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RESUMO 
 

A determinação da carga viral (CV) plasmática do HIV-1 é de grande importância 

para o monitoramento do curso da doença (aids), e sua mensuração periódica 

contribui também para a compreensão da história natural da infecção, da evolução e 

do prognóstico da doença. Em algumas regiões geográficas há dificuldades tanto no 

acesso a postos para coleta de sangue como no processamento e armazenamento 

do material biológico. Nesse contexto, o uso do DBS (Dried Blood Spot) para coleta 

de sangue constitui uma alternativa facilitadora para países com recursos limitados e 

locais de difícil acesso. O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade do 

emprego do DBS para quantificação da carga viral do HIV-1 em amostras clínicas, 

inicialmente para uso no Laboratório de Aids e Imunologia Molecular do 

IOC/FIOCRUZ. Para isso, foi empregada a metodologia de Real Time PCR, 

utilizando as plataformas da Abbott m2000sp para extração e m2000rt para 

quantificação do RNA viral, respectivamente. Para as amostras coletadas em DBS 

foi realizada uma etapa prévia de tratamento com um tampão específico antes da 

extração do RNA viral. Análises exploratórias e estatísticas dos resultados foram 

realizadas. A padronização do protocolo já estabelecido para quantificação da CV 

plasmática pela empresa Abbott para uso com DBS foi realizada com sucesso. Do 

total de 92 amostras estratificadas em faixas distintas (A, B, C e D) de acordo com 

as quantificações de CV plasmáticas e em DBS, 80% apresentaram concordância 

entre as faixas de CV e, quando avaliadas separadamente, 85% apresentaram 

valores comparáveis, considerando-se a diferença de 0,5log10. Os valores de CV no 

plasma e no DBS mostraram-se correlacionados (R2 = 0.92; coeficiente de 

correlação de Pearson = 0.924). Da mesma forma, foi observada uma boa 

concordância entre os métodos (diferença média = -0.22 log10). Um Procedimento 

Operacional Padrão (POP) da técnica de PCR em tempo real para detecção da CV 

do HIV-1 a partir de DBS foi desenvolvido com sucesso para uso, inicialmente, no 

Laboratório de Aids & Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ.  

 

Palavras-chave: HIV-1, Carga Viral (CV), DBS. 

 



 

ABSTRACT 

The determination of HIV-1 plasmatic viral load (VL) is of great importance for 

monitoring the course of the disease (AIDS), and its periodic measurement also 

contributes for the understanding of the natural history of the infection, the evolution 

and the prognosis of the disease. In some geographic regions, there are difficulties 

both in the access to blood collection stations as in the processing and storage of 

biological material. In this context, the use of DBS (Dried Blood Spot) for blood 

collection constitutes a facilitating alternative for countries with limited resources and 

hard to reach places. The aim of the present study was to evaluate the feasibility of 

using DBS for HIV-1 VL in clinical samples, initially for use in the Laboratory of AIDS 

& Molecular Immunology of IOC/FIOCRUZ. To this end, the Real Time PCR 

methodology was employed, using the Abbott m2000sp and m2000rt platforms for 

viral RNA extraction and quantification, respectively. For samples collected in DBS a 

previous treatment step with a specific buffer was performed before the viral RNA 

extraction. Exploratoryand statistical analyzes of the results were performed. The 

standardization of the previously established protocol for plasmatic VL quantification 

by Abbott for use with DBS was performed successfully. Out of the 92 samples 

stratified in different VL categories (A, B, C and D) according to plasmatic and DBS 

VL quantifications, 80% showed concordance between VL categories and, when 

evaluated separately, 85% had similar values, considering the difference of 0.5 log10. 

Plasmatic and DBS VL quantifications were correlated (R2 = 0.92; Pearson’s 

correlation coefficient = 0.924). In the same way, a good agreement between the 

methods was observed (mean difference = -0.22 log10). A Standard Operating 

Procedure (SOP) of the Real Time PCR technique for HIV-1 VL detection from DBS 

was successfully developed for initial use at the Laboratory of Aids & Molecular 

Immunology of IOC/FIOCRUZ. 

 

Keywords: HIV-1, Viral Load (VL), DBS. 
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1. Introdução 

1.1 Epidemiologia do HIV/AIDS 
 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), agente etiológico da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (Aids) (Coffin et al., 1986; Monteiro et al., 2009), é 

considerado um dos patógenos de maior relevância das últimas décadas. A 

pandemia do HIV é altamente heterogênea, estruturada em sub-epidemias 

influenciadas por fatores biológicos, comportamentais e culturais. Desde sua 

identificação no início dos anos 80(Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo, 1984), mais de 

80 milhões de indivíduos em todo o mundo já foram infectados pelo HIV-1, dos quais 

cerca de 38 milhões foram a óbito, fazendo deste, o patógeno de maior impacto do 

último século (Unaids, 2015). 

Dados do último relatório do Programa Conjunto das Nações Unidas sobre 

HIV/aids revelam que em 2016 havia aproximadamente 36,7 milhões de pessoas 

vivendo com HIV no mundo, e 1 milhão de óbitos relacionados ao HIV. Nesse 

mesmo ano, foram registrados cerca de 1,8 milhões (1,6 milhão – 2,1 milhões) de 

novos casos no mundo, mostrando uma diminuição em relação a 2000, que 

registrou 3.2 milhões, correspondendo a uma queda de 43,7% (Ministério Da Saúde, 

2017). Registrou-se uma cobertura de 46% (43 – 50%) de pessoas infectadas em 

uso de terapia antirretroviral, o que está relacionado a um declínio de 26% das 

mortes relacionadas à aids no mundo. A falta de conhecimento de pessoas 

infectadas pelo HIV-1 quanto aos benefícios do uso da terapia antirretroviral é um 

grande problema, já que indivíduos que não fazem uso da terapia antirretroviral 

estão mais propícios à progressão para a aids e são potenciais transmissores do 

vírus, contribuindo assim para o aumento do número de indivíduos infectados pelo 

HIV. Dados da UNAIDS apontam que, em 2016, havia 19,5 milhões de pessoas com 

acesso à terapia antirretroviral no mundo, correspondendo a cerca de 53% do 

número de pessoas que deveriam estar em uso da terapia (Unaids, 2017). 
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Em 2014 o Programa Conjunto das Nações Unidas sobre HIV/aids (UNAIDS) 

lançou o documento “Acabando com a AIDS: progresso rumo às metas 90–90–90”, 

com intuito de acelerar o progresso da resposta ao HIV, de modo que, até 2020, 

90% de todas as pessoas vivendo com HIV conheçam seu estado sorológico 

positivo para o vírus, 90% de todas essas pessoas diagnosticadas com HIV tenham 

acesso ao tratamento antirretroviral, e que 90% de todas as pessoas em tratamento 

tenham carga viral (CV) indetectável (Unaids, 2017). Desta forma, estima-se que nos 

próximos anos haja a ampliação da cobertura de oferta de medicamentos 

antirretrovirais devido à emergência de novas políticas de saúde pública, as quais 

incluem a oferta de tratamento a populações chave como medida profilática, o que 

diminuiria a probabilidade de infecção segundo alguns estudos (Cohen et al., 2011; 

Thigpen et al., 2012; Choopanya et al., 2013), e a indivíduos independentemente do 

estágio da doença e dos níveis de células TCD4+, visto que o início precoce da 

terapia tem sido associado com melhores desfechos clínicos na fase crônica da 

doença (Okulicz et al., 2015; Ding et al., 2016).  

No Brasil, existem 882.810 mil pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA), 

considerando-se o período de 1980 até junho de 2017. Até junho de 2016, no Brasil, 

havia 842.535 casos acumulados de aids, sendo que, somente no ano de2016 foram 

registradas 12.682 mil novas infecções pelo HIV e 12.298 mortes relacionadas à 

aids. Outro dado relevante é que segundo o boletim epidemiológico brasileiro, houve 

um registro de 316.088 pessoas que vieram a óbito, desde o início da epidemia até 

dezembro de 2016 (Ministério Da Saúde, 2017). Esta redução é atribuída ao 

sucesso da terapia antirretroviral e ao diagnóstico precoce da infecção e doença, 

aumentando assim a expectativa de vida do indivíduo infectado. A epidemia 

brasileira tem sido classificada como estável, com uma prevalência de 0,6% na 

população adulta (Ministério Da Saúde, 2016). Somente no ano de 2016, segundo o 

relatório da UNAIDS, 48 mil novas infecções e 14 mil óbitos foram registrados 

(Unaids, 2017).  

No Brasil, a epidemia se concentra em grande parte entre as seguintes 

populações-chave: usuários de drogas injetáveis, profissionais do sexo e homens 

que fazem sexo com homens. Com relação à faixa etária, nos últimos 10 anos houve 
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uma mudança no perfil de idade dos novos casos de infecção pelo HIV reportados. 

