato sugere sintese de
anticorpos pelo feto induzida pela presenga do HIV-1 (35). Os ensaios que
detectam IgE sao considerados mais sensiveis do que os que detectam IgA
que carece de sensibilidade para detectar infeccdo pelo HIV-1 em recém-
nascidos e nos primeiros meses de vida (48, 63). Uma forte associacdo entre
altos niveis de IgA em criancas infectadas e a rdpida progressdo da doenga foi
demonstrada recentemente (39). A possibilidade de outros testes soroldgicos
que detectem IgA e IgE pode vir a representar uma alternativa simples,
confidvel e de baixo custo para o diagnéstico de criangas infectadas,
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principalmente em paises em desenvolvimento. Contudo, o valor categérico
destes testes para o diagndstico ndo foi conclusivamente avaliado.

A cultura viral para HIV-1 requer infra-estrutura altamente
complexa com condigdes de biosseguranga maxima, que permitam manipular
material biolégico de alto risco, é extremamente laboriosa e o resultado pode
demandar até quatro semanas de cultivo. Mesmo havendo disponibilidade, a
cultura muitas vezes nio é realizada em criangas devido ao fato de exigir um
grande volume de sangue. Uma outra possibilidade para se detectar
indiretamente a presenca do HIV-1 ¢é através do teste de antigenemia p24. O
antigeno p24 do HIV-1 é uma proteina do capsideo viral considerada um
importante marcador bioldgico de replicacdo viral. Ja se demonstrou que a
antigenemia p24 elevada durante os primeiros 6 meses de vida pode ser um
indicador de mau progndstico (45). Os ensaios comercialmente disponiveis
para a detecgdo da antigenemia p24 sio menos sensiveis que a cultura viral,
especialmente quando altos niveis de anticorpos anti-HIV-1 estdo presentes
levando 2 formagao de imunecomplexos com antigeno p24, que pode passar a
ndo ser detectado pelo teste (49). Os ensaios modificados para a deteccao de
antigeno p24, apés dissociagio de imunocomplexos com tratamento com
4cido ( “p24-ICD after Immune Complex Dissociation”), apresentam apenas
uma relativa melhora na sensibilidade do diagndstico, ndo devendo ser usado
isoladamente como indicador de infecgdo em criangas (29, 36).

A auséncia de infecgdo em criangas pode ser deduzida a partir da
sororreversio, ou seja, a obtengao de um teste de sorologia negativo durante
estudo seqiiencial de amostras inicialmente soropositivas. Todavia, um
diagndstico positivo de infegdo pelo HIV-1 somente é possivel a partir de
teste de sorologia persistentemente positivo, realizado numa idade em que os
anticorpos maternos nao sejam mais detectdveis. Segundo as normas do CDC
e Ministério da Satide/98, recomenda-se a realizagdo de testes confirmatérios
como Western Blot e Imunofluorescéncia Indireta (6, 9).

Avango tecnolégico de Biologia Molecular, como a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), representa uma conquista importante para
identificagdo, monitoramento e isolamento de patégenos causadores de
doengas infecciosas. PCR é uma técnica que mimetiza a maneira que a
natureza normalmente utiliza para duplicar o DNA. Concebida e convertida
em realidade em 1985, PCR rapidamente se transformou em uma ferramenta
fundamental para pesquisa, porque permite, a partir de uma amostra minima,
a deteccdo e a amplificagdo de quantidades de material genético suficientes
para estudo. Nenhuma descoberta da biotecnologia recebeu uma aceitacao tao
ampla, répida e evidente como PCR, em virtude de sua alta eficdcia,
especificidade, sensibilidade e confiabilidade. Nos dltimos anos, PCR se
transformou numa técnica repleta de reagentes, equipamentos e protocolos
altamente padronizados. Avangos significativos continuam a surgir dos
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laboratérios de pesquisa, entre eles procedimentos automatizados, enzimas
aprimoradas e modalidades de PCR em fase sélida.

