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RESUMO DA TESE

CAVALCANTI, Ana Maria Salustiano , Resisténcia primaria do HIV aos
antirretrovirais e infeccao recente em Centros de Testagem e Aconselhamento
da Regido Metropolitana do Recife- Pernambuco- Brasil. 148 f. Tese de
Doutorado Universidade Federal de Pernambuco- Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Po6s Graduacdo em Medicina Tropical. Recife.
Pernambuco

O uso das drogas antirretrovirais no Brasil tem aumentado a sobrevida e
melhorado a qualidade de vida dos pacientes com HIV/Aids, porém alguns
individuos podem apresentar falha terapéutica devido a resisténcia do HIV,
entre outros fatores. Testes genotipicos podem detectar resisténcia em
pacientes que nunca fizeram uso da terapia, possibilitando identificar cepas
resistentes que podem ser transmitidas. Ensaios imunoenzimaticos com
metodologias especificas podem identificar se uma pessoa foi infectada
recentemente, distinguindo-as de pessoas com infec¢do cronica. Esta tese é
composta por uma revisdo da literatura abordando resisténcia primaria,
infeccéo recente e subtipos do HIV, e por dois artigos. No primeiro, sob o titulo
“Resisténcia primaria do HIV aos antirretrovirais em Centros de Testagem

e Aconselhamento (CTA) da Regido Metropolitana do R ecife (RMR),
Pernambuco” foram analisadas 130 amostras de usuarios soropositivos para o
HIV e virgens de tratamento antirretroviral recrutados no periodo de julho/2007
a abril/2009, de cinco CTA. As amostras foram analisadas utilizando-se o kit
TRUGENE® HIV-1 Genotyping Assay —OpenGene DNA Sequencing System
(Siemens Diagnostics, USA) para deteccdo de mutacdes de resisténcia e no
ensaio BED-CEIA® IgG HIV-1 (Calypte Biomedical Corporation- USA) , para
identificacdo de infeccdo recente. Encontraram-se freqiéncias de 6,1% e de
4,6% de resisténcia primaria segundo os critérios do International AIDS Society
(IAS — USA,2009) e Surveillance Drug Resistance Mutations- SDRM-OMS-
2009, respectivamente. O percentual de infeccdo recente foi de 23,1% nas
amostras genotipadas e foram identificados 56,9% de subtipo B e 37,7% de
subtipo F. Em concluséo, o achado de freqiéncia de resisténcia primaria foi
mais elevada do que a detectada em 2002 em Recife (2%), revelando um

aumento da resisténcia associada aos Inibidores da Transcriptase Reversa



N&o-Nucleosideos (ITRNN). Em relacdo aos subtipos virais, destaca-se o alto
percentual de subtipo F na Regido Metropolitana do Recife, e um alto
percentual de infeccao recente nas amostras sequenciadas. No segundo artigo,
intitulado “I nfeccéo recente e prevaléncia do HIV em usuarios de Centros
de Testagem e Aconselhamento da Regido Metropolitan a do Recife -
Pernambuco” descreve-se a taxa de infeccdo recente em 169 amostras de
cinco CTA da RMR, a prevaléncia da infeccdo nesses CTA no periodo de
julho/2007 a abril/2009 e as possiveis associacdes entre as caracteristicas
sécio- demograficas e laboratoriais dessa populacdo. Observou-se um
percentual de infeccdo recente de 23,7%, e taxas de prevaléncia variando de
1,2% a 3,9%. Concluimos que a infeccdo recente ocorre principalmente nas
faixas etarias mais jovens e com maior frequéncia entre heterossexuais, apesar
de frequéncia significativa entre HSH. A infeccéo pelo HIV-1 observada neste
estudo, predominou no sexo masculino e Recife revelou-se com maior
prevaléncia da infeccdo pelo HIV e com maior percentual de infeccdes

recentes.

Palavras chave :Aids, resisténcia primaria ,HIV, infeccdo recente, subtipos.



ABSTRACT

Cavalcanti, Ana Maria Salustiano , Primary resistance to antiretrovirals and
HIV infection in individuals newly diagnosed recently in Counseling and Testing
Centers in the metropolitan area of Recife, Pernambuco, Brazil. 148 f. Tese
(PhD), Federal University of Pernambuco Center of Medical Sciences Saude.

Postgraduate Program in Tropical Medicine, .Recife.Pernambuco

The use of antiretroviral drugs in Brazil has increased survival and improved
quality of life of patients with HIV / AIDS, but some individuals may fail therapy
due to resistance to HIV, among other factors. Genotypic testing can detect
resistance in patients who had never used the therapy, making it possible to
identify resistant strains that can be transmitted. Immunoassays with specific
methodologies can identify whether a person was infected recently,
distinguishing them from persons with chronic infection. This thesis comprises a
review of literature dealing with primary resistance, recent infection and
subtypes of HIV, and two articles. At first, under the title "Primary resistance of

HIV to antiretroviral drugs in Voluntary Counseling and Testing Centers

(VCT) in the Metropolitan Region of Recife (RMR), P ernambuco " analyzed
130 samples of HIV seropositive individuals and virgin antiretroviral treatment
recruited from the July/2007 April/2009, five CTA. The samples were analyzed
using the kit TRUGENE ® HIV-1 Genotyping Assay (Siemens Diagnostics,
USA) for detection of resistance mutations and the BED assay Calypte ® HIV-1
for identification of recent infection. We found frequencies of 6.1% and 4.6% of
primary resistance using the criteria of the International AIDS Society (IAS -
USA, 2009) Surveillance and Drug Resistance Mutations-SDRM-OMS-2009,
respectively. The percentage of recent infections was 23.1% in samples
genotyped and identified 56.9% of subtype B and 37.7% of subtype F. In
conclusion, the finding of primary resistance rate was higher than that detected
in 2002 in Recife (2%), revealing an increase in resistance associated with
reverse transcriptase inhibitors Non-nucleoside (NNRTI). Regarding subtypes,

there is the high percentage of subtype F in the metropolitan area of Recife, and



a high percentage of recent infections in the samples sequenced. In the second
article, entitled "Infection and recent prevalence of HIV among users of
Counseling and Testing Centers in the Metropolitan Region of Recife,

Pernambuco " describes the rate of recent infection in 169 samples of five CTA
of RMR, the prevalence of infection in these CTA in the period of July/2007
April/2009 and the possible associations between sociodemographic and
laboratory characteristics of this population. There was a recent infection rate of
23.7%, and prevalence rates ranging from 1.2% to 3.9%. We conclude that
early infection occurs mainly in younger age groups and more frequent among
heterosexuals, despite significant frequency among MSM. The infection
predominates in males and Recife is the city with the highest prevalence of

infection and a higher percentage of recent infections.

Keywords: AIDS, primary resistance, HIV, recent infection, subtypes.
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1. APRESENTACAO

A distribuicdo universal das drogas antirretrovirais no Brasil tem aumentado a
sobrevida e melhorado a qualidade de vida dos pacientes com HIV/AIDS.(TEIXEIRA
PR, et al, 2004). Atualmente no Brasil, cerca de 200.000 individuos com HIV/Aids
estdo utilizando a terapia antirretroviral (TARV) de forma gratuita distribuida pelo
Ministério da Saude(http://www.aids.gov.br). Entretanto alguns individuos podem
apresentar falha terapéutica devido a varios fatores, entre eles a resisténcia do HIV
a essas drogas (DE BETHUNE & HERTOGS,2006,TOZZI V., et al,2006). Esta
resisténcia pode ser verificada através de testes genotipicos os quais detectam
mutacbes no HIV-1, e esses ensaios estdo sendo utilizados na rotina laboratorial
para monitoramento desses pacientes. Os testes genotipicos permitem ainda
identificar os subtipos do HIV-1 através da analise das sequéncias genéticas
geradas pelo ensaio. O perfil de mutacdes do HIV associado a resisténcia aos
antirretrovirais pode ser detectado em pacientes que nunca fizeram uso da terapia,
possibilitando identificar cepas resistentes que podem ser transmitidas para
individuos recém infectados pelo virus (DIAZ, R.2004).

Os Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) em HIV/Aids estéo presentes
nos municipios que concentram 70% dos casos de aids no Brasil. Nas cidades que
tem esses centros, a realizagdo dos testes anti HIV é duas vezes maior do que nas
cidades que nao dispdem destes servicos. Com a implantacdo dos CTA no Brasil
aumentou o0 acesso ao teste anti HIV e muitos individuos assintomaticos e
infectados mais precocemente, estdo procurando estes centros para realizar o
exame (GRANGEIRO A., 2007)

Estudos moleculares nos virus isolados das amostras de individuos soropositivos
para o HIV diagnosticados em Centros de Testagem, que na maioria das vezes sao
pessoas que realizaram o teste anti HIV pela primeira vez, podem fornecer dados
sobre a resisténcia genotipica aos antirretrovirais revelando a presenca de mutacdes
no virus detectado, bem como possibilita a identificacdo de subtipos do HIV
circulantes na area estudada.

Em Pernambuco existem 24 CTA distribuidos em todo estado, e na regido
metropolitana do Recife essas unidades de salde estdo presentes em VAarios
municipios, incluindo os de maior porte como, Cabo de Santo Agostinho, Olinda,

Jaboatdo dos Guararapes, Paulista, e Recife, onde é grande o nimero de pessoas
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gque comparecem a esses servicos para realizarem o teste anti HIV. A maioria
desses centros possui Servico de Atendimento Especializado (SAE) e recebem
recursos do Departamento de DST/AIDS e Hepatites Virais da Secretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Salde do Brasii (COORDENACAO
ESTADUAL DST/AIDS DE PERNAMBUCO, 2009).

Testes laboratoriais para deteccao de infeccdo recente pelo HIV-1 tém sido
utilizados desde 1998, quando Janssen e colaboradores padronizaram uma
metodologia baseada em um algoritmo conhecido como STARHS - Serologic
Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion. Neste algoritmo, amostras de soro
ou plasma positivas para a presenca de anticorpos anti-HIV s&o analisadas em duas
etapas, preliminarmente em um ensaio imunoenzimatico sensivel, e posteriormente
em outro ensaio imunoenzimético modificado, conhecido como Detuned-ELISA.
Amostras com resultado "reagente” no ensaio sensivel e "ndo reagente" no ensaio
menos sensivel sdo classificadas, em relagédo a infec¢do pelo HIV-1, como amostras
de infeccéo recente. (JANSSEN, R.S. et al,1998; HIGHLYMAN, L., 1999).

Parekh e colaboradores em 2001 desenvolveram outro método intitulado
Ensaio Imunoenzimatico-BED de Captura de IgG HIV-1 (BED-CEIA - Calypte®
Biomedical Corporation-USA), baseado na deteccdo de proporcdes crescentes de
IgG especifica apds soroconversdo. O ensaio pode determinar qual a percentagem
de uma populacdo de individuos infectados pelo HIV foram infectados no prazo
meédio de seis meses anteriores a data da coleta da amostra, desde que avaliado
com os dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes estudados. Utilizando-se o
ensaio BED-CEIA em amostras coletadas de individuos usuérios de CTA pode-se
determinar se uma pessoa foi infectada recentemente distinguindo-as de pessoas
com infecgcdo crénica. Essa metodologia pode ser utilizada em estudos de vigilancia
epidemiologica em diferentes popula¢des, como gestantes, usuarios de drogas
endovenosas e até em soros congelados (PAREKH BS., et al,2002; McDOUGAL JS.
2005).

A resisténcia do HIV aos antirretrovirais em individuos que nunca fizeram uso
da terapia (Resisténcia primaria), atualmente conhecida como Resisténcia
Transmitida ou Transmitted Drug Resistance (TDR), tem sido monitorada no mundo
inteiro (PETERSON ML., et al,2006; GERETTI AM., 2007; CECCHERINE-
SILBERTEINS F., et al., 2010). Estudos locais tornam-se de especial importancia

para verificar a prevaléncia da resisténcia, assim como para monitorar as estratégias



20

de tratamento, especialmente em individuos recentemente infectados, o que podera
ter um impacto na politica de distribuicAo de medicamentos e na implantacdo de
testes de resisténcia.

A presente tese esta organizada em formato de dois artigos para publicacdo em
periddicos, contendo na parte introdutéria uma breve revisdo bibliografica sobre a
resisténcia do HIV aos antirretrovirais, subtipos do virus e deteccdo de infeccéo
recente pelo HIV-1. No primeiro artigo, intitulado “Resisténcia primaria do HIV aos
antirretrovirais em Centros de Testagem e Aconselha mento da regido
metropolitana do Recife-Pernambuco ", descrevem-se a frequéncia de resisténcia
primaria identificada em individuos soropositivos para o HIV-1, diagnosticados em
cinco Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) situados na regido
metropolitana do Recife (RMR), identificando os subtipos do HIV circulantes na area
estudada.

O segundo artigo sob o tema “Infeccdo recente e prevaléncia do HIV em
Centros de Testagem e Aconselhamento da regido metr  opolitana do Recife-
Pernambuco” descrevem-se a taxa de infec¢ao recente e a prevaléncia da infec¢céo
pelo HIV-1 em CTA localizados na RMR, e as principais caracteristicas socio
demograficas e laboratoriais dessa populagéo
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESISTENCIA DO HIV AOS ANTIRRETROVIRAIS

No Brasil, cerca de 630 mil individuos de 15 a 49 anos vivem com HIV/Aids
sendo a epidemia brasileira de aids caracterizada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como uma epidemia concentrada, apresentando taxa de prevaléncia
menor que 1% entre parturientes residentes em areas urbanas, e maior que 5% em
subgrupos populacionais sob maior risco para infecgdo pelo HIV (BARBOSA JR. A.
et al, 2009). A taxa de prevaléncia da infeccéo pelo HIV no Brasil mantém-se estavel
em aproximadamente 0,6% desde 2004, e a taxa entre as mulheres € de 0,4% e de
0,8% entre os homens, na populacéo de 15 a 49 anos. A taxa de incidéncia de aids
vem apresentando tendéncia a estabilizacdo, em patamares elevados nos ultimos
anos e em 2009 atingiu 20 por 100.000 habitantes, porém a faixa etaria com maior
incidéncia € a de 30 a 49 anos.Existem entretanto, grandes diferencas regionais,
com declinio da taxa de incidéncia nas regides Sudeste e Centro-Oeste, no periodo
de 2000 a 2008, e aumento nas regides Norte, Nordeste e Sul. (BRITO AM, et al.,
2000; http://www.aids.gov.br).