Há mais registros em homens e mulheres mais jovens, tendo em vista que os dados 

anteriores vinham registrando um maior número de casos entre pessoas na faixa 

etária entre 30 a 50 anos e mais recentemente os dados apontam para o aumento 

do número de casos entre jovens de 20 a 29 anos (Ministério Da Saúde, 2016). É 

importante enfatizar que o Brasil continua sendo uma referência entre países em 

desenvolvimento por oferecer acesso gratuito aos medicamentos antirretrovirais 

para os indivíduos infectados, e por implementar um programa de redução de danos 

com medidas preventivas como a distribuição de preservativos e seringas, além de 

campanhas de conscientização da população. Como resultado dessas políticas de 

prevenção, as taxas de transmissão do vírus reduziram, assim como a mortalidade, 

o que contribui para o controle da epidemia e para o aumento da expectativa de vida 

das PVHA no país (Unaids, 2017).  

 

1.2 Classificação do HIV 
 

Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 encontra-se bem 

distribuído pelo mundo, sendo considerado o principal responsável pela pandemia 

de HIV/aids. Já o HIV-2 é menos disseminado, restrito à região oeste do continente 

africano e está associado a um menor grau de infecciosidade e virulência 

(revistopor(Sharp e Hahn, 2011). O HIV-1 foi classificado em quatro grupos: M 

(Major, majoritário), O (Outlier), N (Novo, não-M e não-O) e P (Pan 

trogodytestroglodytes). O grupo M é o mais prevalente no mundo, e devido a sua 

variabilidade genética, é classificado filogeneticamente em nove subtipos: A-D, F-H, 

J e K (Robertson et al., 2000). Os subtipos A e F são ainda subdivididos em sub-

subtipos: A1-A5 e F1-F2 (Meloni et al., 2004). Além dos vários subtipos virais, os 

eventos de recombinação entre os diferentes subtipos levam a geração de formas 

recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes únicas (URFs) (Figura 1). 

Tanto para a descrição de um CRF como para um grupo ou subtipo, é necessário 

que sejam sequenciados pelo menos três genomas completos de vírus obtidos de 
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indivíduos não relacionados epidemiologicamente. Quando temos um novo CRF, 

essas três sequências devem apresentar o mesmo padrão de recombinação ao 

longo do genoma (Robertson et al., 2000). Os URFs também são formas 

recombinantes entre subtipos, porém, são encontrados em apenas um indivíduo 

infectado (Revisto por (Hemelaar et al., 2011). 

 

Figura 1. Representação esquemática dos tipos, grupos, subtipos, subsubtipos e formas 
recombinantes do HIV-1. Adaptado de (Robertson et al., 2000) 

 

 

1.3 Características estruturais, ciclo replicativo e genoma do 

HIV-1 
 

O HIV é um retrovírus pertencente à família Retroviridae, a qual possui a enzima 

transcriptase reversa capaz de retrotranscrever seu genoma de RNA em DNA; e ao 

Tipos 

Grupos 

Subsubtipos 

Subtipos 
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gênero Lentivirus que se caracteriza pelo longo tempo entre a infecção e o 

aparecimento de sintomas (revisto por Roquebert et al., 2009). 

O HIV possui um genoma constituído de duas fitas de RNA similares de 

polaridade positiva, sendo esta uma característica comum entre os retrovírus, cada 

uma com aproximadamente 9,7kb, contendo sequências que codificam as diversas 

proteínas virais (revisto por Goto et al., 1994). A partícula viral madura apresenta 

simetria icosaédrica, com aproximadamente 110nm de diâmetro, apresentando um 

envoltório lipoprotéico denominado envelope, constituindo a camada mais externa 

do vírus, que se origina através da bicamada lipídica da célula hospedeira durante o 

brotamento dos vírions, apresentando também em sua estrutura as glicoproteínas 

gp120 e gp41 (Figura 2).  

 

Figura 2. Esquema da partícula madura do HIV-1 destacando as camadas estruturais, assim como as 
proteínas e enzimas que a compõem (transcriptase reversa, protease e integrase). Fonte: 
http://celulando.blogspot.com 

 

As glicoproteínas são codificadas pelo gene do envelope (ENV) e desempenham 

assim um importante papel nas etapas de adsorção, fusão membranar e posterior 

entrada na célula hospedeira (Goto et al., 1994; revisto por Goto et al., 1998). Na 

parte interna do envelope viral, encontramos a matriz (MA) formada pela proteína 

p17, a qual é codificada pelo grupo antígeno específico do gene GAG. Essa proteína 

é essencial para a integridade do vírion e participa na maturação da partícula viral 

pela incorporação das glicoproteínas do envelope no vírion maduro(Hoffmann et al., 
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2017). O capsídeo viral (CA) apresenta forma cônica sendo constituído pela proteína 

p24 (Marx et al., 1988). Envoltos pelo capsídeo encontram-se o nucleocapsídeo 

(NC), as enzimas virais (protease, transcriptase reversa e integrase) e as proteínas 

acessórias, as quais estão intimamente ligadas às duas fitas de RNA. 

O ciclo replicativo do HIV-1 é do tipo lisogênico, não havendo o rompimento da 

membrana da célula pelo vírus no momento em que ocorre o brotamento do mesmo, 

tendo assim uma parte da membrana plasmática do indivíduo infectado carreada 

para formar o envelope viral.  A replicação do HIV-1ocorre por uma série de eventos 

que ocorrem de forma simultânea (Freed, 2001). O processo de entrada na célula 

hospedeira se dá pela adsorção das partículas virais na superfície de células do 

sistema imunológico que expressam o receptor CD4 (linfócitos TCD4+, monócitos, 

macrófagos e células dendríticas), através da interação da glicoproteína do envelope 

viral gp120 com este receptor. Além da molécula CD4, a gp120 reconhece e se 

associa a receptores de quimiocinas, CCR5 (expresso em macrófagos e células 

dendríticas) e/ou CXCR4 (expresso em células T), que servem como correceptores 

para a entrada do vírus na célula (Clapham e Weiss, 1997). Após essas ligações, 

ocorrem mudanças conformacionais nas proteínas gp120 e gp41, levando a 

exposição dessa última, com subsequente fusão entre o envelope viral e a bicamada 

lipídica da célula hospedeira, permitindo a entrada do vírus na célula (Sattentau et 

al., 1993; Manavi, 2006; Blumenthal et al., 2012) 

Após a fusão entre o envelope viral com a membrana da célula hospedeira, 

ocorre o desnudamento do vírus com inserção do capsídeo viral no citoplasma 

celular, resultando assim na liberação do genoma viral associado às enzimas virais 

ativas, denominadas protease, transcriptase reversa e integrase, dando início ao 

ciclo de replicação viral (Freed, 2001). A trancriptase reversa transcreve o RNA viral 

promovendo a síntese de molécula de DNA a partir do RNA viral. A transcriptase 

reversa é uma enzima multifuncional que apresenta tanto a atividade de DNA 

polimerase dependente de DNA assim como de RNA, bem como de ribonuclease H 

(RNase H), a qual atua na formação da molécula híbrida RNA/DNA, por meio da 

clivagem específica da fita de RNA viral. O DNA proviral será transportado até o 

núcleo celular, onde será integrado ao genoma da célula infectada pela ação da 
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integrase (Gotte et al., 1999; Sherman e Greene, 2002). A integração é um passo 

essencial na replicação e, conseqüentemente, para persistência da infecção (Wu et 

al., 1999; Reinke et al., 2001). A partir dessa integração, o genoma viral passa a ser 

denominado provírus, o qual pode ser manter em estado latente até que seja ativado 

por um evento mitogênico, ocorrendo assim a síntese de proteínas após a 

transcrição do RNA viral, havendo a liberação de novas partículas virais que 

sofrerão a ação da enzima protease, responsável pela maturação dessas partículas 

(Freed, 2001) (Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema do ciclo replicativo do HIV-1. Fonte: Adaptado de (Brenchley et al., 2006) 

O genoma do HIV apresenta nove genes que expressam proteínas não 

estruturais regulatórias, sendo estes: GAG, ENV (que codificam proteínas 

estruturais) e POL (o qual codifica as enzimas virais que são comuns a todos os 

retrovírus); TAT E REV (genes regulatórios) e VIF, VPR, VPU e NEF (genes 

acessórios) (Figura 4). Na extremidade 3’ e 5’ do genoma proviral do HIV são 

encontradas repetições terminais longas, denominadas de LTR (Long Terminal 

Repeats), onde estão localizadas as principais sequências promotoras para a 

transcrição dos genes virais (Cherrington e Ganem, 1992); revisto por (Freed, 2001). 
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Figura 4. Esquema do genoma proviral do HIV-1, com as proteínas codificadas pelos genes GAG, 
POL e ENV. Fonte: https://www.hiv.lanl.gov 

 

O gene GAG é o primeiro gene, localizado na terminação 5’ do genoma do HIV. 