O DNA ¢é mais freqiientemente encontrado na forma de dupla-hélice
constituida de fitas complementares. A técnica de PCR se inicia a partir da
separagao das fitas de DNA por aquecimento (figura 1). Quando resfriadas,
as fitas simples de DNA contendo seqiiéncias de HIV proviral se reanelam

ser amplificado (A). Quando a
solugao é aquecida a
aproximadamente 95°C, ocorre o
rompimento  das  pontes de
hidrogénio, liberando duas fitas
simples de DNA (B). Quando a

solugio € resfriada para 50-65°C,
Cw os primers ou sondas sintéticas se
anelam de forma complementar a

& regiao alvo a ser amplificada de
cada fita (C). A 72°C a enzima

DNA-polimerase capta o0s
deoxinucleotideos trifosfato livres

m em solugio que complementa a
* Polimerase, préxima posigio nio pareada da
m fita molde de DNA, estendendo os
primers ligados em uma (nica

direcio (D e E). Os produtos siio

E duas moléculas novas de DNA
R dupla fita, idénticas a original (F).

\ j Reagdes ciclicas repetitivas levam a
um aumento exponencial das
ﬁ moléculas de DNA alvo, pois os
produtos de cada ciclo se tornam

moldes para o ciclo seguinte (G).

Figura 1. A duplica¢ao do DNA se

inicia a partir de DNA dupla fita a
B oo
[0 ot e v

1]
I
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com pequenas seqiiéncias sintéticas de nucleotideos especificas para HIV.
Estas seqiiéncias, ou primers, sio exatamente complementares a regiao alvo
do DNA que se pretende amplificar. A esta reagdo sao adicionados
deoxinucleotideos trifosfatos, que constituem os blocos de construgdao do
DNA, tampdes ¢ a enzima termorresistente denominada DNA polimerase. O
aquecimento da mistura separa as fitas-moldes de DNA e, em diferentes
temperaturas, o resto dos componentes na mistura, primers e
deoxinucleotideos trifosfato, espontaneamente se organizam, construindo
uma nova fita complementar para cada molde original de DNA. Em suma, o
método consiste de ciclos repetitivos de aquecimento para ocorrer a
desnaturagdo, com resfriamento para promover anelamento com as sondas
complementares e sintese de uma nova molécula de DNA a partir da
atividade da enzima DNA polimerase, que catalisa a sintese de novas fitas de
DNA pela adicdo de nucleotideos complementares a fita simples de DNA.
Apés cada ciclo de amplificacdo, a quantidade de DNA duplica, resultando
em acumulacgao exponencial da seqiiéncia alvo. Se iniciarmos o processo com
uma molécula de DNA, apds 30 ciclos de amplificagio teremos
aproximadamente um bilhdo de cépias de DNA (15). Por esta propriedade de
amplificagdo extraordindria da técnica, todo cuidado deve ser tomado pois
mesmo a contaminacdo com quantidades minimas de material viral pode
produzir um resultado falso-positivo. O risco de contaminacio pode ser
minimizado usando-se ambientes distintos para o preparo dos reagentes, para
a reagdo de PCR e para a analise do produto amplificado. A técnica de PCR
também pode ser utilizada para a amplificacio de RNA a partir da transcrigio
reversa do RNA em DNA complementar—cDNA, que é entio empregado para
a amplificacdo enzimdtica de forma idéntica a descrita para o DNA
gendémico. A deteccdo do material amplificado pode ser feita apds separacio
por eletroforese e visualizagio por coloragdo com brometo de etidio por auto-
radiografia e por métodos imunoenzimaticos.

A utilizacdo da técnica de PCR para diagndstico de transmissdo
perinatal pelo HIV-1 foi introduzida depois da metade da década de 80 (11,
13, 17, 26, 40, 42, 43, 50). O HIV ¢ um retrovirus que para completar seu
ciclo replicativo, apés infectar a célula alvo, os linféeitos T CDy'ou
macréfagos CDy', converte o RNA viral em DNA pela acdo da enzima viral
transcriptase reversa. O DNA proviral gerado ¢ subseqiientemente integrado
ao genoma da célula infectada pela acdo da,enzima viral integrase. A técnica
de PCR para o HIV-1 envolve a detec¢do de RNA viral proveniente de
virions ou particulas virais presentes no plasma, ou do DNA proviral obtido
de células mononucleares infectadas. A técnica de PCR qualitativa detecta e
amplifica o DNA proviral e a técnica de PCR quantitativa amplifica cDNA
ou transcrito reverso de RNA_ viral. Como o PCR permite a amplificacdo
exponencial do material inicial, esta pode ser realizada a partir de pequenos
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volumes de sangue, sendo adequada para o uso em neonatos. Além desta
vantagem, a técnica pode ser concluida em apenas um dia de trabalho.