Conforme Boletim epidemioldgico do Departamento DST, AIDS e Hepatites
Virais (Depto./DST/AIDS/HV) do Ministério da Saude, foram notificados 592.914
casos de aids no periodo de 1980 até junho de 2010. O Brasil oferece a Terapia
Antirretroviral (TARV) desde 1997 de forma universal e gratuita para os portadores
do virus, e atualmente cerca de 200.000 pessoas utilizam esses medicamentos. O
uso da TARV conhecida mundialmente como HAART (Higlhy active antirretroviral
theraphy), reduziu a morbidade e a mortalidade causada pelo HIV, porém seu uso
em longo prazo tem sido limitado pelo surgimento de resisténcia e toxicidade, dentre
outros fatores (YOUNG et al,2006,HAMMER et al, 2006, DE BETHUNE &
HERTOGS,2006, TOZZI et al,2006). A resisténcia do HIV aos antirretrovirais
considerada um dos principais fatores de falha terapéutica pode ser classificada em
secundaria e primaria. A secundaria emerge em conseqiéncia da selecdo de
mutantes em funcdo da pressao exercida pelos antirretrovirais em individuos em

tratamento, enquanto que a resisténcia primaria jA esta presente no individuo
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infectado antes de iniciada a terapia, possibilitando a transmissdo de cepas
resistentes, tornando-se um potencial problema de saude publica (DIAZ RS., 2004).

A Resisténcia primaria atualmente conhecida como Resisténcia Transmitida
ou Transmitted Drug Resistance (TDR), tem sido monitorada no mundo inteiro
(PETERSON ML., et al,2006; GERETTI AM., 2007; CECCHERINE-SILBERTEINS
F., et al., 2010), e estudos locais tornam-se de especial importancia para verificar a
prevaléncia da TDR e monitorar as estratégias de tratamento, especialmente em
individuos recentemente infectados.

O uso da monoterapia e da terapia dupla com ITRN (Inibidores da Transcriptase
Reversa Nucleosideos) nas décadas de 1980 e 1990, fez com que muitos pacientes
adquirissem mutacdes de resisténcia a esta classe de antirretroviral e esses
pacientes agiram como doadores iniciais de transmissdo de HIV resistente, na
primeira fase da epidemia. Na segunda fase da epidemia, a transmissdo de virus
resistentes € composta por pacientes que foram tratados nos primeiros anos da
época da HAART e podem ter adquirido mutacdes de resisténcia aos ITRNN
(Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Nucleosideos) e aos IP (Inibidores da
Protease) (BOUCHER,C.,2006)

Vérios estudos foram realizados em diferentes paises para avaliar a resisténcia
aos antirretrovirais (ARV), tanto a primaria como a secundaria, e 0s percentuais de
resisténcia oscilam muito em diferentes localidades e para as diferentes classes de
drogas. Estudos revisados por pesquisadora do Reino Unido, que inclui trabalhos da
América do Sul, mostram conflitantes tendéncias nas diferentes coortes estudadas,
onde em alguns lugares parecem ter um aumento da resisténcia e em outros um
declinio, concluindo que a resisténcia é significativa nos paises onde a TARV esta
bem estabelecida, e que os esquemas terapéuticos prescritos devem ser baseados
em testes de resisténcia (GERETTI A.M.,2007). Figura 1
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Figura 1- Prevaléncia da resisténcia primaria no mu  ndo.
Fonte: Geretti, A.M, 2007

Estudos de vigilancia sobre a transmissdo da resisténcia aos antirretrovirais na
Europa e no Canada apresentados na Conferencia Internacional de AIDS
(International AIDS Society- IAS-2006) encontraram cerca de 9% de mutacdes de
resisténcia em populacdes de 1.050 e 2.300 individuos virgens de tratamento,
respectivamente. Os pesquisadores canadenses também analisaram as diferencas
entre pacientes infectados recentemente usando o Detuned assay ou STHARS
(Serologic testing algorithm for recent seroconversion), e os com infeccéo pelo HIV ja
estabelecida. A prevaléncia de resisténcia em pacientes com infeccdo recente foi
ligeiramente acima de 10% em comparacdo com 8% para as infeccdes ja
estabelecidas, apesar da diferenca ndo atingir significancia estatistica (BOUCHER
C.,2006). Meta-analise sobre resisténcia primaria do HIV-1, apresentado neste
mesmo evento, revelou que a prevaléncia de mutacdes de resisténcia a ITRN &
consideravelmente mais baixa em coortes da Africa, América do Sul e Asia, do que
em coortes na Europa e EUA (BOWLES E.,2006).

Em estudo multicéntrico realizado na Alemanha de 2001 a 2003, em 269
individuos, foi detectada uma resisténcia primaria de 11,2% onde a maioria das
mutacOes foi para os ITRN e poucas mutacdes para ITRNN e IP, e os autores
sugerem incluir o teste de genotipagem para avaliar o inicio da terapia (OETTE M.,
et al 2006). Recentemente, pesquisa publicada em 2010 por Bartmeyer e
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colaboradores, em amostras de soroconvertores coletadas periodo de 1997 a 2007
na Alemanha, observou-se uma taxa de resisténcia primaria de 12,4% com
predominancia de mutacdes na classe do ITRN (BARTMEYER B, et al, 2010).

Trabalho apresentado no Conferencia internacional de AIDS na Africa do Sul
(IAS-2009) desenvolvido na Espanha em 523 individuos virgens de tratamento
antirretroviral mostrou a presenca de 6,5% de mutagbes associadas a resisténcia
aos ARV, sendo 3,6% para ITRN e ITRNN e 1,5% para IP. Os autores observaram
um aumento da resisténcia de 3,8% em 2004 para 6,5% em 2008 e um aumento de
subtipos ndo B (GUILLOT, et al2009).

Pesquisa realizada em Honduras relacionado ao periodo de 2004 a 2007 com
196 amostras, revelou uma taxa de 6% de TDR (Transmited Drug Resistance) sendo
16,6% em individuos recém infectados e 4,6% em individuos com infeccdo
estabelecida, ndo encontrando mutacéo de resisténcia aos IP. Os autores utilizaram
o teste BED-CEIA para identificar 12% de individuos com infeccdo recente e 88%
com infeccdo estabelecida (MURILLO, W.,et al, 2010).

Na Franca, Chaix e colaboradores estudando 415 individuos com infeccao
priméria no periodo de 2005 a 2006, observaram que 11% tinham resisténcia a pelo
menos uma droga, e 2%, a 2 ou 3 classes de drogas. O percentual por diferentes
classes foi de 6% para ITRN, 5% para ITRNN e 2% para IP. Os pesquisadores
observaram que em 1996 esta taxa era de 8%, aumentando para 12% no periodo de
2000 a 2004 e estabilizando em 11% no estudo citado, sugerindo uma estabilidade
nas taxas de transmissdo de resisténcia primaria naquele pais (CHAIX M.L..,et al,
2009). Estudo retrospectivo mais recente realizado na regido da Sicilia na lItalia
mostrou uma taxa de resisténcia primaria de 15,7% em amostras coletadas no
periodo de 2004 a 2008, com maior prevaléncia de mutacdo associada aos ITRNN.
Os autores informam que houve um aumento da TDR de 18,4% para 23,5% , e uma
prevaléncia de 10% de mutacOes associadas aos ITRNN (BONURAF., et al , 2010).

As tendéncias da resisténcia primaria estudada por Robert Grant em S&o
Francisco em 225 pacientes recrutados antes de qualquer tratamento no periodo de
junho/1996 a junho/2001 revelaram que no periodo de 1996/1997 um percentual de
23% tinha resisténcia para os ITRN caindo para 7,7% de 1998/1999 e aumentando
para 20% em 2001. Para os IPs a taxa de 2,5% foi observada em 96/97, subindo
para 7,7% em 2000/2001, e para os ITRNN era de zero em 96/97 e aumentou para

12% em 2000/2001. Apenas um paciente apresentou resisténcia a todas as classes
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de drogas ARV. Os autores citaram que ndo houve diferenca entre a primeira carga
viral dos individuos com virus resistentes e virus sensiveis aos ARV e que o CD4
inicial foi mais alto nos individuos com virus resistentes, e concluiram que a
freqiéncia de resisténcia aos ITRNN estd aumentando (GRANT R..,et al, 2000).
Pesquisa mais recente em San Francisco- USA em amostras de 372 individuos que
na maioria era Homens que fazem sexo com Homens (HSH) foi detectada taxa de
resisténcia primaria em media de 16% no periodo de 2002 a 2009, entretanto
quando estratificado por ano, observou-se taxas de 24% em 2005 e de 15% em
2009 (JAIN, V et al., 2010).

Na América Latina, estudos tém revelado percentuais diversos para as taxas
de resisténcia primaria: 11% na Venezuela, 3,3% no Peru, 6,4% em Cuba, em
diferentes populagbes e metodologias (CASTILLO L., et al, 2009; LAMA JR., et al,
2006; PEREZ L, et al , 2007). Na Argentina, estudo publicado em 2011 com
populacdes de diferentes risco para a infeccdo pelo HIV mostrou uma taxa de
resisténcia primaria de 8,4%, observando-se taxas elevadas em usuarios de drogas
endovenosas (UDI) do sexo feminino(33,3%) maiores do que no sexo masculino
(15,4%). Neste estudo n&o foi detectada resisténcia em gestantes e em
trabalhadoras do sexo, e um percentual mais elevado em individuos com infecgéo
estabelecida do que nos individuos com infeccdo recente. As muta¢des mais
prevalentes foram: 103N relacionada com os ITRNN (44,5%), seguida da mutacao
184V (33,3%) e 41L(22,2%) associadas aos ITRN (PANDO, M.A., et al, 2011)

Populacbes diversas como gestantes e criancas também estdo sendo
analisadas para verificar taxas de resisténcia primaria em estudos mais recentes.
Em estudo multicéntrico envolvendo amostras de criancas da Argentina, México e
Brasil foi detectada uma taxa de resisténcia primaria de 8,7% em criancas com idade
meédia de 7 anos e virgens de tratamento ARV (SOTO-RAMIREZ, L.E., et al, 2010).
Em Angola, em amostras de gestantes recém diagnosticadas em duas maternidades
de Luanda, ndo foram identificadas mutacdes para inibidores da Protease, e apenas
uma mutacao para ITRN e duas para ITRNN (CASTELBRANCO, E.P, et al, 2010).
No estado de Goids nao foi encontrada resisténcia primaria em amostras de 35
gestantes virgens de tratamento ARV porem 16,7% de resisténcia secundaria em 42
gestantes (CARDOSO L., et al, 2010)

No Brasil, varios estudos foram realizados para verificar a resisténcia primaria

0s quais revelaram diferentes prevaléncias para as classes de ARV: cerca de 2%
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para as trés classes de ARV, 11,4% para apenas uma classe (ITRNN) e percentuais
elevados de mutag6es secundarias para os inibidores de protease, sem presenca de
mutacgdes primarias para esta classe de ARV (BRINDEIRO R.,et al.,2003;PEDROSO
C., et al,2007; VARELA et al,2007). Em amostras de Porto Alegre onde circula mais
o subtipo C, baixos percentuais de mutacdes de resisténcia para as trés classes de
ARV foi observado por RODRIGUES R. e colaboradores em 2006 (2% para ITRNN,
1% para ITRN e zero para IP). Entretanto, pesquisadores de S&o Paulo analisando
pacientes HIV positivos de CTA de Santos, detectaram resisténcia de 36,8% a no
minimo uma classe de ARV em individuos com infeccdo recente e 25% de
resisténcia em pacientes com infeccéo crénica (SUCUPIRA C., et al, 2007) Figura 2.
Atualmente esses percentuais podem ser menores se forem avaliados com a lista de
mutacdes SDRM uma vez que séo retirados os provaveis polimorfismos que foram

computados nas analises anteriores.

Locall  Antor N IIRN ITRNN TP Res. 0BS5S
ano Prim

SP2009  Spnnzetal 87T 13% 44%  13% 7%

GO2009 Cardosoetal 97 “%/10% = algont.
BR2009 Inocéncoetal 210 %% <5%(2)
SP2009  Sucupiraetal 174 4% 11% 4% 5 CTAs
RI2007 Varellaetal 72 14% 0 0

BAZ2007 Pedrosoetal 152 0%8% 114% 3% 20 crian.
SP2007 Sucupiraetal 90 368% IR

PE2006 Medeirosetal # 24% 0 0

RI2006 Teixeiraetal 2731 22%-13% 70% UDI
SP2006 DBarretoetal 342 6.3% Doadores
R52006 Rodriguesetal 108 1% 2% 0

BR2003 Brindeiroetal 3523 2% 2% 2%

Figura 2 — Estudos sobre resisténcia primaria no Br  asil

Diversos trabalhos foram apresentados no VIII Simpdsio Brasileiro de
Pesquisa em HIV/AIDS-SIMPAIDS- em julho/2009 sobre resisténcia primaria do HIV
em diferentes estados brasileiros: no Rio Grande do Sul em 99 pacientes virgens de
tratamento ARV (2005/2007) foi encontrado 9% de resisténcia, sendo detectados
2%, 4% e 3% de mutacdes primarias associadas aos ITRN, ITRNN e IP
respectivamente; em 29 amostras do estado do Mato Grosso do Sul e 27 de Mato

Grosso coletadas em 2008 e 2009, foi identificado um percentual de 12% de
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mutacfes; em Campinas no estado de S&o Paulo, em 85 amostras de individuos
ndo tratados foi identificado 13% de mutagfes primarias sendo 3,5% para ITRNN
(SIMPAIDS-Livro de resumo,2009)

Estudo da UNIFESP-SP com 174 pacientes recrutados de cinco CTA do
estado de S&o Paulo, virgens de tratamento, cujas amostras foram coletadas entre
2002/2007 foram pesquisadas muta¢cdes de varias regides gendmicas do HIV, sendo
revelados 4% de mutacdes de resisténcia para ITRN, 11% para ITRNN e 4% para
IP; também foi evidenciado neste trabalho 15% de resisténcia para uma classe de
antirretroviral, 2% para duas classes e nenhum percentual para as trés classes de
ARV.(SUCUPIRA C., et al,2009).Em Goias, Cardoso e colaboradores sequienciando
97 amostras de individuos recrutadas entre 2007-2008, detectou uma resisténcia
primaria de 8% baseado nos padroes do IAS-USA e 10% nos padrées SDRM
(CARDOSO L.M., et al.2009).