Ele codifica uma poliproteína de 55 kDa a qual vem a ser posteriormente clivada por 

uma protease produzida pelo vírus, para que possa exercer a sua função biológica 

(Tanuri et al., 1999). Durante ou logo após o processo de montagem do vírus na 

célula hospedeira, a proteína Gag dá origem a proteínas estruturais p17 da matriz 

(MA) do vírus, a p24 componente do capsídeo viral (CA) e as proteínas formadoras 

do nucleocapsídeo (NC) p6 e p7 (Freed, 1998). Estas proteínas são responsáveis 

por formar a estrutura funcional do vírus, proteger o material genético viral e as 

enzimas necessárias à replicação, empacotar o RNA viral, orientar as novas 

partículas para a superfície da célula hospedeira, estimulando a liberação de novas 

partículas virais (Gottlinger et al., 1989; Yu et al., 1992; Freed, 2001). 

O gene POL sintetiza enzimas a partir de uma grande poliproteína precursora de 

160 kDa (Pr 160GagPol), a qual é clivada por uma protease viral dando origem as 

enzimas (PR - p10), transcriptase reversa (RT - p66/p51) e integrase (IN - p31) 

(Freed e Martin, 1995) . Essas enzimas virais estão envolvidas nos processos de 

maturação, retrotranscrição e integração do DNA viral ao genoma celular (revisto por 

(Freed, 2001)). 

O gene ENV codifica uma glicoproteína de 160 kDa, a gp160,que é traduzida no 

retículo endoplasmático do hospedeiro, permitindo que a protease viral forme duas 

glicoproteínas menores: gp120, de superfície e gp41, transmembranar. Estas 

glicoproteínas são fundamentais para o reconhecimento e ligação do vírus à célula 

alvo, permitindo que haja a fusão do envelope viral à membrana da célula 

hospedeira (Hope, 2000; Barbour e Grant, 2005).  
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1.4 História natural da infecção pelo HIV-1 
 

A aids foi descrita pela primeira vez na década de 1980, como uma doença 

que se caracterizava por uma profunda imunossupressão, causada pelo HIV. Esta 

infecção ocorre através do contato de um indivíduo não infectado com o sangue, 

sêmen ou outros fluidos corporais de um indivíduo infectado.  

Abaixo, podemos observar o curso clínico da doença em ausência do uso de 

terapia antirretroviral, caracterizando-se por 3 fases, sendo a primeira denominada 

fase aguda, na qual ocorre um pico de viremia que se dá de 3 – 6 semanas após a 

infecção pelo vírus (Figura 5) (Ministério Da Saúde, 2016). Na fase de latência, 

passa a ocorrer um aumento de células TCD4+, e a diminuição da carga viral no 

indivíduo atingindo o set point viral, o qual ocorre uma estabilização da carga viral 

após um período de infecção aguda pelo HIV. O set point viral ocorre depois que o 

sistema imune desenvolveu células T citotóxicas específicas e começa a tentar 

combater o vírus. O set point viral não é fixo e constante, variando para cada 

indivíduo.  A fase de aids, se instala no indivíduo infectado quando, além do 

aumento de CV, há também uma queda brusca dos níveis de TCD4+ circulantes no 

sangue do paciente, deixando seu organismo vulnerável a outras doenças 

oportunistas, neoplasias secundárias e manifestações neurológicas levando até 

mesmo a morte, caso não haja tratamento, tendo em vista que o organismo do 

indivíduo infectado não tem como responder frente a qualquer nova infecção (Cohen 

et al., 1997; Cohen e Weisman, 1999) revisto por (Alcamí e Coiras, 2011). 
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Figura 5. Curso natural e típico de infecção pelo HIV. (i) indivíduo infectado com HIV-1; (ii) Fase 
aguda com duração de 6-12 semanas com pico da CV e queda nas células T CD4 +; (iii) Fase de 
latência pode durar de  7-10 anos; Após a fase aguda, a replicação viral atinge um nível constante 
conhecido como set point; (iv) O início da aids está associado ao aumento da replicação viral e o 
declínio das células CD4 + diminui para <200 / mm3; O tempo para o início da aids varia em 
indivíduos podendo  ocorrer de  2 anos a mais de 15 anos após a soroconversão. (Adaptado de An e 
Winkler, 2010). 

 

1.5 Monitoramento laboratorial da infecção pelo HIV através da 

quantificação da carga viral e a Rede Nacional de Carga 

Viral 
 

Com intuito de implementar e desenvolver uma política nacional de controle das 

IST/aids no Brasil, em 1986 foi criado o Programa Nacional de Controle de Doenças 

Sexualmente Transmissíveis e Aids, que teve um papel importante em ações que 

tentavam diminuir a doença através de uma política pública que fornecia medicação 

gratuita, vindo posteriormente a se tornar uma referência mundial no tratamento da 

Aids (Monteiro et al., 2009). O Departamento propunha melhorar a qualidade de vida 

dos indivíduos infectados pelo HIV, através de ações de assistência, prevenção e 

monitoramento da doença, desde o diagnóstico até o tratamento dos pacientes, 

junto à Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde. Seus objetivos 

atuais são: reduzir a transmissão do HIV, das infecções sexualmente transmissíveis 
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e das hepatites virais e melhorar a qualidade de vida das pessoas portadoras 

dessas doenças (Monteiro et al., 2009). 

Foram então adotadas políticas para a ampliação do diagnóstico, sendo os 

primeiros testes imunoenzimáticos chamados de ELISA (Enzyme Linked Immuno 

Sorbent Assay) com alta especificidade e sensibilidade. Com a introdução de novas 

metodologias foram desenvolvidos novos imunoensaios os quais foram 

desenvolvidos de acordo com a evolução das metodologias empregadas a partir do 

ELISA (Ministério da Saúde, 2013b). A determinação da CV plasmática é de grande 

importância no monitoramento da infecção pelo HIV, quantificando os vírus que 

estão sendo produzidos e lançados na corrente sanguínea (Ministério Da Saúde, 

2001). A determinação da CV com exatidão e precisão auxilia na compreensão da 

história natural da infecção pelo HIV, da evolução e prognóstico da infecção e na 

avaliação da resposta aos esquemas terapêuticos instituídos, uma vez que reflete a 

dinâmica da infecção (Mellors et al., 1996). 

Atualmente, a Rede Nacional de Carga Viral, coordenada pelo Departamento de 

Vigilância, Prevenção e Controle das IST, do HIV/aids e das Hepatites virais do 

Ministério da Saúde, conta com 84 laboratórios credenciados para a realização de 

exames de carga viral e disponibiliza testes laboratoriais com regularidade a cada 

três meses para monitoramento do curso clínico da doença nos indivíduos 

sorologicamente testados. Tal estratégia permite, ainda, verificar a ocorrência de 

falha virológica e/ou falha terapêutica, visto que uma adesão inadequada ao 

tratamento antirretroviral pode fazer com que o vírus desenvolva resistência aos 

medicamentos existentes, tornando-se necessário, nestes casos, utilizar uma terapia 

de resgate (Ministério Da Saúde, 2015). De acordo com a Portaria Nº 59/GM/MS, de 

29 de janeiro de 2003 (Ministério Da Saúde, 2003), o exame de quantificação da CV 

tem um papel importante para crianças de até 18 meses de vida, pois em função da 

transferência passiva de anticorpos da mãe para o bebê, utilizam-se testes para 

quantificação da CV do HIV-1 como diagnóstico. Há também junto ao Ministério da 

Saúde a recomendação do exame de CV como auxiliar no diagnóstico nos casos em 

que o médico suspeita de infecção aguda pelo HIV, já que a sorologia para o 

rastreamento do HIV é geralmente negativa nessa fase. No intervalo de tempo 
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compreendido entre as primeiras semanas da infecção pelo HIV até o aparecimento 

dos anticorpos anti-HIV (soroconversão), bilhões de partículas virais são produzidas 

diariamente, a viremia plasmática alcança níveis elevados e o indivíduo torna-se um 

potencial transmissor do HIV (Ministério Da Saúde, 2013a). 