O teste de PCR qualitativo tem sido utilizado para o diagnéstico de
criangas pois pode ser capaz de detectar os raros linfécitos T infectados nos
recém-nascidos e amplificar o DNA proviral do HIV-1. A confirmagio da
especificidade e da sensibilidade da técnica de PCR para HIV-1 levaram a
sua incorporagdo nas normas recomendadas pelo CDC em 1994, para
diagnéstico precoce da infeccao pelo HIV.

A técnica de PCR na infecdo pediatrica pelo HIV-1 tem o potencial
de definir o tempo em que a transmissdo vertical ocorreu, se intra-titero ou
intrapartum (8, 24). A definicao do tempo no qual a transmissdo ocorreu é
importante para definir a conduta terapéutica e indicar a taxa de progressao
da doenca. A progressdo da infecao para AIDS ou morte foi demonstrada ser
2,5 vezes maior entre as criangas infectadas intra-uterinamente (27, 32). A
detecgdo de seqiiéncias de DNA provirais de HIV-1 em amostras de sangue
cuidadosamente coletadas de corddao umbilical ou de pungdo venosa do
recém-nascido nas primeiras 48 horas sugere transmissao intra-uterina. Risco
de contaminacdo do corddao umbilical com células maternas causando
resultados de PCR falsos-positivos ndo sao muito freqiientes, indicando que
sangue de corddo umbilical pode ser iitil na triagem inicial da infeccao pelo
HIV-1 (26). Testes de PCR negativos para HIV-1 na primeira semana e
positivos mais tardiamente sugerem transmissao intrapartum. Estes critérios
se baseiam no fato de que um intervalo de tempo entre a infecgdo e a
detecgdo € exigido para que ocorra um niimero minimo de ciclos de infecgao
celular e de replicagao viral necessdrios para produzirem niveis virais
detectaveis por PCR.

Um teste viral positivo em qualquer idade € indicativo de infeccao
pelo HIV-1. Como medida de seguranca contra possiveis falhas nos
procedimentos laboratoriais, a convencdo € classificar uma crianca como
infectada pelo HIV-1 somente ap6s dois testes positivos obtidos em amostras
biolégicas diferentes. Os testes virais tém sido suficientemente sensiveis para
permitir a exclusdo da infeccdo tendo como base a obtencdo de um resultado
negativo; contudo, a sensibilidade do teste de PCR para DNA viral tem sido
relatada como particularmente baixa no primeiro més de vida (11, 13, 17, 26,
40, 42, 43, 50), podendo gerar resultados falsos-negativos e justificando a
exigéncia de dois testes positivos, em amostras biol6gicas diferentes obtidas
apds determinado intervalo de tempo.

Cautela deve ser tomada na interpretac@o de apenas um resultado de
PCR positivo. Recentemente, 43 casos -originalmente descritos como
“infecg@o transitéria por HIV”, por terem apresentado um tnico resultado
positivo por cultura ou por PCR, seguido de impossibilidade de detecgido em
miltiplas ocasides subseqiientes ou de sororreversao, foram reavaliados.
Estudos genéticos realizados com estas amostras ndo confirmaram a
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ocorréncia de “infecgdo transitéria”, indicando que os resultados positivos
que nao puderam ser subseqiientemente confirmados foram causados por
falhas humanas nos procedimentos laboratoriais (21).

Uma revisao meta-analitica dos resultados de 32 artigos publicados
entre 1992-94, nos quais o PCR de DNA proviral foi utilizado para o
diagnéstico de neonatos e criangas, relatou uma mediana de sensibilidade de
91,6% e mediana de especificidade do teste de 100%. Um teste laboratorial
considerado perfeito é aquele que apresenta taxa de resultados falsos-
positivos e falsos-negativos igual a zero e uma taxa maxima de sensibilidade
e especificidade de 100%. A medida em que se aumenta a especificidade de
um teste laboratorial, a sensibilidade deste diminui. De acordo com os
resultados desta revisdo, a sensibilidade e a especificidade do teste de PCR
para o diagndstico de criangas variam com a idade. A sensibilidade do teste é
menor em neonatos com menos de 30 dias. A sensibilidade e a especificidade
méximas do teste em neonatos sao de 93,3%, o que corresponde a uma taxa
de falsos-positivos e falsos-negativos de 6,7%. A sensibilidade e a
especificidade maximas em criancas sdo de 98,2%, o que corresponde a uma
taxa de falsos-positivos e falsos-negativos de 1,8%. A menor sensibilidade do
teste no periodo neonatal é compativel com a hipétese de que a maioria dos
casos de transmissdo vertical ocorre préximo ao parto ou no momento do
parto propriamente dito. Desta forma, a sensibilidade diminuida do teste nos
primeiros 30 dias apds o parto reflete o pequeno niimero de cépias de DNA
viral neste periodo, melhorando a sensibilidade 4 medida em que hd aumento
da replicagdo viral e conseqiiente elevacao do nimero de cdpias de DNA
viral. Um teste de PCR negativo reduz a probabililidade de doenga para 0.2%
- 2.4%, dando indicios substanciais, mas nao definitivos, de que a crianga nio
estd infectada pelo HIV-1. O valor preditivo positivo do teste de PCR
qualitativo que detecta DNA proviral varia de 56% a 95%, dependendo das
circunstancias clinicas.