Em pesquisa realizada em 20 centros de atendimento a portadores do HIV de
oito estados do Brasil, foram submetidas ao teste de genotipagem 387 amostras de
individuos virgens de tratamento antirretroviral, coletadas no periodo de marco a
setembro de 2007. A maioria das amostras foi oriunda de individuos das cidades do
Sul e Sudeste do Brasil e apenas a cidade de Salvador tinha amostras
representativas da regido Nordeste. Os autores evidenciaram uma prevaléncia de
mutacOes associadas aos ITRN de 1,3%, de 4,4% de mutacOes para ITRNN e de
1% para IP, apresentando uma taxa de resisténcia primaria de 7% (SPRINZ E., et
al,2009).

Pesquisa nacional do Departamento de Doengcas Sexualmente
Transmissiveis, AIDS e Hepatites Virais da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)
do Ministério da Saude (Brasilian Network for HIV Drug Resistance Surveillance),
envolvendo seis capitais do Brasil (Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto
Alegre, Brasilia e Belém) realizada em 210 individuos recém diagnosticados e
virgens de tratamento ARV, entre 2007/2008, revelou que a prevaléncia da
resisténcia primaria foi diferente nas cidades estudadas. Baseada na metodologia
Threshold survey HIV-THS-WHO (MYATT M. & BENNETT D., 2008), que indica
diferentes niveis de resisténcia para paises em desenvolvimento: prevaléncia
alta(>15%),intermediaria(5 a 10%) e baixa (<5%), as cidades de Salvador e Porto
Alegre evidenciaram um percentual de <5% e o restante apresentou uma taxa

intermediaria.Os autores acentuam o0s niveis criticos de resisténcia em Sao Paulo,
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Rio de Janeiro,Belém e Brasilia, e sugerem novos estudos para melhor definir os
fatores de risco associados com a transmisséao do HIV resistentes (INOCENCIO,L.A,
et al, 2009). Em estudo nacional realizado pela mesma equipe em 2003, onde foram
analisadas 535 amostras de diferentes cidades no Brasil observou-se resisténcia
para ITRN de 2,4%, para ITRNN de 2,2% e para IP de 2,1% (BRINDEIRO R., et al,
2003)

Na regido Nordeste, no estado de Pernambuco, em amostras coletadas em
2002 de 84 individuos recém diagnosticados para o HIV, virgens de tratamento mas
cronicamente infectados e sintomaticos, foi evidenciada baixa prevaléncia de
mutacdes priméarias para ITRN (2,4%), nenhuma mutacdo para ITRNN, porém
prevaléncia de mutacOes secundarias para ITRN de 20% e para IP de 78%
(MEDEIROS L., et al , 2007). Entretanto no estado da Bahia, foi observada uma alta
taxa de resisténcia primaria, onde 18,9% dos individuos estudados apresentaram no
minimo uma mutacdo associada a resisténcia as trés classes de antirretrovirais
(PEDROSO C., et al,2007). No estado do Cearad mais recentemente, em amostras
de 74 individuos atendidos em dois hospitais daquele estado, coletadas em
2008/2009, identificou-se prevaléncia de resisténcia primaria de 9,4% (ARRUDA E.,
et al,2010).

Muitos estudos para investigar a resisténcia em individuos sem tratamento
ARV estdo sendo realizado no mundo e no Brasil, porém diferentes metodologias,
populacdes distintas, local do estudo, entre outras variaveis, sao avaliadas,
tornando-se dificil a comparagéo entre os resultados dessas pesquisas. Trabalhos
mais recentes apresentados na 17th Conference on Retroviruses and Opportunistics
Infection CROI-2010, mostra dados conflitantes em relacdo a tendéncias da TDR
onde alguns pesquisadores observaram estabilidade da prevaléncia da TDR, outros
observaram declinio, e outros aumento das taxas de prevaléncia da resisténcia
primaria (POON et al, 2009; BRACCIALE et al, 2009; WHEELER et al,, 2010).
Estudos recentes compilados por pesquisadores italianos mostraram que a
prevaléncia da TDR varia de 5 a 18% na Europa, de 2,2% a 24% na Africa e 13,8%
na Asia (CECCHERINI-SILBRSTEIN et al, 2010).

A International AIDS Society —IAS desenvolveu um painel de mutacgdes
associadas com a resisténcia do HIV organizado por grupo de experts — “The Drug
Resistance Mutations Group” o qual é atualizado constantemente. O painel pode

contribuir na avaliagdo clinica dos pacientes para decisoes terapéuticas baseado nos
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testes de resisténcia genotipica em pacientes com falha aos medicamentos, e tem
sido utilizado em estudos epidemioldgicos sobre resisténcia aos ARV (JOHNSON,
V.A. et al,2009) (Anexo D).

Robert Shafer da Stanford University e um grupo de experts em estudos de
resisténcia da OMS publicaram em 2008 um consenso para estudos
epidemiologicos sobre mutacdes de resisténcia, onde enumeram principios basicos
para avaliacdo das mutacdes retirando os polimorfismos do HIV das analises, uma
vez que pode haver um falso aumento da prevaléncia da resisténcia. O estudo
apresenta uma lista de mutacOes para as trés classes de ARV para os diversos
subtipos do HIV em pessoas tratadas e n&o tratadas conhecida como SDRM-
Surveillance Drug Resistance Mutations. Além disso o grupo disponibiliza pela
Stanford University um programa para avaliar as mutacdes detectadas em pesquisas
sobre resisténcia (CPR — Calibrated Population Resistance) (SHAFER R., et al,
2008). Em 2009,a OMS acrescentou algumas mutacées em um artigo de atualizacéo
publicado por Diane Bennett intitulado “Drug Resistance Mutations for Surveillance
of Transmitted HIV-1 Drug Resistance: 2009 Update”, o qual é referencia para
estudos de resisténcia primaria no mundo. A lista SDRM, apresenta 93 mutacoes
incluindo 34 mutacdes associadas a resisténcia aos ITRN em 15 posi¢des, 19
mutacOes associadas aos ITRNN em 10 posi¢cdes e 40 mutagdes associadas ao IP
em 18 posicles, possibilitando a comparacdo da prevaléncia da resisténcia em
diferentes periodos e regides (BENNETT DE.,et al, 2009) (Anexo E).

Modelo matematico foi proposto em 2008 pela OMS-CDC para ser utilizado
em estudos sobre a resisténcia do HIV (HIV Drug resistance —HIVDR), em locais que
possuem recursos limitados, chamado Threshold survey (HIV-THS-WHO). O método
classifica a prevaléncia da resisténcia primaria do HIV em trés categorias: baixa
prevaléncia, quando for encontrada taxa <5%; moderada quando se situar entre 5 a
15%; e alta prevaléncia da resisténcia quando for >15%. Pesquisas baseadas nesta
metodologia podem utilizar quantidades reduzidas de amostras (n<50) em virtude do
alto custo dos testes laboratoriais de resisténcia. A OMS recomenda repeticdo dos
estudos depois de dois anos na area onde for detectada taxa <5% e nas areas onde
a prevaléncia for intermediaria sugere-se repeticdo dos estudos no ano seguinte,
além da revisdo dos programas de distribuicdo dos medicamentos. Em locais com
alta prevaléncia, a OMS recomenda novas pesquisas acrescentando novos sitios,

revisdo dos guidelines, e realizacdo dos testes de resisténcia antes de iniciar a
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TARV (MYATT, M & BENNETT, DB.,2008). Em alguns paises onde os indices de
resisténcia primaria sdo elevados, o teste de genotipagem é recomendado para
individuos virgens de tratamento, independentemente de apresentar sintomatologia
(GUIDELINES NIH, SeT, 2009; GUIDELINES EACS 2009).

No Brasil, que ha 13 anos possui uma politica publica para o tratamento da
aids, distribuindo os ARV para grande parte dos soropositivos para HIV, pacientes
que apresentam falha terapéutica realizam o teste de genotipagem pelo SUS na
rede de laboratorios implantada nacionalmente conhecida com RENAGENO-Rede
de Laboratérios de Genotipagem do HIV do Depto. de DST/Aids e Hepatites Virais
do Ministério da Saude. Atualmente, as gestantes e os recém nascidos filhos de mée
soropositivas, também realizam esses testes para verificar a resisténcia aos ARV.
Estudos mais recentes mostram percentuais de resisténcia primaria mais elevados
em algumas areas do Brasil (INOCENCIO, L.,2009), o que pode levar o Ministério da
Saude a rever a indicacdo dos testes de genotipagem para inicio da TARV.
Entretanto em Pernambuco apenas um estudo de resisténcia primaria foi

desenvolvido em 2002, estimulando a pesquisadora a realizar este estudo.

2.2 INFECCAO RECENTE PELO HIV-1

A vigilancia epidemioldgica da infeccao pelo HIV-1 tem se baseado em
diferentes estudos para verificar as tendéncias da epidemia de aids no mundo
inteiro. As informagfes epidemioldgicas disponiveis sdo baseadas em estudos
transversais de prevaléncia e variam de acordo com a populacédo estudada, com as
regides, com a metodologia, variando consideravelmente dependendo das
condi¢gbes do estudo. Por outro lado, estudos sobre a incidéncia da infeccao pelo
HIV podem mostrar informagfes mais detalhadas para monitorar a epidemia, o que
€ crucial para a identificacdo de grupos de maior vulnerabilidade para a infeccéo e
para direcionar os programas de prevencéao e controle (McDOUGAL, et al ,2005).

A descricdo do ensaio menos sensivel por Janssen et al em 1998 foi 0 maior
passo no desenvolvimento de métodos para detectar infec¢do recente para o HIV,
com aplicacdes praticas desta metodologia para estimar incidéncia. (PAREKH BS,et
al, 2010). Janssen e colaboradores padronizaram esta metodologia baseada em um

algoritmo de ensaios sorologicos para a identificagdo de infec¢des recentes pelo
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HIV-1. Neste algoritmo, conhecido como STARHS - Serologic Testing Algorithm for
Recent HIV Seroconversion, amostras de soro/plasma, positivas para a presenca de
anticorpos anti-HIV séo analisadas em duas etapas, sendo uma delas em um ensaio
imunoenzimatico padréo (sensivel), comercialmente disponivel, e outra em um
ensaio imunoenzimatico modificado, conhecido como Detuned-ELISA, que
apresenta menor sensibilidade em relagcdo aos ensaios do tipo padrdo. Amostras
com resultado "reagente" no ensaio sensivel e "ndo reagente" no ensaio menos
sensivel sdo classificadas, em relacdo a infeccdo pelo HIV-1, como amostras de
infeccdo recente ou amostras incidentes (JANSSEN RS et al ,1998). Analisando
painéis de amostras sequenciais de soro/plasma de soroconvertores para o HIV-1,
Janssen e colaboradores estabeleceram condigcbes o6timas do ensaio menos
sensivel, capazes de estimar o tempo decorrido desde a soroconversédo para essas
amostras conhecidas. Este tempo chamado de "periodo de janela de deteccéo"”
neste protocolo, foi determinado por meio de modelagem matematica, considerando-
se o0 tempo estimado entre o udltimo resultado "ndo reagente” e o primeiro resultado
"reagente” das séries de amostras sequenciais dos painéis, no ensaio sensivel e no
ensaio menos sensivel (PETERSON ML, et al, 2006). Este protocolo STARHS foi
validado e tem sido utilizado como ferramenta auxiliar nas pesquisas de vigilancia do
HIV/Aids nos EUA para calcular estimativa da incidéncia do HIV (CDC-EUA, 2001).
Posteriormente, Parekh e colaboradores em 2001 desenvolveram um novo
método chamado de Ensaio Imunoenzimético-BED de Captura de IgG (IgG-Capture
BED-CEIA), baseado na deteccdo de proporcdes crescentes de IgG especifica apos
soroconversao. Este método utiliza como antigenos, peptideos derivados da regido
imunodominante da gp4l, contendo sequUéncias dos subtipos B, E e D,
representativas de multiplos subtipos do HIV-1 (PAREKH BS. & McDOUGAL JS.,
2005). O periodo de janela para a soroconversdo neste método € de
aproximadamente 160 dias, apresentando indices de sensibilidade e de
especificidade para a identificacdo de amostras incidentes de 81,7% e 89,1, e o
desempenho do método ndo é afetado pela diversidade do HIV-1 (PAREKH BS,
2002). O ensaio BED-CEIA é atualmente fabricado pela Calypte® Biomedical
Corporation, e pode determinar qual a percentagem de uma populagéo de individuos
infectados pelo HIV foram infectados no prazo de seis meses a partir da data da

coleta da amostra, desde que avaliado com dados clinicos e epidemiolégicos dos
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pacientes estudados, ndo sendo recomendado em rotina para diagnoéstico da
infeccéo pelo HIV (CALYPTE BIOMEDICAL CORPORATION -Oregon, USA).