Durante os 20 anos de existência da Rede Nacional de Carga Viral no Brasil, a 

qual foi criada em 1998, três metodologias distintas foram utilizadas pelos 

laboratórios participantes da rede: (1) Nucleic Acid Sequence Based Amplification 

(NASBA), de 1997 a 2007, (2) Branched DNA (b-DNA), de 2007 a 2013 e (3) Real 

Time PCR (qRT-PCR), de 2013 até o momento (Quadro 1). O NASBA (Biomérieux, 

França) é um procedimento que consiste em uma reação de amplificação isotérmica 

que utiliza sondas e primers específicos e otimizados. O b-DNA (Siemens, 

Alemanha) é um procedimento de hibridização tipo sanduíche do ácido nucléico para 

a quantificação direta do RNA do HIV-1 no plasma humano. O RealTime PCR 

(Abbott, Estados Unidos) é um teste que envolve a transcrição reversa seguida de 

amplificação por PCR. Atualmente, o exame de quantificação da carga viral 

plasmática do HIV-1 emprega a metodologia Real Time PCR (plataforma m2000), 

sendo executado por todos os laboratórios de CV integrantes da Rede Nacional de 

Carga Viral do Departamento Nacional de IST/Aids e Hepatites virais. 

QUADRO 1 – COMPARAÇÃO ENTRE AS METODOLOGIAS PARA 

QUANTIFICAÇÃO DA CV DO HIV-1 EMPREGADAS NA REDE NACIONAL DE 

CARGA VIRAL. 

 Fabricantes 
Biomérieux Siemens Abbott 

Metodologia NASBA b-DNA RealTime PCR 
Tipo de Amostra (Material) Soro e Plasma Plasma Plasma 
Região Genômica utilizada gag pol pol 
Faixa de detecção (cp/mL) 80 a 10.000.000 50 a 500.000 40 a 10.000.000 
Grupos detectados Grupo M Grupo M Grupo M; Grupo N 

Subtipos/recombinants 
detectados 

Subtipos A,B, C, 
D,F,H 

Subtipos A, B,C, D, 
F,G 

Subtipos A, B, C, 
D,G,H, CRF01-
AE, CRF02-AG 

Volume de amostra utlizado (mL) 1,0 1,0 0,6 
Tempo de execução do ensaio 1h 30 min 28 horas 7 horas 
Quantidade de testes por análise 30 168 93 
Especificidade 100,00% 97,60% 99,50% 
Automatização Sim Parcial Sim 
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1.6 Uso do papel de filtro (Dried Blood Spot, DBS) para 

quantificação da carga viral 
 

Empregou-se pela primeira vez o DBS para realização de exames laboratoriais 

para determinação da presença de fenilalanina e fenilcetonúria em recém-nascidos 

pelo grupo coordenado pelo Dr. Robert Guthrie, em 1963, na Escócia (Figueiró-Filho 

et al., 2005). No Brasil, essa técnica se tornou conhecida em alguns laboratórios na 

década de 80, quando tornou-se obrigatório a triagem neonatal (“teste do pezinho”). 

No contexto da mensuração periódica de CV plasmática do HIV no 

monitoramento do curso clínico da doença, deve-se levar em conta que existem 

localidades com distância considerável entre o local de residência dos indivíduos 

infectados pelo HIV e o local onde são realizadas a coleta e armazenagem de 

sangue, dificultando a realização dos exames de CV com a devida periodicidade. 

Outra questão que implica negativamente em locais sem estrutura é a necessidade 

de geladeiras e freezers para armazenagem do material coletado até a hora da 

realização do exame. O alto custo de se manter um laboratório ou até mesmo a 

logística de envio dessas amostras para os locais que executam o exame de CV 

fazem com que muitos pacientes não tenham acesso à realização do exame para 

devido monitoramento do curso clínico da infecção pelo HIV. Frente a esses fatores 

e visando minimizar essas dificuldades, o uso do DBS tem sido apontado em 

diversos estudos - principalmente em regiões do continente africano - como 

apropriado para coleta de material biológico e tem se mostrado uma ferramenta 

facilitadora para a quantificação da CV nesses locais mais afastados (Brambilla et 

al., 2003; Alvarez-Munoz et al., 2005; Uttayamakul et al., 2005; Lofgren et al., 2009; 

Andreotti et al., 2010; Benedicto et al., 2017). 

De acordo com um relatório recente divulgado pelo programa Médicos Sem 

Fronteiras, em Uganda há uma dificuldade ao acesso a testes de CV de HIV 

(Médecins Sans Frontières, 2013). Isso se dá pelo alto custo e pela complexidade da 

coleta de sangue, sendo necessário dispor de pessoas treinadas e locais 

apropriados para armazenamento das amostras, o que na maioria das vezes são 

fatores cruciais, agregados à necessidade de formação de recursos humanos e 
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infra-estrutura de laboratório. Há neste país uma forte recomendação de que a CV 

seja a abordagem de monitoramento preferencial para diagnosticar e confirmar a 

falha terapêutica (Balinda et al., 2016). Um estudo prévio realizado neste mesmo 

país indicou que o DBS constitui uma alternativa prática para substituição do 

plasma, já que há estudos relatando que as amostras em DBS são mantidas 

estáveis, havendo uma facilidade na coleta, no armazenamento e transporte das 

mesmas (Hamers et al., 2009). 

Há diversas marcas de testes diferentes para a quantificação da CV do HIV-

1disponíveis no mercado, tais como: Real time PCR (Abbott), que emprega a 

metodologia de PCR em tempo real; Cobas Amplicor(Roche),  que consiste em um 

PCR qualitativo in vitro e Nuclisens easyQ (Biomérieux), primeiro sistema 

automatizado que combina a amplificação NASBA com a detecção do RNA em 

tempo real , criando possibilidades de se optar por kits com valores mais baixos 

(Cassol et al., 1997; Mbida et al., 2009; Bertagnolio et al., 2010). A Tabela 1 

apresenta um panorama dos estudos já realizados empregando a quantificação da 

CV em DBS, bem como a estratégia metodológica utilizada. 
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TABELA 1 – LEVANTAMENTO DOS ESTUDOS JÁ REALIZADOS EMPREGANDO 

A QUANTIFICAÇÃO DA CV EM DBS  

População N. Local Técnica empregada Referência bibliográfica 

Pacientes infectados pelo HIV-1 103 Madri – Espanha NuclisensEasyQ Garrido, C.; 2009 

Crianças até 18 meses expostas à 
infecção pelo HIV-1 

375 
Nordeste da 
Tanzânia 

Abbott RealTime e ROCHE COBAS 
AmpliPrep/COBAS TaqMan 
System 

Lofgren, S., 2009 

Indivíduos entre 18 -60 anos 
infectados pelo HIV-1 

125 
Índia Abbott RealTime Neogi, U.;2012 

Adultos infectados pelo subtipo 
B do HIV-1  

157 
Madri – Espanha Abbott RealTime Arredondo, M.; 2012 

Pacientes infectados pelo HIV-1 
em uso de ART 

547 
Malawi Abbott RealTime Rutstein, S.; 2014 

Pacientes infectados pelo HIV-1 
provenientes de 20 centros de 
tratamento 

119 
Malawi Abbott RealTime Erba, F.; 2015 

Crianças infectadas pelo HIV-1 
158 

Moçambique Abbott RealTime Erba, F.; 2015 

Pacientes infectados pelo HIV-1 
em uso de ART 

200 
Quênia 

Roche COBAS Ampliprep/COBAS 
Taqman X Abbott m2000 

Zeh, C., 2017 

Crianças infectadas pelo HIV-1 
em uso de ART 

723 Maputo – 
Moçambique 

Abbott RealTime HIV-1 Chang, J.; 2017 

     

 

Existem, ainda, estratégias distintas que facilitam a coleta do sangue para 

avaliação da CV. A maioria dos estudos de DBS versus plasma é realizada usando 

DBS a partir de sangue venoso coletado em tubos de EDTA (Parkin, 2014; World 

Health Organization et al., 2014). O DBS é mais fácil de ser preparado utilizando a 

punção no dedo (em adultos) ou no calcanhar (em bebês) (Parkin, 2014). Em um 

estudo realizado em 2017 utilizando a mesma metodologia do presente estudo, foi 

feito um comparativo entre a coleta no DBS a partir do dedo e do sangue venoso 

versus o padrão de plasma, demonstrando que, independente de como ou da área 

de coleta do sangue, ambos têm desempenho muito semelhantes (Tang et al., 

2017). O uso da coleta no DBS a partir da punção digital para o monitoramento da 

CV é uma oportunidade que permite uma mudança na avaliação em locais com 

recursos limitados (Rutstein et al., 2014). 