Estudos avaliando a detecgio de HIV-1 RNA no plasma, que
aumenta rapidamente durante a fase aguda da infecgdo, sugerem a detectacio
mais precocemente deste do que HIV-1 DNA (13, 57) Se outros estudos
confirmarem maior sensibilidade e especificidade dos ensaios de PCR para
HIV-1 RNA durante o primeiro ano de vida, este teste poderd fornecer um
diagndstico mais precoce da infecgdo do que o atualmente possivel, o que
representard uma melhoria na capacidade de distinguir o momento de
transmissao, se intra-uterina ou infrapartum.

Devido a sensibilidade, especificidade e rapidez para obtengio do
resultado, o teste de PCR € considerado um dos melhores testes disponiveis
para o diagndstico precoce da infeccdo pelo HIV-1 em recém-nascidos e
criangas. A avaliacdo da sensibilidade e da especificidade do PCR para o
diagnéstico da infeccdo pelo HIV-1 em criancas é dificultada pela
inexisténcia de um teste “gold standard”. Paradoxalmente, ¢ exatamente a
Vol, 28 (1): 26-40. jan.-jun. 1999 %
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falta de tal teste que torna o teste de PCR a técnica mais promissora e atrativa
para o diagnéstico precoce da infecgdo pelo HIV-1 em criangas expostas
durante a gestacao.

SUMMARY

Pediatric AIDS: Advances in the prevention and diagnosis

Pediatric AIDS is one of the most challenging diseases, involving medical,
family, social and economic aspects. Heterosexual transmission represents an
increasing route of HIV-1 dissemination leading to increased numbers of
infected women of child-bearing age and perinatally HIV-1 infected children.
Maternal's clinical, immunologic and virological status, obstetrical factors,
breastfeeding and mother-to-child HLA-1 concordance have been shown to
be associated with perinatal HIV-1 transmission. Once infected by HIV-1,
children may evolve rapidly to AIDS usually during the first year of life,
differently from adults, who may remain symptom-free for several years.
Early identification of HIV-1 infection in infant is fundamental for the
prompt introduction of antiretroviral therapy and prophylactic regimens for
opportunistic infections. Serial serological tests, viral culture, p24 detection
and HIV-1 genomic amplification have been employed for the diagnosis of
perinatal HIV-1 infection. In order to minimize potencial interferences of
maternal IgG antibodies which can persist for up to 24 months, detection of
virus specific IgE and IgA antibodies are currently under study, but their
exact value has not been defined. HIV-1 culture is laborious, expensive, time-
consuming and requires maximun biosafety levels. The detection of p24
antigen is less sensitive than HIV-1 culture, even after imunecomplex
dissociation, therefore HIV-1 diagnosis should not be based on p24 antigen
detection alone. The Polimerase Chain Reaction (PCR) has been
demonstrated to be a specific, sensitive and reliable technique for the
identification of HIV-1, promoting rapid viral genome amplification and
detection. The assessment of specificity and sensitivity of HIV-1 PCR for
pediatric infections has been hampered by the absence of a "gold standard"
technique. Paradoxically, it is the absence of such a "gold standard" that
makes PCR the most promising and attractive technique for early definitive
diagnosis of perinatally HIV-1 infected infants.

KEY WORDS: HIV. Secrological and molecular diagnosis of HIV-1
infection. Pediatric AIDS. Vertical transmission. PCR.
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