O teste BED tem sido utilizado em estudos de estimativa de incidéncia da
infeccdo pelo HIV permitindo calcular a taxa de novas infeccbes pelo HIV, porém
diferentes fatores tém sido descritos como associado ao ensaio que podem
superestimar a incidéncia pelo HIV, tais como: individuos que fazem uso de terapia
antirretroviral, pacientes com avancada imunodeficiéncia, individuos virgens de
tratamento (porém com carga viral persistentemente indetectavel) e subtipos do HIV-
1 (LAEYNDECKER O., et a, 2008; HAYASHIDA Y, et al, 2008). Entretanto, varios
estudos estdo sendo realizados baseados nesta técnica, e 0os autores recomendam
que seja realizado o calculo de incidéncia utilizando fatores de correcéo, a fim de
evitar super estimativas de incidéncia (McDOUGAL J.S. et al, 2009; HARGROVE,
JW., 2009; WELTE A., et al 2009).

Estudos desenvolvidos baseados na sorologia STARHS, em amostras de
doadores de sangue para evidenciar o risco de transmissdo do HIV realizados na
California (EUA), identificou-se 33 pessoas recém infectadas em 281 doadores de
sangue soropositivos e na Australia, em 317 pacientes foram detectadas 114
infeccbes recentes utilizando o teste “Detuned”. Os autores australianos
recomendam o uso do teste como estratégia de prevencédo para identificar infecgbes
recentes, identificando individuos precocemente, para interromper a transmissao
viral (MACHADO DM., et al,2002; GUY PJ., et al,2005). No Brasil, Barreto C. e
colaboradores estudando 341 amostras de doadores de sangue de Sao Paulo
coletadas no periodo de 1998 a 2002, observou uma taxa de infec¢do recente de
16% utilizando a metodologia STAHRS. O estudo revela ainda que a proporcao de
casos com evidéncia de resisténcia aos ARV foi significativamente maior em
doadores com infeccdo recente (12%) quando comparados com os infectados
cronicos (5%) (BARRETO CC., et al, 2006).

Trabalho realizado no Reino Unido com amostras congeladas e amostras
coletadas prospectivamente de individuos recentemente diagnosticados com HIV, foi
detectada uma taxa de infecgdo recente de 32% em 715 amostras utilizando a
metodologia Vironostika-STARHS (FISHER et al,2007). Em 2005 nos Estados
Unidos da América (EUA) em gestantes testadas pelo BED, foi observada uma taxa
de infeccao recente de 13,8% em 203 amostras, mostrando uma incidéncia de 2,4
por 1000/gestantes/ano (NESHEIM et al, 2005). Altas taxas de incidéncia e de



33

infeccdo recente foram evidenciadas em 2006 também nos EUA observando-se um
percentual de 31% em 6864 amostras testadas pelo BED. A taxa de incidéncia de
novos infectados nesse periodo, calculada a partir de métodos estatisticos aplicados
a deteccdo de novos casos, foi estimada em 22,8 por 100000 habitantes,
apresentando uma incidéncia de 22 p/100.000 habitantes em 2006. O grupo mais
afetado foi os HSH, representado 53% dos novos casos, e a taxa de incidéncia do
HIV foi sete vezes maior em negros do que em brancos (HALL et al,2008).

Na Alemanha, 51% das 132 amostras testadas pelo BED no periodo de 2001
a 2006 foram positivas, revelando 54% de positividade para infeccado recente no
grupo de HSH e de 16% em outros grupos testados. Este estudo, porém tem um
viés de selecdo, pois a maior parte da populacdo estudada foi de HSH (BATZING-
FEIGENBAUM et al, 2009). Em Uganda, onde a prevaléncia do HIV em 2005
encontrava-se em 6%, em 1023 amostras positivas testadas no BED encontrou-se
um percentual de 17% de infeccao recente, observando-se uma maior associacao
no sexo feminino (MERMIN et al, 2008).

Amplo estudo recentemente publicado foi realizado na Argentina com o intuito de
verificar resisténcia aos ARV e estimar a incidéncia em grupos populacionais de
diferentes vulnerabilidades. A populagdo do estudo foi recrutada de OrganizagOes
ndo governamentais e de um Hospital Materno Infantil no periodo de outubro/2006 a
setembro/2008 sendo composta por trabalhadores do sexo (sex workers-SW),
homem que faz sexo com homem (HSH), usuérios de drogas (UD) e gestantes. Dos
12.192 voluntérios testados para o HIV, 273 foram identificados como positivos,
revelando-se uma maior prevaléncia em trabalhadores do sexo transsexuais (33%) e
em HSH(10,3%), e baixa prevaléncia em gestantes (0,1%).Baseada na sorologia
STARHS foi detectado um percentual de 21,8% de infeccdo recente em 262
amostras testadas. A taxa de incidéncia oscilou de 6,33 em HSH , de 2,15 em UD,
11,31 em transsexuais-SW e de 0,05 em gestantes (por 100 gestantes/ano)
(PANDO MA., et al, 2011).

Estudos brasileiros também tém utilizado testes de infeccéo recente para estimar
incidéncia em diferentes grupos populacionais. Em gestantes de Sao Paulo, cujas
coletas foram realizadas de 1999 a 2002, foi detectada uma taxa de infeccao recente
de 17%(18/106) e uma taxa de incidéncia de 0,22 por gestante/ano (OLIVEIRA et al,
2005). Em estudo realizado em duas cidades de Santa Catarina, observou-se uma

estimativa de incidéncia de 2,6 pessoas-ano utilizando o BED — CEIA em um total de
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76 amostras testadas. Verificou-se ainda que, jovens na faixa etaria de 13-23 anos
apresentaram maior associacdo com infeccéo recente e que amostras identificadas
como subtipo B apresentaram maior percentual de infeccdo recente (38%)
(BRIGIDO LF.,et al, 2007). Em outro estudo em Curitiba com um pequeno numero
de amostras testadas pelo BED, observou-se 25% (8/32) de infeccédo recente,
principalmente em HSH. Diferentemente do estudo citado anteriormente, amostras
identificadas como subtipo C neste estudo apresentaram percentual maior de
infeccdo recente (63%) (FERREIRA et al,2008).

Pesquisas com amostras de usuarios de Centros de Testagem e
Aconselhamento tém sido realizadas para verificar a taxa de infeccdo recente
nesses servicos de saude. Bassichetto K.C. e colaboradores detectaram taxa de
infeccdo recente de 15% em 194 amostras de soropositivos de cinco CTA de Sao
Paulo, cujas coletas foram realizadas no periodo de novembro/2000 a abril/2001,
utilizando o protocolo STARHS/Vironostika. Os autores observaram uma taxa de
incidéncia de 0,53/100/ano, porém mais elevado no sexo masculino (0,77) do que no
sexo feminino(0,22), e uma taxa de infeccao recente mais acentuada em individuos
mais jovens do sexo masculino.(BASSICHETTO, K.C., et al, 2008).

Artigo publicado em dezembro/2010 apresenta resultados de pesquisa realizada
em trés CTA do estado do Rio de Janeiro composta por 9.008 pessoas testadas
para o HIV. Cerca de 42% dessa amostragem foram de individuos do sexo
masculino e destes, 10% se denominaram HSH. A prevaléncia total do HIV foi de
4,8%(434), observando-se um percentual de 24,8% no grupo HSH. A deteccao de
infeccdo recente foi realizada utilizando-se o BED-CEIA, identificando-se 14% de
positividade e uma incidéncia estimada em 1,68%/ano. O grupo HSH e a faixa etaria
de 25 a 40 anos apresentaram incidéncias mais elevadas: 11,96%/ano e 2,33%/ano,
respectivamente (CASTRO, C.A.V., et al,2010).

Na regidao Nordeste s&o raros os estudos baseados na deteccdo de infecgao
recente para o HIV relacionados a calculos de incidéncia. Artigo recentemente
publicado por pesquisadores do estado do Ceara com objetivo de detectar
resisténcia priméaria do HIV, revelou 6,7%(5/74) de individuos com infeccdo recente
identificados pelo BED-CEIA, em amostras coletadas no periodo de maio/2008 a
maio/2009. Os autores relataram a presenca de mutacdes associadas a resisténcia
do HIV em trés individuos com infeccdo recente, mas ndo apresentaram calculo de
incidéncia nesse estudo (ARRUDA, E., et al, 2010).
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Segundo dados do Programa Estadual DST/Aids de Pernambuco, a taxa de
incidéncia de casos de aids foi de 9,25 por 100.000 habitantes em Pernambuco no
ano de 2008, porém esses resultados foram baseados nos casos notificados de
aids, e nao existem dados de incidéncia baseados em estudos de infeccao recente
para o HIV (Boletim Epidemiolégico -Programa Estadual DST/Aids de Pernambuco,
2009). Entretanto, estudo recentemente realizado por nosso grupo de pesquisa, em
fase de publicacdo, analisando amostras congeladas de dois CTA de Pernambuco,
detectou-se uma taxa de infeccéo recente de 28% em 375 amostras testadas pelo
BED-CEIA (LIMA,K.O.. et al, 2010 in press- comunicacao pessoal).

Dessa forma, esta pesquisa objetivou detectar infec¢do recente em usuarios
de CTA de Pernambuco, recém diagnosticados como soropositivos para o HIV,

utilizando a metodologia BED-CEIA.

2.3.SUBTIPOS DO HIV-1

A diversidade genética € uma das caracteristicas mais importantes do HIV
podendo ter implicagbes no entendimento da epidemia de aids, na patogénese da
doenca, na resisténcia as drogas, e no desenvolvimento de vacinas(RAMBAUT et
al, 2004). As analises filogenéticas de numerosas amostras de HIV provenientes de
varias localidades do mundo, permitiram estabelecer a classificacdo do HIV em
tipos, subtipo, sub subtipos e formas recombinantes circulantes (CRF). Os dois tipos
do HIV: HIV-1 e HIV-2 sdo diferenciados com base na sua estrutura gendmica e na
relacao filogenética entre eles e os outros retrovirus de primatas. (ROBERTSON et
al, 2000, APETREI,C., 2004).

O HIV-1 esta classificado nos grupos: M (major), O (outlier) e o N (non-M/non-
O) sendo o grupo M o mais prevalente e responsavel pela epidemia de aids no
mundo (JAFFE et al,1998; SIMON et al, 1998).Recentemente foi identificado um
novo grupo do HIV-1 por pesquisadores franceses, sendo classificado como grupo P
relacionado ao SIV dos gorilas, distinto dos outros grupos(PLANTIER, JC..et al,
2009). O grupo M é subdividido em subtipos denominados por letras (A, B, C, D, F,
G, H, J, K) sendo ainda os subtipos A e F subdivididos em sub subtipos (Al, A2, A3,
A4 e A5; F1 e F2). As formas recombinantes circulantes (CRF) vém sendo descritas
ao longo dos anos em diferentes partes do mundo. Para que seja classificado como

CRF é necessario que um virus recombinante seja identificado em pelo menos em
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trés individuos relacionados epidemiologicamente, e caracterizado através do
sequenciamento completo do seu genoma (http://www.hiv.lanl.gov).

O subtipo C é atualmente o mais freqiiente no mundo, sendo responsavel por
48% das infeccbes globais, seguido do subtipo A que predomina na Africa Central e
tem grande participacdo na epidemia da Russia. Na Europa e nos Estados Unidos o
subtipo mais frequente é o B, e no continente africano estdo presentes todos os
subtipos virais. A forma recombinante CRF02_AG foi considerada como a
responsavel por novas infeccbes na Africa Central segundo Osmanov e

colaboradores descreveram em 2002 (http://www.hiv.lanl.gov) (Figura 3).

SUBTIPOS NO MUNDO
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Figura 3 - Distribuigéo dos subtipos no mundo-Fonte : Los Alamos,2009

Os primeiros estudos sobre subtipos realizados no Brasil detectaram a
presenca de subtipos B e F, sendo o subtipo B mais frequiente, e ao longo do tempo,
outros trabalhos revelaram a circulacdo dos subtipos C e D e formas recombinantes
B/F e B/C (MORGADO, M.,1998; SABINO,E.1994;COUTO FERNANDEZ, JC., 1999;
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TANURI, A.,1999; COUTO FERNANDEZ JC., et al, 2006; DE SA FILHO DJ., et al,
2006). A distribuicdo dos subtipos no Brasil vem sofrendo alteragbes ao longo dos
anos, pois estudos com amostras do Rio Grande do Sul revelaram percentuais de
45,2% para o subtipo B, 40% para o C, 12% para o F e 3% de
recombinantes.(SOARES EAJM., et al, 2003). Em 2005, Rodrigues e colaboradores
observaram alta prevaléncia do subtipo C (58%) em amostras de individuos recém
diagnosticados para o HIV usuarios de Centros de Testagem de Porto Alegre-
RS(RODRIGUES R., et al, 2006). Em estudo com 535 amostras coletadas em varias
regides do pais, encontrou-se uma maior prevaléncia do subtipo B (64,9%), seguido
dos subtipos C (22,8%) e F (11,8%). Porém, analisando a distribuicdo por estados
observou-se acentuada prevaléncia do subtipo C com percentuais de 24% no
Parana e 44% no Rio Grande do Sul, enquanto em estados da regidao Nordeste uma
maior circulacao dos subtipos B e F(BRINDEIRO, R;. et al,2003). (Figura 4).

Formas Recombinantes circulantes (CRF) estdo sendo identificados no Brasil
por diferentes pesquisadores, principalmente em amostras das regides Sul e
Sudeste. Em 2005 foi descrito por Couto-Fernandez e colaboradores a presenca da
forma recombinante CRF02_AG no Rio de Janeiro (COUTO-FERNANDEZ JC, et
al.,2005).Ao longo dos anos outros pesquisadores vém identificando outras CRF
principalmente em amostras de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul.(SABINO E et
al,2006, RODRIGUES R., et al,2007;GUIMARAES ML..et al, 2008). Estudo
publicado recentemente por pesquisadores do Para revelou a introducdo do
CRF02_AG na regido Norte do Brasil, utilizando amostras oriundas dos estados do
Pard e Amapa. Este estudo também identificou os subtipos C e D naquela
regiao.(MACHADO LF., et al,2009)
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B, F, B/F,C, D, A,
CRF02_AG, CRF28_BF,
CRF29_BF, CRF39_BF,
CRF40 BF

C, B,F, BIC, BIF, A
CRF31_BC

Figura 4 — Distribuicdo dos Subtipos no Brasil (ada  ptado de Couto-
Fernandez, JC, 2009)

Pesquisas realizadas com amostras da regido Nordeste (Bahia e Ceard)
confirmaram as prevaléncias de 89% e 81% do subtipo B, 3% e 2,7% do subtipo F,
7,5% e 2,7% de recombinantes, respectivamente.(COUTO-FERNANDEZ, JC.,et al,
2003; GADELHA, SR., et al,2005).Em Pernambuco, em 84 amostras de pacientes
com infeccdo cronica coletadas no periodo de 2002 a 2004, observou-se uma
prevaléncia de 72,6% do subtipo B, 22,5% do subtipo F, 3,6% de recombinantes B/F
e apenas um caso de subtipo C (1,2%) (MEDEIROS LB.,2006).