Tais evidências demonstram que o uso do DBS constitui uma ferramenta mais 

acessível e de armazenagem facilitada, ampliando assim o monitoramento da CV 
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em programas de rede pública de saúde, principalmente em locais com grandes 

distâncias geográficas, e ampliando também o acesso ao tratamento antirretroviral 

nos contextos dos países de baixa e média renda.  
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2. Justificativa 
 

Os exames de CV plasmática refletem a dinâmica replicativa do vírus, pois estes 

quantificam as partículas que são produzidas e liberadas na circulação sanguínea do 

indivíduo infectado pelo HIV.  Desta forma, é importante que haja um monitoramento 

periódico com a utilização de exames de quantificação da CV, que é um marcador 

que não só fornece os dados quantitativos referentes às partículas virais circulantes, 

bem como auxilia na avaliação da resposta ao tratamento antirretroviral e a falha 

terapêutica em pacientes já tratados, quando em combinação com o resultado do 

exame de genotipagem do HIV (Waters et al., 2007; Garrido et al., 2009), os quais 

constituem ferramentas importantes para a reestruturação da combinação 

terapêutica a ser utilizada. 

O uso do DBS auxilia no monitoramento da CV em locais de difícil acesso ou 

onde a metodologia não está disponível. A relação custo-benefício da técnica é 

considerada positiva, principalmente quando se leva em consideração que não é 

necessário criar ou adaptar laboratórios para a realização destes testes, contratar 

pessoal treinado, comprar ou alugar equipamentos ou freezers para armazenagem 

do material, mas sim arcar com gastos referentes à aquisição do cartão de coleta de 

amostras, o que possibilita que haja redução nos custos quando se utiliza o DBS  

Outras vantagens são: utilizar uma quantidade menor de sangue do paciente e 

ser mais facilmente transportado, o que simplifica a logística para utilização deste 

tipo de material. O emprego do DBS é também aplicável no caso de transporte de 

material para outros países, uma vez que a forma de armazenamento deste material 

é mais fácil (dentro de caixas com dissecantes), sua forma de envio tem menor custo 

e acredita-se que tenha um maior tempo de duração do material coletado quando 

armazenado de forma correta, podendo inclusive ser armazenado em diferentes 

temperaturas. 

O uso do DBS no Brasil vem se expandindo, podendo ser observada a sua 

utilização não somente para a quantificação da CV do HIV-1, mas também para 

estudos de detecção e quantificação do vírus da hepatite C (HCV), demonstrando 

que pode ser uma boa alternativa para diagnóstico de algumas doenças (Flores, et 
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al., 2017). O presente estudo foi realizado com a finalidade de comparar o 

desempenho da técnica de quantificação da CV do HIV-1 em DBS - que é ainda 

pouco utilizada no Brasil – com a quantificação da CV do HIV-1 a partir do plasma, 

com o intuito de auxiliar no diagnóstico, no manejo clínico e no tratamento de 

pacientes infectados pelo HIV-1. 
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3. Objetivos 
 

Objetivo geral: 

- Avaliar a viabilidade do emprego do DBS para quantificação da CV de pacientes 

infectados pelo HIV-1em amostras clínicas, para uso, inicialmente, no Laboratório de 

Aids e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ. 

Objetivos específicos: 

- Adaptar o método de extração comercial utilizado para detecção do RNA do HIV-1 

no plasma em amostras coletadas em DBS; 

 

- Comparar os resultados de CV obtidas a partir do plasma e do DBS, a fim de 

avaliar a correlação entre eles; 

 

- Determinar a concordância entre os métodos utilizados para quantificação da CV 

do HIV-1 a partir do plasma e do DBS; 

 

- Otimizar o protocolo da técnica de PCR em tempo real para detecção da CV do 

HIV-1 em amostras clínicas coletadas no DBS para uso, inicialmente, no Laboratório 

de Aids e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ. 
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4. Metodologia 
 

4.1 Casuística  
 

No presente estudo, foram incluídas 102 amostras de sangue de indivíduos 

soropositivos para o HIV-1, que apresentavam falha terapêutica, encaminhadas no 

âmbito da Rede de Carga Viral e Genotipagem do Programa Nacional de IST/Aids 

do Ministério da Saúde ao Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular do Instituto 

Oswaldo Cruz, FIOCRUZ-RJ, para a realização da CV pelo método m2000sp Abbott 

RealTime HIV-1. As amostras foram estratificadas de acordo com a CV plasmática: 

Faixa A: abaixo de 1000 cópias/ml Faixa B: 1.000 ≤ CV<10.000 cópias/mL; Faixa C: 

10.000≤ CV <50.000 cópias/mL e Faixa D: CV ≥ 50.000 cópias/mL (Tabela 2). Para 

estratificação dos resultados das quantificações de CV selecionamos faixas que 

estão de acordo com os resultados mais frequentes, na tentativa de fazer com que a 

distribuição das amostras  entre as faixas distintas fosse o mais equivalente possível. 

 

TABELA 2 – FAIXAS DE CARGA VIRAL SELECIONADAS PARA O ESTUDO EM 

CÓPIAS/mL E LOG10 

Faixas de Carga Viral Valores em Cópias/mL log 10 

A < 1.000 < 3,00 

B ≥ 1.000 < 10.000 3,00 – 4,00 

C ≥ 10.000 < 50.000 4,00 – 4,69 

D ≥ 50.000 > 4,69 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do IOC/FIOCRUZ, como emenda de 

um projeto anterior, denominado “Padronização e avaliação clínica da técnica de 

genotipagem in house para detecção de mutações de resistência e de subtipos do 

HIV-1 a partir de amostras de sangue aplicadas em papel de filtro”, sob o CAAE nº 

47949215.0.0000.5248. 
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4.2 Processamento das amostras 
 

 

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 5mL contendo EDTA e 

enviadas ao laboratório para processamento de acordo com os seguintes protocolos 

de CV:  

 

(1) CV a partir do plasma (convencional): O plasma foi obtido por centrifugação 

do sangue total a 1500rpm por 10 minutos, e estocado a -70oC até o momento do 

uso. 

(2) CV a partir do DBS: Um volume de 70l ou 100l de sangue total foi aplicado 

com uma pipeta calibrada em 5 campos do DBS (Whatman Nº 903), certificando que 

cada círculo estava totalmente preenchido, mas não em excesso. O fato de termos 

dois volumes distintos justifica-se porque no início da seleção dos pacientes 

seguíamos o protocolo do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para a 

quantidade de 100l de amostra em cada círculo do cartão, já que não havia ainda 

sido registrado no mercado o kit de DBS da Abbott. Quando tivemos acesso ao 

protocolo estabelecido pela Abbott, optamos por seguir estritamente as normas do 

fabricante, e a partir de então passamos a dispensar no DBS o volume de 70l de 

sangue.  

Após a secagem a temperatura ambiente (15-30ºC) entre 3 a 18hs, os discos 

foram acondicionados em sacos plásticos individuais e armazenados a -70ºC até a 

realização do teste (Figura 6). 
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(A) (B) 

 
Figura 6. DBS antes (A) e após (B) a dispensação do sangue total. 

 

Figura 6. DBS antes (A) e após (B) a dispensação do sangue total. 

4.3 Quantificação de Carga Viral 

O ensaio Abbott RealTime HIV-1 utiliza a tecnologia de PCR com detecção de 

fluorescência em tempo real. O desenho da sonda de fita dupla possibilita a 

detecção de diversos subtipos do grupo M (subtipos A, B, C, D, CRF01-AE, F, 

CRF02-AG, G, H), N e O, e seus resultados são expressos em cópias/mL ou 

Unidades internacionais/mL (Ul/mL). A sequência alvo para este ensaio é a região 

da Integrase do gene POL do HIV-1, sendo esta uma região extremamente 

conservada. Além disso, os iniciadores foram desenvolvidos de modo a hibridizar-se 

com a região mais conservada. Esta técnica utiliza a RT-PCR para gerar produtos 

amplificados a partir do RNA do HIV-1 em amostras de pacientes infectados. Uma 

sequência de DNA não relacionada ao HIV-1(DNA de Abóbora) é amplificada 

simultaneamente no RT-PCR servindo de controle interno (CI) durante todo o 

processo. A quantificação do produto amplificado a partir da amostra será 

proporcional à quantidade de sondas de oligonucleotídeos marcadas por 

fluorescência referente à sequência alvo do HIV-1(Abbott Molecular, 2013). 

4.4 Extração e amplificação do RNA viral 

 

A extração do RNA viral foi realizada a partir das amostras de plasma pela 

plataforma m2000sp (Abbott, Estados Unidos), a qual utiliza como princípio a ação 

de micropartículas magnéticas que concentram (ou que se ligam) ao RNA viral 

presente na amostra. O RNA viral das amostras no DBS foi extraído a partir de 1spot 

do cartão para extração. A quantificação do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit 
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Abbott RealTime HIV-1 e as plataformas m2000sp para extração e a plataforma 

m2000rt para amplificação (Figura 7). 

 

(A) (B) 

 
Figura 7. Plataformas de extração (m2000sp) (A) e amplificação (m2000rt) (B) da carga viral. 