Estudos com amostras da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, de
pacientes com falha terapéutica, mostraram prevaléncia do subtipo B em 70% dos
casos, 12% do subtipo F e 18% de recombinantes B/F em S&o Paulo (RODRIGUES,
R.,2005) e prevaléncias de 91,2% do subtipo B, 4,9% do subtipo F , 0,4% do subtipo
C e 3,3% recombinantes B/F no Rio de Janeiro(COUTO-FERNANDEZ JC.,2005). Na
regido Nordeste, em 502 amostras também da RENAGENO coletadas entre 2002 e
2004, observou-se prevaléncia de 82% do subtipo B, 12% do F, 3% de
recombinantes B/F, identificando-se nesta amostragem cinco casos de subtipo C e
um D. (CAVALCANTI, AMS., 2007) (Figura 5)
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Fonte: Cavalcanti, A.M.S. , Memorias do Inst.Oswaldo Cruz, vol. 102- nov.2007

Figura 5 - Distribuicdo dos subtipos do HIV-1 no No  rdeste
Fonte: Cavalcanti AMS., et al, 2007

Trabalhos apresentados no Simpdsio de Pesquisa Basica em AIDS-
SIMPAIDS/2009 mostraram mudangas substanciais dos percentuais da circulagcéo
dos subtipos no Brasil, sendo a circulacdo do Subtipo C mais predominante no Rio
Grande do Sul, demonstrando epidemias diferentes das outras regides do Brasil.
Estudo com amostras de 2007 no RS mostraram 41% do subtipo C, enquanto do
subtipo B de 26% e F de 1,1%. No Mato Grosso e Mato Grosso do Sul foi observado
diferente o perfil de subtipos com amostras de 2008: B-71%, C-15%, F-6% e
recombinantes 9% (SIMPAIDS,2009).

No estado de Goias, em 97 amostras sequenciadas foi observado 82,5% do
subtipo B, seguido de 6,2% do F, 3,1% do C e 7,2% de recombinantes B/F
(CARDOSO LP, et al, 2009.Estudo realizado em vinte centros que atendem pessoas
com HIV/Aids de 13 cidades brasileiras, sendo a maioria do Sudeste do Brasil,
revelou um percentual de 66% do subtipo B, 12,8% de subtipo C e 17% de subtipo
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naoB/n&doC em cerca de 400 amostras analisadas(SPRINZ. E.,et al, 2009). Na
pesquisa nacional do Brasilian Network for HIV Drug Resistance Surveillance (HIV-
BResNet) foi evidenciado um percentual de 72% do subtipo B no Brasil (5 capitais),
porem no RS foi detectado 69% do subtipo C. Os autores citam a introducdo do
subtipo C nas outras regides do pais e uma maior percentual de CRF detectados
(INOCENCIO,L., et al,,2009).

Estudos mais recentes publicados em 2010, em 293 amostras coletadas no
periodo de 1999 a 2007 no Parana, foram observados percentuais de 51% do
subtipo B seguido de 26,5% do subtipo C, 10% do F e 8,5% de formas
recombinantes (RABONI, SM.,2010). No Ceara foram identificados 85,1% do subtipo
B, seguido de 8,1% e 5,4% dos subtipos F e C, respectivamente em 63 amostras
coletadas entre maio/2008 e maio/2009 (ARRUDA E.,et al, 2010).

Em virtude de haver poucos estudos no estado de Pernambuco com relagéo a
circulacdo dos subtipos do HIV-1, levou a pesquisadora a execucéo deste trabalho.



3- PERGUNTA CONDUTORA

Qual a frequéncia da resisténcia primaria do HIV ao
infeccdo recente em individuos com HIV/Aids residen

Pernambuco?
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4- OBJETIVOS

4.1.Geral

Verificar a frequéncia de resisténcia primaria do HIV aos antirretrovirais, a
prevaléncia e a ocorréncia de infeccdo recente em individuos com HIV/Aids,
diagnosticados em Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) situados na
regido metropolitana do Recife, atendidos no periodo de julho de 2007 a abril de
20009.

4.2. Especificos

- Verificar a frequiéncia de resisténcia primaria em individuos diagnosticados em CTA
da regido metropolitana do Recife;

-Identificar as mutacfes associadas com a resisténcia aos antirretrovirais nos virus
isolados da populacdo do estudo;

- Verificar a distribuicdo dos subtipos do HIV- 1 circulantes na regido metropolitana
do Recife;

- Comparar os dados socio demograficos e laboratoriais dos individuos com
resisténcia primaria e os subtipos virais;

- Verificar a prevaléncia do HIV-1 em CTA da regidao metropolitana do Recife;

- Identificar a frequéncia de infec¢ao recente na populacao do estudo;

- Comparar os grupos de individuos com infeccdo recente e crbnica quanto as

caracteristicas sociodemograficas e laboratoriais.
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5.MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho do estudo
Trata-se de um corte transversal, prospectivo, realizado no periodo de julho de
2007 a abril de 2009.

5.2. Local do estudo

O estudo foi desenvolvido em cinco Centros de Testagem e Aconselhamento
(CTA) situados na regiao metropolitana do Recife (RMR): Olinda, Paulista, Recife,
Cabo de Santo Agostinho e Jaboatdo dos Guararapes. O Estado de Pernambuco
possui atualmente 24 CTA e 0s cinco centros selecionados situam-se nas maiores
cidades da RMR. Os locais sdo de facil acesso e grande numero de pessoas se
deslocam para essas unidades de saude para realizar o teste anti-HIV, além de
receber preservativos e orientacdes sobre DST/Aids e Hepatites Virais, segundo as
diretrizes preconizadas pelo Departamento Nacional de DST/Aids/Hepatites Virais

do Ministério da Saude.

5.3.Populagéo do estudo

Usuérios dos cinco CTA acima descritos, recém diagnosticados como HIV
positivos, segundo as normas do Departamento Nacional de DST/Aids e Hepatites
virais do Ministério da Saude(Portarias Ministério da Saude n%9/2003 e Portaria
n°.51/2009). Foram incluidos individuos maiores de 18 anos de idade e que nao se
submeteram a terapia antirretroviral (TARV), cujas amostras de sangue foram
coletadas no periodo de julho de 2007 a abril de 2009.
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5.4. Categorizacao das variaveis

5.4.1- Variaveis dependentes

- Mutacfes associadas a resisténcia as trés classes de ARV:

Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosideos (ITRN)

Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Nucleosideos (ITRNN)

Inibidores da Protease (IP)

As mutacOes foram compiladas baseadas na lista de mutagdes da International
AIDS Society- IAS-2009 e na lista Surveillance Drug Resistance Mutations- SDRM-
2009 (Anexos D e E).

- Subtipos do HIV-1:

Os subtipos foram identificados através da analise das sequencias genéticas
geradas pelo ensaio TRUGENE® no formato FASTA e analisadas pelo algoritmo da
Stanford University (http://hivdb.stanford.edu). Os subtipos foram relacionados ao

grupo M do HIV-1 ( A,B,C,D,F,G,H,J,K) e possiveis recombinantes.

- Resultado da sorologia para infeccao recente:

Resultados das amostras testadas pela metodologia BED-CEIA Calypte® IgG
(Calypte Biomedical Corporation- USA) de acordo com os critérios estabelecidos
pelo fabricante. Os resultados foram categorizados em Positivo (Se reativo no teste)
ou Negativo (se Nao Reativo no teste)

5.4.2 -Variaveis independentes:

- Caracteristicas socio-demograficos e laboratoriais:

Sexo : masculino e feminino

Faixa etéria : <25anos, de 25 a 40 anos, >40 anos

CTA de origem:Cabo, Jaboatéo, Olinda, Recife, Paulista

Categoria de exposicao: Heterossexual masculino (HTS masc.) Heterossexual
feminino (HTS fem.), Homem que faz sexo com homem (HSH), Parceiro de HIV+
Carga viral: numero de copias /ml de sangue

Contagem de linfocitos TCD4+: niumero de células /ml de sangue
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5.5 Operacionalizacéo da pesquisa

Os usuarios dos CTA ao retornarem para receber os resultados dos exames,
foram apresentados a pesquisa e ao concordarem, assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice A). Amostras de sangue foram
coletadas e enviadas ao Setor de Virologia do LACEN-PE para os testes de
genotipagem e de infeccéo recente, onde foram centrifugadas, congeladas a -70°C e
processadas gradativamente.

No processamento das amostras foram utilizados ensaios que estao
mundialmente bem estabelecidos em Laboratérios de Biologia Molecular. Para
deteccdo de infeccdo recente utilizou-se o ensaio imunoenzimatico BED Calypte®
IgG (Calypte Biomedical Corporation - USA); na extracdo do RNA viral, QIAmp®-
Viral RNA-miniKit (Qiagen, Germany); e para o PCR e sequenciamento, o
TRUGENE® HIV-1 Genotyping Assay (Siemens Diagnostics, USA) cujas seqiéncias
foram analisadas pelo OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens Diagnostics,
USA). Na identificacdo dos subtipos virais, as sequéncias genéticas geradas foram
analisadas pelo algoritmo da Stanford University (http://hivdb.stanford.edu), e
utilizou-se o SimPlot v.2 para confirmacéo dos subtipos e verificagdo de possiveis
recombinantes. As amostras com padrées duvidosos foram enviadas ao Laboratério
de Retrovirologia da Universidade Federal de Sdo Paulo- (UNIFESP) para revisao.
As mutacdes foram compiladas baseadas na lista Surveillance Drug Resistance
Mutations — SDRM (BENNETT, D. et al.,2009) e do painel da International AIDS
Society — IAS (JOHNSON, V.A. et al., 2009).

Os dados socio demograficos dos individuos estudados foram resgatados do
Sistema de Resultados Laboratoriais (SIREX) - Coordenacédo Estadual DST/Aids de
Pernambuco, instalados nos CTAs estudados, e transcritos para o questionario
especifico da pesquisa (apéndice B). Os resultados dos exames de carga viral e
contagem de linfécitos TCD4 foram resgatados do Sistema de controle de exames
laboratoriais — SISCEL do Depto. DST/Aids/HV, instalado no LACEN-PE. Relatérios
do SIREX referente ao periodo estudado foram resgatados dos CTA participantes e
compilados para analise das prevaléncias. Todos os dados pertinentes a pesquisa
foram transcritos para questionario individual especifico do projeto, digitados nos
programas Epilnfo versédo 6.0 (CDC-USA) em dupla entrada e em planilhas Microsoft
Office Excel versao 2007 (Microsoft® Corporation,USA).
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5.5.1 Ensaio de genotipagem para o HIV

O sistema de genotipagem do HIV-1 TRUGENE® - SIEMENS detecta
mutacgdes nas regides da Transcriptase reversa (RT) e da Protease (PR) do gene pol
do HIV através da analise das seqiencias genéticas geradas pela reacdo de
sequenciamento, revelando evidéncia de resisténcia do virus isolado do plasma de
paciente com ou sem falha terapéutica aos antirretrovirais (TRUGENE® HIV-1
Genotyping Assay and OpenGene DNA Sequencing System- SIEMENS — Instrucdes
de uso- 2008).Todas as etapas da execuc¢do dos testes foram realizadas nas areas
especificas para procedimentos de biologia molecular, segundo as boas praticas
laboratoriais (BPL) seguindo rigorosamente as instru¢cdes do fabricante (Siemens
Diagnostics —USA).

O procedimento da realizac&o do teste consiste de cinco etapas:

Extracao e purificagdo do RNA viral;

Reacao de transcricdo reversa e reacao em cadeia da polimerase (RT/PCR);
Reacao de sequenciamento CLIP®;

Eletroforese em gel de poliacrilamida,;

ok~ 0N BE

Analise das sequéncias.

Extracdo do RNA viral (KIT QlAamp®Viral RNA Handbook-QIAGEN):

A extracdo consiste em reacdo quimica onde o RNA plasmético é captado por
um carreador RNA diluido em solucao tampéo ajustado. Apds precipitagdo com etanol,
0 RNA plasmatico é aderido a uma minicoluna acoplada em um tubo coletor. A coluna
retém o RNA que posteriormente € lavado duas vezes com solucdo tampao contendo
etanol absoluto, e a seguir é eluido em solugéo tampé&o ajustada e congelado a -70°C
até a realizacdo da RT/PCR.

Reacao de RT/PCR:

Os RNAs extraidos foram processados na reagdo de RT-PCR, em baterias de
12 amostras: 10 amostras de pacientes, um controle negativo e um controle positivo
que acompanha o kit, conforme descrito na bula TRUGENE® HIV-1 Genotyping

Assay (Siemens Diagnostics USA). Adiciona-se a cada RNA extraido mistura de
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reagentes (“mixes”) contendo os iniciadores (primers), as enzimas, € O0S
desoxinucleotideos necessarios para ocorrer a transcricdo reversa ou seja, a
transcricdo da fita de RNA em DNA complementar (cDNA), e logo a seguir a
amplificacdp deste cDNA pela reacdo de PCR. A mistura da reacdo é aquecida e
resfriada a temperaturas especificas de forma a permitir que os primers liguem-se ao
RNA alvo. Na presenca de desoxinucleotideos (dNTP) e de uma enzima RT
geneticamente modificada, ocorre a formacdo de um hibrido RNA-cDNA. Em
seguida a mistura da reacdo € aquecida para desnaturar este hibrido e expor as
sequencias de cDNA. A medida que a mistura esfria, os primers ligam-se a fita de
cDNA e as polimerases catalizam a reacdo de amplificacdo para sintetizar uma
segunda fita de DNA, produzindo uma copia de DNA de cadeia dupla. Este processo
de aquecimento e resfriamento € realizado em um termociclador (Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700 ou equivalente) e repetido por 36 vezes,
finalizando com um produto de amplificado de DNA (amplicon) que é utilizado na

reacao de seqlenciamento.

Reacao de sequenciamento/CLIP®:

Esta reacdo sequencia as duas cadeias de DNA simultaneamente e para
cada amostra, quatro reacdo CLIP séo realizadas produzindo sequencias de duas
regides da Protease (PR e P2) da RT (begining e middlle ) bidirecionalmente (sense
e reverse).Cada reacdo de sequenciamento necessita de quatro dideoxinucleotideos
gue terminam a cadeia. O amplicon é adicionado a uma mistura que contem todos
0S reagentes necessarios para o prolongamento da cadeia de DNA alvo contendo os
primers sense e reverse marcados com corante fluorescente, os dideoxinucleotideos
trifosfato terminais (adenosina-ddATP), (guanosina-ddGTP), (citidina-ddCTP)
(timidina-ddTTP) e a enzima polimerase termoestavel.A medida que a mistura da
reacdo passa por Varios ciclos térmicos, os primers anelam-se ao DNA alvo e séo
alongados, produzindo tanto as sequencias sense como a reverse.A reagdo €
realizada em baterias de seis amostras em placa de poliestireno colocada em
Termociclador com as temperaturas previamente estabilizadas. S&o repetidos 30
ciclos e a reacao é finalizada com uma solucdo de formamida tamponada adicionada

a placa (solucéo stop).
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Eletroforese em gel de poliacrilamida:

Os produtos da reacdo de seqienciamento de cada amostra sdo aplicados
em uma placa de vidro contendo gel de poliacrilamida polimerizado ultra fino. A
placa € colocada em um Sequenciador Long-Reader Tower® (Siemens Diagnostics-
USA) aqui denominada “torre de sequienciamento vertical” com solucdo tampao
apropriada, e a seguir € aplicado um campo elétrico que forca os fragmentos de
DNA carregados negativamente a migrarem para o anodo. Na parte inferior do gel,
um raio laser excita o corante fluorescente ligados aos fragmentos de DNA e os
detectores captam essa luz de acordo com o comprimento de onda produzido por
cada corante. Em seguida, esses dados sao enviados a um computador acoplado ao
sequenciador que armazena os dados de cada corrida eletroforética para avaliacdo

pelo software do sistema.

Analise das sequencias:

As sequencias séo alinhadas e comparadas automaticamente pelo software
OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens Diagnostics, USA) a uma
sequéncia selvagem (wild-type) do HIV-1 (HXB2 LAV-1-HIV-1) para determinar a
presenca de mutacdes, incluindo as de resisténcia. Na edicdo, as sequencias
genéticas sdo revisadas manualmente para confirmar as mutacfes e possiveis
insercdes e delecdes. A seguir o software gera um laudo de resisténcia para cada
amostra com a descricAdo das mutacOes associadas as trés classes de
antirretrovirais(ITRN,ITRNN,IP).A sequencia genetica do virus isolado é armazenada
no formato FASTA que é utilizado para identificacdo do subtipo do HIV , utilizando-

se o algoritmo da Stanford University (http://hivdb.stanford.edu).

5.5.2 Ensaio para detecc¢ao de infeccéo recente

O Ensaio Imunoenziméatico BED - Captura de IgG HIV-1 (BED-CEIA -
Calypte® Biomedical Corporation-USA), constitui-se em um teste ELISA de captura
de 1gG baseado na deteccdo de proporcdes crescentes de IgG especifica para o

HIV-1 apds soroconversdo. O ensaio é realizado em microplacas de 96 cavidades,
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as quais sao sensibilizadas com antigenos (peptideos sintéticos) derivados da
regido imunodominante da gp4l, contendo sequencias dos subtipos B, E e D,
representativas de multiplos subtipos do HIV-1. O teste foi realizado em duas
etapas, uma de triagem e uma confirmatoria:na de triagem cada amostra foi incluida
no ensaio em uma Unica cavidade e na etapa confirmatdria, as amostras foram
analisadas em triplicata a partir de trés diluicdes independentes da amostra original.
Todos os procedimentos foram realizados em conjunto com o0s controles positivo
forte, positivo fraco, calibrador e controle negativo constantes no kit, seguindo
rigorosamente as instru¢des do fabricante (Calypte® Biomedical Corporation-USA) .
A reatividade do ensaio esté relacionada a proporgédo de IgG no soro que € dirigida
contra sequéncias imunodominantes da gp41 do HIV em relacdo a IgG total, e seu
aumento relativo € expresso atraves da densidade Optica normalizada (GUPTA et al.
2007).

O periodo de janela para a soroconversao neste método € de 153 dias,
empregando-se um valor de corte (cut-off) de 1,2 para a densidade Optica padréo
(DOP). A interpretacéo do teste foi estabelecida da seguinte maneira:

* Interpretacdo triagem: todas as amostras da pesquisa foram testadas e as que
obtiveram valores de Densidade Otica(D.O) < 1.2, foram testadas em triplicadas
para confirmacao da infec¢ao recente ou nao.

* Interpretacéo confirmatério: amostras com D.O >0.8, foram caracterizadas nao
recentes, antiga ou estabelecida; e as D.O < 0.8, foram caracterizadas como
infeccéo recente.

As amostras definidas para a pesquisa encontravam-se armazenadas a -70°C
e foram processadas gradativamente conforme o protocolo descrito resumidamente,
a sequir:

1 - As amostras de plasma dos pacientes, calibradores, controles negativos,
controles positivos alto e baixo foram inicialmente diluidos em tampéo diluente numa
proporcdo de 1:101, e uma aliquota de 100ul destas diluicbes foram pipetadas nas
cavidades de uma microplaca de enzimaimunoensaio revestida com uma
imunoglobulina anti-lgG humana que tem a especificidade de se ligar a IgG anti-HIV
e IgG ndo anti-HIV, caracterizando, desta forma, um ensaio imunoenzimatico

competitivo.
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2 - Incubou-se a placa por 60 minutos a 37°C processando-se, logo depois, sua
lavagem em uma lavadora automatica. A lavagem foi realizada em quatro ciclos com
dispensacao de 300ul por cavidade de tampéo de lavagem.

3 - Adicionou-se 100ul do peptideo HIV-1 BED diluido para 1:1001 em tampé&o
diluente em cada cavidade. O peptideo HIV-1 BED constitui-se de um antigeno
derivado da gp41 de multisubtipos virais.

4 - Procedeu-se a nova incubacao por 60 minutos a 37°C, seguido de nova lavagem
da placa (semelhante ao item 2).

5 — Adicionou-se 100ul do conjugado estreptavidina diluido em 1:1001 com tampé&o
diluente seguido de incubacéo de 90 minutos a 37°C; em seguida, foi realizado mais
um ciclo de lavagem da placa, como descrito no item 2.

6 - Adicionou-se 100ul do substrato de tetrametilbenzidina (TMB) e procedeu-se a
incubacgdo por 15 minutos a temperatura ambiente e por ultimo, pipetou-se 100ul da
solucdo de bloqueio (4cido sulfarico 1N), sendo a leitura da reacdo realizada em
leitora de densidade optica(DO) a 450 nm.

7- Os calculos entdo foram realizados utilizando-se as DO normalizadas (Don) e
obtidas através das formulas:

DOn dos controles = mediana da DO dos controles / mediana da DO do calibrador.
DOn da amostra = DO da amostra / mediana da DO do calibrador.

8 - Interpretacao dos resultados:

DOn > 1.2 = Infeccao tardia.

DOn < 1.2 = Repete-se o teste em triplicata para confirmacao.

A repeticdo do ensaio compreende o teste confirmatorio sendo realizado da mesma
forma que o descrito acima, colocando-se a amostra reagente em triplicata. Na
repeticdo do teste em triplicata, utiliza-se a mediana da DO das amostras para o
calculo da DOn da amostra.

DOn > 0.8 = Infecgéo tardia.

DOn < 0.8 = Infec¢ao recente.

Valores normalizados permitem melhor avaliacdo da variacdo dos resultados
intra e inter-ensaios. O ponto de corte (cut off) de 0.8 foi selecionado por estar
relacionado a resultados com uma menor taxa de classificacdo erronea (falso-
positivos) de individuos com infeccéo tardia como infeccédo recente, sendo o ponto
de corte do fabricante (McDOUGAL et al. 2006). A seguir, figura esquematica da
interpretag&o dos resultados.
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5.6 Consideracdes éticas

BED-CEIA
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O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco, registro CEP/CCS/UFPE n° 120/07-
SISNEP FR-134429 (Anexo A). Foram obtidas cartas de anuéncia da Coordenacéo
Estadual DST/Aids de Pernambuco que coordena as atividades gerais dos CTAs de

todo o estado e do LACEN-PE onde as amostras foram processadas no setor de

Virologia(Anexos B e C).Todos os participantes da pesquisa foram esclarecidos

sobre o conteudo do trabalho e ao concordarem em participar, assinaram o Termo

de consentimento livre e esclarecido(TCLE) (Apéndice A)
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5.7 Andlise estatistica

Na analise dos resultados foram utilizados os softwares: Microsoft Office
Excel versdao 2007 para elaboracdo das tabelas e na redacdo o Microsoft Office
Word versao 2007 (Microsoft® Corporation —USA). Para o gerenciamento do banco
de dados e analises estatisticas foi utilizado o software Epilnfo versdo 6.04 na
execucao dos calculos estatisticos, elaboracéo e edicdo de graficos. Para comparar
as distribuicdes das frequéncias das variaveis qualitativas foi utilizado o teste Qui-
Quadrado de Pearson ou o Teste exato de Fisher, e para comparacdo das médias
foi utilizado o teste t-student. Valores menores que 0.05 (p-value <0.05) foram

considerados como associacao estatisticamente significante entre as variaveis.
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6 . RESULTADOS

6.1. ARTIGO 1

RESISTENCIA PRIMARIA DO HIV AOS ANTIRRETROVIRAIS EM CENTROS DE
TESTAGEM E ACONSELHAMENTO DA REGIAO METROPOLITANA D O RECIFE-

PERNAMBUCO

Artigo submetido a Revista AIDS Research and Human Retroviruses (Apéndice C)
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RESUMO

Investigar a resisténcia em individuos que nunca fizeram uso de antirretrovirais é
importante para avaliar o potencial de resposta a esses medicamentos. Neste
estudo identificou-se a frequiéncia de resisténcia primaria e a ocorréncia de infeccéo
recente entre individuos com HIV/Aids recém diagnosticados em cinco Centros de
Testagem e Aconselhamento em DST/Aids da regido metropolitana do Recife-
Pernambuco entre 2007 e 2009. Cento e trinta amostras foram genotipadas e destas
108 foram submetidas ao ensaio BED Calypte® (Biomedical Corporation).
Predominou o sexo masculino (56%) e pacientes entre 31-50 anos na populacao
estudada. A mediana dos linfécitos TCD4+ foi de 408 cels/mm? e da carga viral foi
de 3.683 copias/ml. A taxa de resisténcia primaria foi 6,1% utilizando os critérios da
Sociedade Internacional de Aids(IAS) e de 4,6% utilizando os critérios de Vigilancia
de MutacOes de Resisténcia (SDRM) da Universidade Stanford-USA. A taxa de
infeccdo recente foi de 23,1%. MutacOes associadas a resisténcia aos ITRNN
ocorreram em 3,84%, mutacbes associadas aos ITRN em 1,53% e mutacdes
associadas aos IP representaram 0,77%. Foram identificados 57% de subtipos B,
37,7% de subtipos F, 3,1% de subtipo C e 2,3 de recombinantes B/F. A resisténcia
primaria foi mais elevada que a detectada em 2002 em Pernambuco (3,6%), com
aumento da resisténcia associada aos ITRNN (ausente em 2002). Elevada
circulacdo do subtipo F e alto percentual de infeccbes recentes na regiao
metropolitana do Recife foram observadas, sem diferencas na prevaléncia de
resisténcia nestes dois grupos.

Palavras-chave: HIV-Aids, resisténcia primaria , genotipagem, antirretroviral
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ABSTRACT

To investigate the resistance to individuals who have never made use of
antiretrovirals is important for evaluating the potential response to these drugs. This
study identified the frequency of primary resistance and the occurrence of recent
infections among individuals with HIV / AIDS in five newly diagnosed HIV Testing and
Counseling Centers for STD / AIDS in the metropolitan area of Recife, Pernambuco
between 2007 and 2009. One hundred and thirty of these samples were genotyped
and 108 were tested as Calypte BED ® (Biomedical Corporation). Males
predominated (56%) patients between 31-50 years and the population studied. The
median CD4 + was 408 cells/mm3 and viral load was 3683 copies / ml. The primary
resistance rate was 6.1% using the criteria of the International AIDS Society and
4.6% using the criteria for Surveillance of Resistance Mutations at Stanford. The
recent infection rate was 23.1%. Mutations associated with resistance to NNRTIs
occurred in 3.84%, mutations associated with NRTI in 1.53% and mutations
associated with Pls represented 0.77%. We identified 57% of subtype B, subtype F
37.7%, 3.1% subtype C and 2.3 recombinants B / F. The primary resistance was
higher than that detected in 2002 in Pernambuco (3.6%), associated with increased
resistance to NNRTI (absent in 2002). High circulation of subtype F and a high
percentage of recent infections in the metropolitan area of Recife were observed, no

differences in the prevalence of resistance in these two groups.