 

 

Figura 7: Plataformas de extração (m2000sp) (A) e amplificação (m2000rt) (B) da carga viral. 

 

Para as amostras de DBS, empregou-se uma tesoura que era utilizada por 

paciente e depois autoclavada, para recortar 1 spot do cartão de DBS por paciente, 

que foi adicionado a um tubo contendo tampão de lise contendo tiocianato de 

guanidina que é específico para uso em DBS, e foi fornecido pela Abbott. Os tubos 

contendo o tampão e os spots de DBS foram colocados em um bloco de 

aquecimento a seco a 55 °C por 30 minutos para desprender o RNA viral do cartão. 

Após o término da incubação, misturou-se gentilmente os tubos, que foram em 

seguida colocados no equipamento m2000sp. Todo o equipamento foi abastecido de 

placas, tubos e ponteiras, os quais constituem insumos utilizados no processo 

automático de extração. Foram dispensados 500ul de CI no tampão de lise e os 

outros reagentes tais como água, tampão de lavagem, micropartículas magnéticas e 

eluente foram colocados em suas racks, dando-se assim início à extração das 

amostras, que é um processo totalmente automatizado. Ao final da extração, é 

colocada uma placa de 96 poços no equipamento m2000sp, e o material eluído 

resultante da extração do RNA provenientes das amostras é transferido para essa 

placa, juntamente com um mix fornecido com o kit, contendo os reagentes 

necessários para a próxima etapa (amplificação). Ao final deste processo, a placa é 

selada com um selante óptico e transportada para a plataforma m2000rt, onde se dá 

a etapa de amplificação do RNA viral. Como não existe necessidade de quebra da 
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sonda na etapa de amplificação, sendo apenas a ligação à sonda para gerar o sinal 

de fluorescência, utiliza-se uma ciclagem composta por 35 ciclos a 92°C para a 

etapa de desnaturação do RNA, seguida de 56°C para a etapa de extensão, 

finalizando coma detecção do sinal de fluorescência a 35°C. Após o término da 

reação, com o auxílio do programa utilizado no equipamento, os dados são 

apresentados diretamente no computador que fica acoplado ao equipamento e 

exportados em arquivo de texto para um CD, onde o resultado é enviando para o 

sistema de liberação de resultados do Ministério da Saúde e uma cópia é 

armazenado em um drive de backup. 

A faixa de CV detectável por esta metodologia varia entre 40 a 10.000.000 

cópias/mL para o plasma e 839 a 10.000.000 cópias/mL para o DBS, sendo 

considerada uma metodologia sensível e rápida, facilitando a liberação dos 

resultados (Abbott Molecular, 2016). 

 

4.5 Análises estatísticas 

 

Para a análise exploratória dos dados foram feitos boxplots e testes de média 

(Teste t) e mediana (Teste de Wilcoxon) com o intuito de comparar os resultados 

obtidos para o grupo de 92 amostras. Para avaliar a correlação entre os valores de 

CV expressos em log10 obtidos por meio das duas metodologias empregadas 

(plasma e DBS), foi empregada a regressão linear e estimado o coeficiente de 

correlação de Pearson. Para avaliar a concordância entre as duas metodologias 

utilizadas, foi utilizada a análise de Bland-Altman, através da qual as diferenças 

entre os resultados individuais de CV a partir do plasma e do DBS são apresentadas 

comparativamente à média dos dois resultados. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o programa R v.3.4.0. O nível de significância considerado nas 

análises foi de 5%. Essa etapa contou com a colaboração da Dra. Neilane Bertoni, 

da Coordenação de Pesquisa na Divisão de Epidemiologia no Instituto Nacional do 

Câncer, INCA. 
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No presente estudo, considerou-se para todas as análises os valores de CV 

expressos em log10. Nas análises comparativas dos resultados das quantificações 

de CV plasmática e em DBS, estes foram considerados “concordantes” quando a 

diferença entre os valores de CV foi menor ou igual a 0,5log10; enquanto que 

resultados “discordantes” foram aqueles cuja diferença foi maior do que 0,5 log10. 

Este é o valor utilizado como critério para avaliação clínica dos pacientes com 

relação a condutas terapêuticas empregadas (Abbott Molecular, 2013). 
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5. Resultados 

 

O conjunto original de amostras elegíveis para o estudo era composto por 102 

amostras. Desse total, 10 amostras (9,8%) foram excluídas antes de qualquer 

análise, pelos seguintes motivos: indisponibilidade da amostra em DBS (n=2); 

indisponibilidade do resultado da CV plasmática (n=1); CV indetectável em DBS 

(n=6) ou erro do equipamento durante a etapa de amplificação (n=1). Portanto, 92 

amostras foram avaliadas neste estudo. 

As amostras de sangue total foram dispensadas no DBS logo após a chegada ao 

laboratório e após a secagem de 3 a 18 horas, eram armazenadas em freezer -70ºC 

(com dissecante). Já o plasma era separado após a centrifugação do sangue total, e 

tinha seu material genético extraído e amplificado no mesmo dia. Uma alíquota de 

plasma reserva foi armazenada a -70ºC para ser utilizada em caso de repetição. 

 

5.1 Padronização da extração das amostras coletadas em DBS 

Foi possível quantificar a CV do HIV-1 a partir do RNA viral extraído das 92 

amostras incluídas no estudo (vide resultados no item 10.3), portanto, podemos 

dizer que todas as amostras aplicadas em DBS tiveram o RNA viral extraído com 

sucesso utilizando os equipamentos m2000sp e m2000rt e seguindo o protocolo de 

extração de DBS já estabelecido pela Abbott, a qual incluía o uso de um tampão 

específico para uso em DBS (item 4.4, seção Metodologia),não havendo 

necessidade de ajuste de volume ou condições de temperatura. 

 

5.2 Comparação dos resultados de CV em DBS com diferentes 

volumes inicialmente utilizados 

 

Conforme detalhado na seção “Metodologia”, durante a realização do estudo 

houve uma mudança no volume estabelecido para dispensação da amostra no DBS. 
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Em virtude desta alteração, tornou-se importante sabermos se a diferença entre os 

volumes (DBS100 e DBS70) poderia interferir de alguma forma nos resultados 

obtidos. Assim, inicialmente foi realizada uma comparação dos resultados obtidos 

para o DBS70 (empregado após o DBS100), a partir de um conjunto de 7 amostras 

selecionadas a partir de suas cargas virais plasmáticas, de modo a contemplar as 

faixas distintas adotadas no presente trabalho (Tabela 3). 

Para isso, dispensamos o sangue total das 7 amostras da rotina laboratorial da 

CV que foram selecionadas no papel de filtro e realizamos o protocolo de CV 

plasmática. 

TABELA 3 – RESULTADOS DAS QUANTIFICAÇÕES DE CV PLASMÁTICA, EM 
DBS 70 E EM DBS 100 DAS 7 AMOSTRAS EMPREGADAS NA COMPARAÇÃO 

DO ENSAIO 

Amostra 
CV plasmática CV DBS 70 CV DBS 100 

cp/mL log 10 cp/mL log 10 cp/mL log 10 

1 449.826 5,65 1.068.539 6,03 1.577.483 6,20 
2 40.404 4,61 93.349 4,97 105.608 5,02 
3 2.201 3,34 5.785 3,76 7.179 3,86 
4 9.330 3,97 22.233 4,35 22.404 4,35 
5 20.225 4,31 34.101 4,53 35.428 4,55 
6 50.269 4,70 103.216 5,01 90.311 4,96 
7 32.476 4,51 79.069 4,90 59.101 4,77 

 

As análises estatísticas desses resultados mostraram que as medianas das CV 

obtidas utilizando-se DBS70 e DBS100 não são estatisticamente distintas 

(p=0.6875), o que nos permitiu concluir que essa variação no volume dispensado no 

DBS não tem interferência significativa sobre o resultado da quantificação da CV. 

 

5.3 Distribuição dos resultados das quantificações de CV 

plasmática versus em DBS 

 

Com base nos resultados apresentados no item 5.2, decidimos avaliar as 92 

amostras incluídas no estudo como um único conjunto de amostras, 

independentemente de o volume inicial dispensado no papel de filtro ter sido 70 ou 
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100 ul. A análise exploratória dos resultados das quantificações de CV plasmática e 

em DBS mostrou que as medianas dos valores obtidos são bastante similares 

(≈4log10) (Figura 8). Além disso, observa-se que houve uma maior variação dos 

valores de CV no plasma quando comparados aos valores em DBS.  