Keywords: HIV-AIDS, primary resistance, genotyping, antiretroviral.
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INTRODUCAO

O Brasil oferece a terapia antirretroviral (TARV) de forma universal e gratuita
para os portadores do virus desde 1997, e atualmente cerca de 200.000 pessoas
utilizam os antirretrovirais (Ministério da Saude do Brasil, 2010). A distribuicdo dos
antirretrovirais no pais tem aumentado a sobrevida e melhorado a qualidade de vida
dos pacientes com HIV/AIDS (Marins et al,2002; Teixeira et al. 2004), porém alguns
individuos podem apresentar falha terapéutica devido a varios fatores, entre eles a
resisténcia do HIV a essas drogas. Devido a sua importancia, a resisténcia em
individuos que nunca fizeram uso da terapia (Resisténcia Primaria - RP), atualmente
conhecida como Resisténcia Transmitida ou Transmitted Drug Resistance (TDR),
tem sido monitorada no mundo inteiro (Peterson ML., et al,2006; Geretti AM., 2007;
Ceccherine-Silberteins F., et al., 2010). O risco de um virus transmitido ser resistente
a pelo menos um antirretroviral apresenta uma diferengca marcante na sua
prevaléncia, podendo variar de 2,2 a 24%. Esta variacdo esta relacionada, em
grande parte, as diferencas no acesso a terapia (universal versus limitada), ao
comportamento de risco e adesdo dos individuos a terapia (Paredes et al. 2010).
Nos EUA e na Europa a prevaléncia de resisténcia € de 5 a 18%, 13,8% na Asia, e
de 2,2 a 24% na Africa (Ceccherini-Silberstein et al. 2010), porém existem variacdes
na tendéncia da resisténcia transmitida, com estudos mostrando estabilidade(Chaix
et al,2009), crescimento (Wheeler et al. 2010) ou declinio (Bracciale et al. 2009). No
Brasil é variavel a prevaléncia da RP dependendo da regido estudada e estudos
locais podem ter grande importancia para determinar a prevaléncia de resisténcia
em pacientes virgens de antirretrovirais, evitando conclusfes errbneas e suas
consequéncias.

No Brasil, os Centros de Testagem e Aconselhamento em HIV/Aids (CTA)
estdo presentes nos municipios que concentram 70% dos casos de aids. Nas
cidades que tem esses centros, a realizacao dos testes anti HIV é duas vezes maior
do que nas cidades que nao dispdem destes servicos. Com a implantacdo dos CTA
no Brasil, aumentou 0 acesso ao teste anti HIV, e muitos individuos soropositivos
assintomaticos tém procurado estes centros em estagios iniciais da infeccdo para
saber seu status sorolégico (Grangeiro, 2007). Investigar a epidemiologia molecular

do HIV em amostras de individuos diagnosticados em CTA pode ser de fundamental
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importancia na compreensao de cada epidemia localizada em uma determinada
regiao do pais.

Recife € a capital do Estado de Pernambuco situado na regido Nordeste do
Brasil, sendo sua area urbana habitada por cerca de 3,6 milhdes de pessoas (7,4
milhdes no estado de Pernambuco). Esta regido é considerada menos desenvolvida
do que as regibes Sudeste e Sul do pais e esta experimentando uma crescente
prevaléncia da infeccdo pelo HIV e com maiores taxas de mortalidade relacionada a
aids em comparacdo com as regides do sul.(www.aids.gov.br) Em Pernambuco
existem 24 CTA, e os selecionados para a pesquisa estdo localizados em pontos
estratégicos na Regido Metropolitana do Recife (RMR), pois possuem uma grande
demanda para o teste anti-HIV. A maioria desses servigcos possui ambulatorios
especializados apoiados com recursos do Departamento de DST/Aids e Hepatites
Virais do Ministério da Saude do Brasil(Coordenacdo Estadual DS/Aids-
Pernambuco, 2010).

Os objetivos deste estudo foram: descrever a frequiéncia de resisténcia primaria e
de infeccdo recente em individuos soropositivos para o HIV-1, recém-diagnosticados
em cinco Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) situados na regiao
metropolitana do Recife; comparar as caracteristicas dos individuos com infeccéo
recente e infeccdo estabelecida; verificar a circulacdo dos subtipos do HIV-1 e

prevaléncia de mutacdes de resisténcia aos antirretrovirais.

MATERIAL E METODOS

Os usuéarios do CTA selecionados para este estudo (Cabo de Santo
Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Paulista e Recife) foram
diagnosticados como HIV-positivo por dois diferentes ensaios ELISA e um teste
confirmatorio (Imunofluorescéncia ou Western Blot). Ao retornarem a esses centros
para receber os seus resultados, eles foram informados sobre o estudo durante o
aconselhamento pos-teste. Aqueles que concordaram em participar assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e foram submetidos a coleta de
sangue para a caracterizagdo molecular do HIV (genotipagem) e detecgcdo de
infeccdo recente. As amostras foram enviadas para o Setor de Virologia do LACEN-

PE e armazenadas a -70C, acompanhadas do formulari o especifico do projeto.
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Entre julho de 2007 e abril de 2009, 210 amostras foram coletadas em
individuos que foram recentemente diagnosticados com o HIV-1 e nunca havia
recebido tratamento antirretroviral. Destas, 130 amostras de plasma tiveram uma
fracdo do HIV-1 sequenciada. O genoma viral de RNA foi extraido usando o
QIAmp® minikit RNA (Qiagen, Alemanha). Para a transcricdo de RNA para DNA,
amplificacdo por PCR e o sequenciamento genético do produto, foi utilizado o ensaio
TRUGENE ® genotipagem do HIV-1 (Siemens Diagnostics, EUA). Este ensaio de
genotipagem detecta mutacfes do genoma do HIV da protease (codons 1-99) e da
transcriptase reversa (cédons 10-297), sequéncias genéticas da regido pol. As
sequencias geradas foram analisados utilizando o OpenGene ® DNA Sequencing
System (Instrucdes de uso do ensaio, 2008-Siemens Diagnostics, EUA). As
mutacOes de resisténcia aos anti-retrovirais e 0s subtipos foram submetidos ao
banco de dados da Stanford University HIV Drug disponivel em
http://hivdb.stanford.edu e os subtipos foram confirmados pelo Simplot verséo 2.10
(Lole et al,1999). As mutacdes foram compilados com base nas listas elaboradas
pelo IAS (Johnson et al, 2009) e SDRM (Bennett et al, 2009) que exclui os
polimorfismos comuns na avaliacdo da resisténcia transmitida do HIV aos
antirretrovirais. @) ensaio BED-Calypte®
foi realizado de acordo com as instrugcbes do fabricante para diferenciagao
sorologica entre infecgbes recentes (RS) e infec¢cdes cronicas ou de longa data
(LTS). (Instrucbes de uso do ensaio, 2008-Calypte Biomedical Corporation,USA) .

Os dados sécio-demograficos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos a
partir dos registros nos CTA e enviados ao Setor de Virologia do Laboratério de
Saude Publica de Pernambuco-LACEN-PE, com base no histérico do usuario
fornecido pelo SIREX- Sistema de resultados de exames laboratoriais. A carga viral
e a contagem de linfécitos TCD4+ foram obtidas a partir do SISCEL (Sistema de
controle de exames laboratoriais). Todos os dados relevantes dos individuos
arrolados no estudo foram transcritas para questionario especifico do projeto e
digitados em dupla entrada no programa Epilnfo versdo 6,0 e software para o
Microsoft Office Excel v. 2007. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE (protocolo
CEP/CCS/UFPE.N°120/07).
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RESULTADOS

No total, foram sequenciadas 130 amostras coletadas dos CTA dos
municipios: Cabo de Santo Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Paulista e
Recife no periodo de julho de 2007 a abril de 2009, conforme distribui¢cdo indicada
na (Tabela 1). Das amostras genotipadas, foram testadas 108 amostras no ensaio
de infeccdo recente, e obteve-se um percentual de positivos de 23,1%. A freqiéncia
de resisténcia primaria foi de 6,1% baseada pela Tabela de muta¢des do 1AS-2009,
e de 4,6% quando baseada no SDRM-2009. O Subtipo B foi 0 mais prevalente
(56,9%) na populacao estudada, seguido do subtipo F (37,7%), de 3,1% do subtipos
C e de 2,3% dos recombinantes B/F. Os dados sécio demogréaficos e laboratoriais
encontram-se descritos na Tabela 1.

As mutacfes associadas a resisténcia aos inibidores da Transcriptase reversa
e aos inibidores da Protease encontradas nos oito pacientes do estudo estéao
discriminadas na tabela 2, acompanhadas dos dados soOcio-demograficos e
laboratoriais.

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes ao
compararmos as caracteristicas da populacdo com infeccdo recente com a
populacdo com infecgdo crbnica, segundo as varidveis soOcio-demogréficas e
laboratoriais(Tabela 3). Ao analisarmos as caracteristicas da populacdo de acordo
com o0s subtipos revelados na pesquisa, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significantes (Tabela 4)
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Tabela 1. Caracteristicas soOcio-demogréficas e labo ratoriais da populacéo

estudada.

L Individuos com resisténcia primaria
Caracteristicas Total IAS SDRM
Total 130 8 (6,1%) 6 (4,6%)
Faixa etaria

Menor de 30 anos 57 (43,8%) 5 (62,5%) 5 (83,3%)
31 a 50 anos 65 (50,0%) 3 (37,5%) 1 (16,7%)
51 ou mais 8 (6,2%) - - - -
Sexo
Masculino 69 (53,1%) 5 (62,5%) 5 (83,3%)
Feminino 61 (46,9%) 3 (37,5%) 1 (16,7%)
CTA de origem
Recife 12 (9,2%) - - - -
Olinda 9 (6,9%) - - - -
Paulista 27 (20,8%) 2 (25%) 2 (33,3%)
Jaboatao 28 (21,5%) 2  (25%) 1 (16,7%)
Cabo 54 (41,5%) 4  (50%) 3 (50,0%)
Categoria de exposicao*
HSH 21 (16,2%) 1 (50%) 1 (50%)
HTS/masculino 46 (35,3%) 4 (50%) 4 (50%)
HTS/Feminino 52 (40,0%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Parceiro(a) HIV+ 11 (8,5%) 1 (100%) - -
Subtipo do HIV
B 74 (56,9%) 6 (75%) 5 (83,3%)
F 49 (37,7%) 2 (25%) 1 (16,7%)
C 4 (3,1%) - - - -
BF 3 (2,3%) - - - -
Infeccao recente**
Positivo 25 (23,1%) 1 (25%) 2  (50%)
Negativo 83 (76,9%) 3  (75%) 2 (50%)
CD4(em cels/ml)***
Mediana 408 470 428
Intervalo 195-693  332-544 256 — 635
interquartilico
Carga viral (em copias/ml)***
Mediana 3.683 17.671 53.259
Intervalo 208 — 4.095 — 20.947 —
interquartilico 24.224 67.776 179.220
HTS: Heterossexual HSH: Homem que faz sexo com homem

* As respostas ndao sdo mutuamente excludentes

** 22 amostras ndo testadas (16,9%), dessas, 3 pacientes tiveram resisténcia
priméria pelo IAS e 2 paciente pelo SDRM

*** 34 pacientes sem informacéo da contagem de linfocitos TCD4 e carga viral
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Tabela 2. Individuos identificados com mutacéo de resisténcia
CTA- Sexo Idade CCj::tegorla Sub MIEGeSE Infeccdo  CD4/
Amostra EXBOSILE0 tipo ITRN ITRNN P recente Carga viral
Cabo-24913 F 25 Parc. HIV+ B - 108I1* - - 480/1.093
Cabo-29524 M 27 HSH F - 103N - NEG -
Cabo-14149 101E,
M 26 HTS B 184V 190S - POS -
Cabo-93 184V, 103N,
M 32 HTS B 215F, 106l, - POS 566/470000
219N 230L
Jaboatdo- o 4o HTS F - 108I* - NEG 460/1.754
36720 )
Jaboatéo- 46|,
EaLS M 30 HTS B i ; ;g’f\’ NEG  842/82.294
90M
Paulista-
14785 M 47 HTS B - 190A - - 155/11.119
Paulista-
16350 F 32 HTS B - 225H - - 290/24.224

NEG — Negativo; POS — Positivo.

* Mutacdo relacionada a resisténcia apenas na classificagdo do IAS
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Tabela 3. Caracteristicas so6cio demograficas e labo ratoriais da populacéo
estudada, segundo condicdo da infeccao

Infeccéo Infeccéo
Caracteristicas recente cronica p-valor
N % n %
Total (n = 108) 25 23,1 83 76,9
Faixa etaria
Menor de 30 anos 14 56,0 37 44.6 0,572
31 a 50 anos 10 40,0 40 48,2
51 ou mais 1 4,0 6 7,2
Sexo
Masculino 18 72,0 42 50,6 0,060
Feminino 7 28,0 41 49,4
CTA de origem
Recife 5 20,0 7 8,4 0,117
Olinda - - 8 9,6
Paulista 3 12,0 21 25,3
Jaboatao 4 16,0 16 19,3
Cabo 13 52,0 31 37,3
Subtipo do HIV
B 15 60,0 44 53,0 0,796
F 8 32,0 35 42,2
C 1 4,0 2 2,4
BF 1 4,0 2 2,4
Categoria de exposicao*
HSH 7 28,0 11 13,3 0,159
HTS/Masculino 10 40,0 30 36,1
HTS/Feminino 6 24,0 38 45,8
Parceiro(a) HIV+ 2 8,0 4 4,8
Resisténcia primaria (IAS/SDRM)
Sim 2 8,0 3 3,6 0,327
N&ao 23 92,0 80 96,4
Mutagdes principais
ITRN
Sim 2 100% - - -
N&ao - - 3 100%
ITRNN
Sim 2 100% 2 66,7% -
Nao - - 1 33,3%
IP
Sim - - 1 33,3% -
N&ao 2 100% 2 66,7%

CD4 (em cels/ml)
Mediana (P25 — P7s) 470 (157 — 962) 384 (204 — 670) 0,275
Carga viral (em cépias/ml)
Mediana (P25 — P7s) 795 (230 — 7724 (297 — 0,498
27349) 28895)

* As respostas ndo sdo mutuamente excludentes
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Tabela 4. Caracteristicos socios demograficas e lab  oratoriais da populacao
estudada, por subtipo do HIV-1