 

Figura 8. Distribuição das cargas virais (log10) entre DBS e plasma agrupando as 92 amostras do 
estudo. Linhas dos boxplots = quartis; Linha no interior do boxplot = mediana; Barras verticais = 
intervalos entre valores extremos (mínimo e máximo); Círculos = observações fora do intervalo 
(outliers) 

 

No presente estudo, as 92 amostras foram categorizadas em 4 grupos de acordo 

com faixas de diferentes valores de CV plasmática (item 1, seção Metodologia). A 

Tabela 4 mostra a distribuição das amostras nas diferentes faixas. A faixa C foi a 

que concentrou maior quantidade de amostras tanto no plasma quanto no DBS 

(n=29; 32%), seguida das faixas B, D e A. É importante destacar que na faixa A 

estão incluídas 15 amostras cujas CV plasmáticas e/ou em DBS estavam abaixo do 

limite mínimo de detecção do teste (=40 cópias/ml para CV plasmática e =839 

cópias/ml para DBS), sendo: 12 amostras com CV abaixo do limite mínimo no DBS e 
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valores mensuráveis para o plasma; 2 amostras com CV plasmática abaixo do limite 

mínimo e com valores detectáveis no DBS e 1 amostra com CV  abaixo do limite 

mínimo de detecção para ambos os métodos. Para estas amostras, foram atribuídos 

os valores de 39 cp/mL para o plasma e 838 cp/mL para o DBS. 

TABELA 4 – DISTRIBUIÇÃO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM AS FAIXAS 
DE CARGA VIRAL PLASMÁTICA E EM DBS UTILIZADAS NO ESTUDO 

Faixas de 
Carga Viral 

Valores em 
Cópias/mL 

Plasma DBS 

N. % N. % 

A < 1.000 17 18% 15 16% 
B ≥ 1.000 < 10.000 28 30% 26 28% 
C ≥ 10.000 < 50.000 29 32% 29 32% 
D ≥ 50.000 18 20% 22 24% 

Total 92 100% 92 100% 

 

Avaliando a classificação das amostras nas diferentes faixas considerando-se o 

plasma e o DBS, podemos observar que a maioria das amostras (N=74; 80%) teve a 

mesma classificação quando considerada a CV plasmática ou em DBS (Tabela 4). 

Dentre as 18 amostras não concordantes, 4 (22%) estavam dentro dos limites 

aceitáveis de variação (0,5 log10). A fim de realizarmos uma análise comparativa 

mais precisa, consideramos também os valores individuais de CV plasmática ou em 

DBS de cada amostra incluída no estudo. Esta análise mostrou que 78 amostras 

(85%) apresentaram resultados concordantes, enquanto que 14 amostras (15%) 

apresentaram resultados discordantes. A Tabela 5 mostra os resultados de CV 

obtidos para todas as amostras incluídas no estudo. Os resultados de CV das 

amostras discordantes são apresentados na Tabela 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 



TABELA 5 – RESULTADOS DE CV PLASMÁTICA E

TODAS AS AMOSTRAS INCLUÍDAS NO ESTUDO

RESULTADOS DE CV PLASMÁTICA E DBS EM CÓPIAS E log DE 

TODAS AS AMOSTRAS INCLUÍDAS NO ESTUDO 
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DBS EM CÓPIAS E log DE 
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TABELA 6 – RESULTADOS DE CV PLASMÁTICA E EM DBS (log10) DAS 

AMOSTRAS CUJOS VALORES FORAM DISCORDANTES 

ID 
PROJETO 

ul sangue 
total 

CV plasmática 
(cp/mL) 

Log10 
CV DBS 
(cp/mL) 

Log10 
≠ entre 
Log10 

7 100 ul 205 2,31 838 2,92 0,61 

14 100 ul 91 1,96 1.207 3,08 1,12 

19 100 ul 40 1,60 838 2,92 1,32 

24 100 ul 17.732 4,25 119.505 5,08 0,83 

39 100 ul 1.708 3,23 22.943 4,36 1,13 

42 100 ul 39 1,59 838 2,92 1,33 

47 100 ul 183 2,26 838 2,92 0,66 

53 100 ul 154.759 5,19 45.347 4,66 -0,53 

56 100 ul 50 1,70 5.486 3,74 2,04 

57 100 ul 297 2,47 1.622 3,21 0,74 

88 70 ul 152 2,18 838 2,92 0,74 

92 70 ul 58 1,76 838 2,92 1,16 

95 70 ul 39 1,59 1.086 3,04 1,44 

97 100 ul 39 1,59 898 2,95 1,36 
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5.4 Análises de correlação e de concordância entre as 

quantificações de CV plasmática versus em DBS 

 

Considerando-se as amostras com CV detectável nos dois métodos (n=77; 

84%), a correlação entre os valores de CV obtidos entre as amostras de plasma e 

DBS foi elevada (coeficiente de correlação de Pearson 0.924 e R2 = 0.92) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Gráfico de correlação entre os resultados das quantificações de CV a partir do plasma e do 
DBS. 

A análise de concordância entre os métodos mostrou que os resultados se 

apresentaram bem distribuídos sobre a média de CV obtida (3,87 log10) e que a 

grande maioria das amostras (N=84; 91%) apresentou resultados dentro do intervalo 

de média +/- 1.96 desvio-padrão (DP), com exceção de 8 amostras (9%), sendo 
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estas as amostras ID: 14, 19, 39, 42, 56, 92, 95 e 97 que ficaram fora deste intervalo 

(Figura10). A diferença média entre a CV plasmática e em DBS foi de -0.22 log10. 

Em conjunto, esses resultados nos permitem concluir que houve uma boa 

concordância entre os dois métodos avaliados. 

 

Figura 10. Análise de concordância entre os métodos de quantificação de CV do HIV-1 utilizando 
plasma e DBS. A linha contínua representa a diferença média entre a CV plasmática e em DBS (-0.22 
log10), enquanto que as linhas pontilhadas representam os valores mínimo e máximo do intervalo de 
média +/- 1,96 desvio-padrão (DP) 
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6. Discussão 

A cada dia que passa, as PVHA têm mais possibilidade de ter mais qualidade de 

vida caso tenham acesso ao uso da terapia antirretroviral e a exames para a 

quantificação da CV do HIV-1, que é indicada pela OMS como a principal ferramenta 

de monitoramento da infecção. Um dos desafios enfrentados na luta contra o HIV é 

que pessoas que vivem em áreas remotas tenham acessos a esses testes com 

intuito de monitorar o tratamento, pois a ausência de monitoramento pode prejudicar 

o diagnóstico e o tratamento do paciente (Abbott, 2018). 

Os resultados do presente estudo mostram uma boa correlação entre os valores 

(R=0,92) e uma boa concordância entre os métodos (diferença média = -0.22 log10) 

de quantificação da CV plasmática e em DBS, corroborando com outros estudos que 

serviram como inspiração neste trabalho (Johannessen et al., 2009; Leelawiwat et 

al., 2009; Marconi et al., 2009). Em nosso estudo, obtivemos resultados satisfatórios 

com amostras cuja CV é mais baixa, por exemplo, uma amostra com CV plasmática 

= 2,60 log10 cópias/mL e CV em DBS = 2,92 log10 cópias/mL, demonstrando que o 

DBS pode amplificar com precisão, níveis baixos de carga viral, ao menos quando 

utilizado o protocolo da Abbott. Isso indica que o DBS pode ser usado como uma 

alternativa às amostras de plasma no intuito de avaliar os níveis de RNA do HIV-1. 

Em diferentes partes do mundo há vários estudos que encontraram boa 

correlação entre as CV de HIV-1 detectadas a partir de DBS e de amostras de 

plasma (Ziemniak et al., 2006; Andreotti et al., 2010; Van Schooneveld et al., 2010). 

Estudos realizados na Ásia, Europa e África, relatam uma correlação significativa 

entre as CV do HIV-1 plasmática e em DBS  com um valor de R2 variando de 0,75 a 

0,88 (Johannessen et al., 2009; Leelawiwat et al., 2009; Marconi et al., 2009), 

chegando a 0,98 em um estudo realizado em 2012 por David e colaboradores (David 

et al., 2012). Em nosso estudo, encontramos uma correlação de R2 = 0.92. No 

estudo de Erba e colaboradores, os resultados de CV obtidos a partir do DBS foram 

comparáveis com os obtidos a partir do plasma, apresentando uma correlação de 

R2=0,89 e os métodos apresentaram uma boa concordância, também avaliada pela 

análise de Bland-Altmann (Erba et al., 2015).  
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Tendo em vista o alto custo para se instalar uma estrutura laboratorial para a 

realização dos testes de CV em locais com poucos recursos econômicos, a redução 

no custo dos testes de CV utilizando amostras em DBS em comparação com o teste 

de CV plasmática pode representar uma diferença significativa quando aplicada em 

âmbito nacional. Um estudo realizado na Índia apontou que a substituição do teste 

de carga viral plasmática pelo teste com DBS, num universo de aproximadamente 

400.000 indivíduos, corresponde a uma redução média econômica de mais de US$ 

1.000.000 para o sistema público de saúde anualmente (Neogi et al., 2012) 

Alguns trabalhos demonstram que a quantificação de CV do HIV-1 é viável em 

DBS (Monleau et al., 2010; Fajardo et al., 2014; Parkin, 2014; Rutstein et al., 2015), 

como citado anteriormente. Entretanto, alguns estudos observaram a interferência 

do DNA proviral no procedimento de quantificação, causando resultados falso-

positivos (Parkin, 2014; Rutstein et al., 2015; Boillot et al., 2016; Inzaule et al., 

2016).O impacto do DNA proviral é maior quando a CV plasmática é baixa (Guichet 

et al., 2018). Recentemente foi descrito que a contaminação em amostras de DBS 

pelo DNA proviral quando utilizado o PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) 

pode atingir 800-1200 cópias/ 106 (Zida et al., 2016). Tal aspecto não foi avaliado 

em nosso estudo, tendo em vista que com a intenção de reduzir o impacto do DNA 

proviral, a Abbott utiliza um método de extração de ácido nucléico com maior 

especificidade para RNA (Parkin, 2014). De acordo com a Abbott, no intuito de 

garantir maior confiabilidade nas extrações, são utilizadas partículas magnéticas 

com desenhos diferentes para os kits de DNA (partículas de sílica) e RNA (partículas 

de ferro) garantindo a extração específica dos ácidos nucléicos de interesse, não 

havendo, portanto, contaminação do material genético (Abbott Molecular, 2013). 

O DBS representa uma alternativa para o uso da utilização do plasma que facilita 

a coleta e a logística de transporte das amostras e não requer obrigatoriamente o 

uso de refrigeração, auxiliando não só no monitoramento clínico dos pacientes, mas 

também no diagnóstico do HIV-1 e de outras doenças (Lofgren et al., 2009). Um 

grupo no Sul do Brasil realizou 457 testes com intuito de detectar anticorpos contra o 

HIV-1 e HIV-2 e relatou excelente desempenho nas análises que utilizaram o DBS, 

observando que a técnica é uma nova perspectiva para o diagnóstico da infecção 
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pelo HIV (Castro et al., 2008). No entanto, o uso do DBS não está restrito ao 

monitoramento e diagnóstico do HIV-1, mas também se aplica a outras doenças, 

como as hepatites virais. Um estudo realizado na Etiópia comparando a mensuração 

da CV do vírus da hepatite B (HBV) entre plasma (considerada padrão-ouro) e DBS 

constatou que o DBS pode ser uma alternativa viável e confiável  para quantificação 

de HBV em locais com recursos limitados (Stene-Johansen et al., 2016).Há também 

um outro estudo relacionado à hepatite B que avaliou o desempenho de um 

imunoensaio comercial otimizado para identificação de HBsAg e anti-HBc em saliva 

e DBS de acordo com o status de pacientes infectados pelo HIV-1. Este estudo 

contou com 535 indivíduos agrupados como HIV-1 +, HBV +, HIV-1 / HBV + e HIV-1 

/ HBV- e os resultados demonstraram alta sensibilidade em  amostras de DBS 

(Flores, et al., 2017). 

O uso do DBS proporciona diversas vantagens que auxiliam na praticidade da 

coleta do material, podendo ser feita em tubos de sangue e dispensados nos spots 

do cartão com o auxílio de uma pipeta calibrada, como foi utilizado no presente 

estudo. Há também a possibilidade de utilizar a punção da ponta do dedo, onde uma 

agulha perfura o dedo do paciente e com uma pipeta (para garantir o volume 

correto)o sangue é dispensado diretamente no spot do cartão. Outra vantagem seria 

a temperatura de estocagem do material. Nota-se que, quando avaliadas as 

temperaturas de estocagem dos cartões o DBS, a amostra permanece estável 

durante um período de 80 dias em temperatura ambiente (Lofgren et al., 2009), não 

apresentando perdas significantes de material (Monleau et al., 2010).  

Condições de testagem de rotina foram avaliadas em um recente estudo, no qual 

as amostras coletadas em DBS foram mantidas a temperatura ambiente por duas 

semanas, a fim de se reproduzir o atraso entre a coleta do sangue em DBS e a 

mensuração da CV, com resultados satisfatórios que embasam o uso do DBS para 

monitoramento da CV no Vietnã (Taieb et al., 2016). 

Uma limitação deste trabalho foi que os espécimes DBS foram armazenados 

somente a -70°C, pelo fato de termos seguido às orientações do CDC. No entanto, 

há estudos indicando que as amostras se mantêm estáveis em temperatura 

ambiente. Essa comparação entre as diferentes condições de estocagem teria sido 
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importante, dado o contexto de uso do DBS em diferentes localidades. De acordo 

com a Abbott, os cartões podem ficar acondicionados entre 15 – 30°C por até 8 

semanas em condições com umidade relativa inferior a 85% (Abbott Molecular, 

2016). Já em condições com alta umidade (acima de 85%), os cartões podem ser 

armazenados em temperatura ambiente por até 2 semanas. Segundo a empresa, há 

também um modo alternativo de estocagem dos cartões entre 2 a 8°C ou abaixo de -

10°C por até 12 semanas (Abbott Molecular, 2016) 

O DBS pode ser usado como uma alternativa para monitorar pacientes em uso 

de antirretrovirais (Guichet et al., 2018). Desta forma, o nosso estudo demonstrou 

que a quantificação da CV do HIV-1 em DBS usando um ensaio comercial 

padronizado fornece resultados confiáveis, o que pode impactar na melhoria do 

monitoramento do HIV-1, ampliando o acesso à realização da quantificação da CV 

em áreas remotas e auxiliando no atendimento das necessidades da população em 

termos de saúde pública. Os resultados obtidos no presente estudo apontam para a 

viabilidade da utilização do DBS para monitoramento da CV do HIV-1 de modo 

satisfatório, o que representa um avanço em termos logísticos e econômicos, além 

de constituir uma estratégia que possa contribuir para a qualidade de vida dos 

indivíduos infectados pelo HIV-1 em nosso país. 
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7. Conclusões 

 

- O método utilizado para a extração das amostras aplicadas em DBS foi empregado 

com êxito, tendo em vista que foi possível quantificar a CV do HIV-1 a partir do RNA 

viral extraído de todas as 92 amostras incluídas no estudo, não sendo necessários 

ajustes no protocolo de extração de DBS. 

- Quando consideradas as faixas de CV utilizadas no estudo (A-D), observamos uma 

concordância de 80% entre as amostras quando comparados os resultados de CV 

obtidos em plasma e em DBS. No entanto, quando considerados os resultados de 

forma individual, observamos uma concordância de 85%, respeitando a diferença de 

0,5log10 utilizada como critério para avaliação clínica dos pacientes. 

- Houve uma boa correlação entre os valores de CV no plasma e no DBS 

(coeficiente de correlação de Pearson 0.924 e R2 = 0.92). Além disso, observou-se 

uma boa concordância entre os métodos (diferença média = -0.22 log10). 

- Foi gerado um POP da técnica de PCR em tempo real para detecção da CV do 

HIV-1 em amostras coletadas no DBS para uso inicialmente no Laboratório de Aids 

e Imunologia Molecular do IOC/FIOCRUZ, com intuito de otimizar a técnica de CV. 

Tal protocolo constitui um Procedimento Operacional Padrão (POP) e tem grandes 

possibilidades de ter seu uso estendido para outros laboratórios ou serviços que 

vislumbrem a necessidade de empregar essa técnica a partir do DBS (ANEXO A). 
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8. Perspectivas 

 

Caso seja possível futuramente adquirir kits para quantificação da CV do HIV-1, 

temos interesse em testar amostras de sangue em DBS que sejam armazenadas 

sob temperatura ambiente, a fim de confirmar a viabilidade dos cartões 

armazenados sob diferentes temperaturas, como já observado em alguns trabalhos. 

Publicar os resultados aqui apresentados em revista científica indexada, a fim de 

divulgar os dados gerados para a comunidade científica, além de auxiliar outros 

locais ou grupos de pesquisa que tenham interesse em utilizar o protocolo de 

extração da Abbott utilizando o DBS. A publicação dos resultados poderia contribuir 

também para que se avalie, em conjunto com outros resultados obtidos em estudos 

Brasileiros, a possibilidade de adoção do DBS nas práticas regulamentadas pelo 

Ministério da Saúde - ao menos com relação à quantificação da CV do HIV-1-, o que 

teria implicações importantes em termos de saúde pública. 
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ANEXO A - Quantificação de Carga Viral do HIV-1 por PCR RealTime 

na plataforma Abbott  m2000sp / m2000rt utilizando sangue seco 

em papel de filtro (DBS) 
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