Subtipos
Caracteristicas B F ¢ BF p-valor*
(n=74) (n =49) (n=4) (n=3)
n % n % n % N %

Faixa etaria
Menor de 30 anos 32 43,2 22 449 1 25,0 02 66,7 0,580
31 a 50 anos 39 52,7 23 46,9 2 50,0 01 33,3
51 ou mais 3 4,1 4 8,2 1 25,0 00 0,0

Sexo
Masculino 43 58,1 24 49,0 2 50,0 00 0,0 0,418
Feminino 31 419 25 51,0 2 50,0 03 100

CTA de origem
Recife 9 12,2 3 61 - - - - 0,803
Olinda 4 54 3 61 1 25,0 01 33,3
Paulista 16 21,6 9 18,4 1 25,0 01 333
Jaboatéo 15 20,3 11 224 1 25,0 01 333
Cabo 30 40,5 23 46,9 1 25,0 00 0,0

Categoria de e xposicdo
HSH 12 16,2 09 184 - - - - 0,632
HTS/Masculino 31 419 15 30,6 01 250 - -
HTS/Feminino 26 351 22 449 02 50,0 03 100
Parceiro(a) HIV+ 05 6,8 03 6,1 01 250 - -

Resisténcia primaria
IAS 6 81 2 41 - - - - 0,607
SDRM 5 6,8 1 20 - - - - 0,446

* Comparacgdo entre os subtipos B e F
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DISCUSSAO

A prevaléncia de resisténcia primaria aos antirretrovirais observada neste
estudo foi de 4,6% quando se utiliza os critérios SDRM, que excluem polimorfismos
comuns.(Bennett, D., et al 2009). Devido ao alto custo do monitoramento da
resisténcia antirretrovirais por meio dos testes de genotipagem, a Organizacao
Mundial de Saude recomenda que a vigilancia da resisténcia em pequenas areas
geograficas, deve ser estratificada, com a aplicacdo de um método de amostragem
sequencial chamado THS-HIV-Trheshold Survey (limiar de resisténcia do HIV),
possibilitando o uso de um pequeno numero de amostras (n<50).Este método
classifica a resisténcia primaria do HIV em
trés categorias: baixa (< 5%), moderada (5-15%) e alta (= 15%) prevaléncias.(Myatt
M.,et al,2008).

No Brasil, dois grandes estudos sobre a prevaléncia de resisténcia primaria
do HIV foram publicados em 2009. O primeiro estudo foi composto de 400
participantes de 13 cidades brasileiras, porem apenas uma cidade da regido
nordeste (Salvador), foi localizado fora das regiées Sul e Sudeste, sendo que 220
amostras foram originarias do estado de Sao Paulo (Sprintz et al.,2009). Nesse
estudo, utilizando os critérios do IAS, a prevaléncia de individuos com o virus que
apresentaram mutacdes de resisténcia foi de 5,7%. No presente estudo, com
amostras da Regiao Metropolitana do Recife, a prevaléncia da resisténcia observada
foi de 6,1% utilizando os critérios semelhantes aos revelados por Sprintz e
colaboradores.

Avaliacao realizada em nivel nacional pela Rede Nacional para a Vigilancia da
Resisténcia as Drogas no Brasil (HIV-BResNet) publicado em 2009, que incluiu 210
individuos recém-diagnosticados de seis capitais do
Brasil, dos quais duas foram da regido Sudeste (Sao Paulo e Rio de Janeiro), uma
no Sul (Porto Alegre), uma no Centro-Oeste (Brasilia), uma no Norte (Belém) e uma
no Nordeste (Salvador). Neste estudo, 8,1% das amostras continha mutacdes de
resisténcia, classificadas de acordo com a lista de mutagcbes SDRM. Os niveis de
resisténcia em Sao Paulo, Rio de Janeiro e Belém foram intermediarios (entre 5 e
15%), enquanto os niveis foram baixos (<5%) em Brasilia, Porto Alegre e
Salvador.(Inocéncio L.,et.al, 2009). Utilizando os critérios SDRM, o presente estudo

mostrou que 4,6% das amostras tinham mutacdes de resisténcia, coincidindo com a
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prevaléncia de baixa resisténcia que tem sido detectada fora da regido sudeste,
considerada o] epicentro da epidemia do HIV no
Brasil. Entretanto, mesmo com niveis considerados baixos, a prevaléncia da
resisténcia as drogas parece ter aumentado no estado, pois a taxa encontrada neste
estudo foi um pouco maior do que a detectada em Pernambuco em 2002, que foi de
3,6%(Medeiros L.,2006).

Na regido Nordeste, os estados da Bahia e do Ceara tem publicado dados
recentes de resisténcia aos medicamentos. O estudo HIV BRestNet mostrou que
Salvador apresentou uma baixa taxa de resisténcia a drogas, ou seja, menos de 5%.
Estudo realizado no Ceard encontrou um taxa intermediéria de resisténcia (9,5%),
que foi superior nos dois principais estudos brasileiros que incluiram os estados fora
da regido sudeste (Inocéncio L., et.al,2009; Arruda E., et al,2010). Considerando-se
as diferencas encontradas entre os estudos, bem como as semelhancas e da
proximidade das trés capitais do nordeste, € preciso determinar com precisdo a
composicao das populacdes em cada estudo. Note-se que a amostra do presente
estudo foi exclusivamente de individuos recrutados em CTA recém diagnosticados
com HIV apresentando uma prevaléncia de infeccao recente de 23%, o que pode
refletir mais fielmente o percentual de virus circulando na populacédo infectada pelo
HIV nesta regido. Pode-se considerar a possibilidade de que diferencas reais na
prevaléncia da resisténcia podem ocorrer, visto que existem variacdes intra
regionais.

A andlise das mutacbes no presente estudo, utilizando os critérios SDRM,
mostrou que 3,84% das mutacOes observadas foram associadas aos ITRNN, 1,53%
aos ITRN e 0,77% aos IP, perfil semelhante ao observado recentemente no Brasil
por Sprintz. Analisando a frequiéncia de mutacdes associadas a cada classe de ARV
observamos um aumento da presenca de mutacdes associadas aos ITRNN que era
ausente no estudo realizado em Pernambuco em 2002 (Medeiros,L.B.2006). A
mutacdo K103N predominou entre as mutacdes aos ITRNN no nosso estudo bem
como nos outros dois grandes estudos brasileiros (Sprinz 2009 e Inocéncio, 2009).
Quanto aos ITRN, ao contrario de outros estudos, duas das nossas amostras
apresentaram a mutacgdo 184V e apenas uma amostra revelou a mutacdo 215F.E
importante ressaltar que a mutacdo 184V ocorreu em dois individuos com infeccao
recente, o que pode explicar sua presenca como uma tendéncia que tem esta

mutacdo para se tornar indetectavel ao longo do tempo entre os individuos



67

infectados com cepas resistentes aos antirretrovirais. O presente estudo mostrou
uma alta prevaléncia de infeccbes recentes (23%), mas nao
houve diferenca significativa na prevaléncia de mutacfes entre os individuos com
infeccdo recente (RS) e os com infecgéo cronica LTS) da populacéo infectada (teste
exato de Fischer, p = 0,327). Duas amostras com infeccOes recentes e duas
amostras com infecgdes cronicas apresentaram mutagoes relacionadas aos ITRNN
embora as mutacdes relacionadas aos ITRN sé ocorreram no grupo das infec¢des
recentes (em duas amostras). A Unica amostra com mutacdo relacionada a IP
ocorreu em paciente com infec¢do crénica. Esses achados provavelmente refletem a
maior circulagéo das cepas com resisténcia aos ITRNN devido a esses ARV serem
utilizados em regimes de primeira linha no Brasil, assim como revelam o maior
fithess dessas mutagfes (Consenso para terapia ARV,Ministério da Saude,2008).

Como ja foi observado em todas as regides do Brasil, exceto na regiao Sul,
houve um predominio do subtipo B. Entretanto, no presente estudo, um elevado
percentual do Subtipo F (37,7%) foi detectado circulando na regido metropolitana do
Recife. Esta taxa foi muito maior do que o normalmente observado em outras
regibes do pais. Além disso, parece haver uma tendéncia no aumento da circulacdo
do subtipo F nesta regido especifica, que ja era alta (26%) no estudo
no Recife em 2002 (Medeiros L., El al 2006). Em pesquisas da regido Nordeste, no
estudo BResNet, das 34 amostras de Salvador 21% pertenciam ao subtipo F,
enquanto em outro estudo da mesma cidade publicado em 2010, em 60 amostras
observou-se apenas 4,9% de subtipo F e 3,3% de recombinantes B/F (Araujo et al.
2010), e ainda em trabalho realizado no Ceara observou-se apenas 15% de subtipos
nao B (Arruda E., et al, 2010). A baixa prevaléncia do subtipo F no Ceara se
assemelha a estudo realizado para avaliacdo de resisténcia adquirida aos
antirretrovirais naquele estado em 2004 que demonstrou apenas 5,6% de subtipo F
(Cavalcanti AMS.,et al. 2007).

E interessante observar que, embora o subtipo B prevalece no Brasil, ha uma
tendéncia na crescente prevaléncia do subtipo C no sul do pais, um aumento de
linhagens recombinantes BF (que inclui os CRF_28 e CRF_29 em cerca de 50% dos
individuos infectados na cidade portuaria de Santos, na regido Sudeste do Brasil
com altos niveis de resisténcia transmitida), e uma tendéncia de aumento da
prevaléncia do subtipo F na regido nordeste do pais(Sucupira et al,2007). No

entanto, nossos resultados demonstram uma maior prevaléncia do subtipo F em
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amostras analisadas apenas em uma pequena regido genémica do HIV (regido pol).
E importante ressaltar que mutacées de resisténcia relacionadas podem variar entre
diferentes subtipos no Brasil e estudos de seguimento de cepas ndo-B, certamente
merece mais atencao (Munerato et al, 2010).
Reconhecemos que o pequeno tamanho da amostra analisada neste estudo e a
pequena regido do genoma do HIV caracterizada aqui, pode implicar em
informacgdes mais definitivas.No entanto, nds suspeitamos que um "microepidemia”
do subtipo F estd ocorrendo na regido e que o perfil de resisténcia e prevaléncia
podem estar alterando esta regido, merecendo futuras avaliagbes dessas

tendéncias.
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RESUMO

Para compreender as tendéncias da transmissao do HIV e detectar a presenca de
infeccdo recente, utiliza-se o teste BED Capture enzyme immunoassay (BED-CEIA)
com capacidade de determinar se uma pessoa foi infectada recentemente
distinguindo-a de pessoas com infeccdo cronica. No Brasil varios Centros de
Testagem e Aconselhamento (CTA) facilitam o acesso ao diagnostico precoce para o
HIV. No presente estudo determinou-se a prevaléncia da infeccdo pelo HIV e a
frequéncia de infeccdo recente em individuos com HIV/Aids, em cinco Centros de
Testagem e Aconselhamento em DST/AIDS da regido metropolitana do Recife-
Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, entre 2007 e 2009. Foram testadas 46.696
individuos, com prevaléncia global de 1,96% de infec¢Bes pelo HIV em individuos
testados com maior prevaléncia no Recife (3,9%) e Jaboatdo dos Guararapes
(2,2%). A prevaléncia foi maior no sexo masculino (3,93%), entre homens que fazem
sexo com homens (14%), na faixa etaria acima dos 40 anos (2,72%). A frequéncia
global das infec¢des recentes em 169 individuos foi de 23,7%. A comparacdo dos
individuos com infecgbes recentes versus crbnicas mostrou que as infeccbes
recentes foram mais frequentes em individuos com menos de 25 anos e nos
municipios do Recife (35,7%), Cabo de Santo Agostinho (31,2%) e Jaboatdo dos
Guararapes (23%), localizados ao sul da regido Metropolitana. Houve discreto
predominio de homens (1,5 vezes maior que entre mulheres), maior frequéncia de
heterossexuais nos dois grupos, mas ainda parcela significativa de homens que
fazem sexo com homens (HSH) (33%). Predominou o subtipo B, seguido de elevada
propor¢cdo de subtipos F (cerca de 40%) tanto nas infec¢cdes recentes quanto
cronicas. Concluimos que a infecgdo recente ocorre principalmente nas faixas
etarias mais jovens e com maior frequéncia entre heterossexuais, apesar de
frequéncia significativa entre HSH. A infeccdo predomina no sexo masculino e Recife
€ a cidade com maior prevaléncia de infeccdo e maior percentual de infeccoes

recentes.

alavras chave: HIV, infeccdo recente, BED, prevaléncia,CTA
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ABSTRACT

To understand the trends in HIV transmission and the presence of recent infection,
we use the test Capture BED enzyme immunoassay (BED-CEIA) with the ability to
determine whether a person was infected recently distinguishing it from people with
chronic infection. In Brazil, several centers and Counseling Center (CTA) facilitate
access to early diagnosis for HIV. In the present study determined the prevalence of
HIV infection and frequency of recent infection in individuals with HIV / AIDS in five
Centers for Testing and Counseling on STD / AIDS in the metropolitan area of
Recife, Pernambuco, Northeastern Brazil, between 2007 and 2009. 46,696
individuals were tested with an overall prevalence of 1.96% of HIV infections in
individuals tested with the highest prevalence in Recife (3.9%) and Jaboatao
Guararapes (2.2%). The prevalence was higher in males (3.93%) among men who
have sex with men (12,4%), aged above 40 years (2.72%). The overall frequency of
recent infections in 169 subjects was 23.7%. The comparison of individuals with
recent infections versus chronic showed that recent infections were more common in
people under 25 years and in the cities of Recife (35.7%), Cabo de Santo Agostinho
(31.2%) and Jaboatdo Guararapes (23%), located south of the metropolitan area.
There was a slight predominance of men (1.5 times higher than among women),
higher incidence of heterosexuals in both groups, but still significant portion of men
who have sex with men (MSM) (33%). The predominant subtype B, followed by a
high proportion of subtype F (40%) in both chronic and recent infections. We
conclude that early infection occurs mainly in younger age groups and more frequent
among heterosexuals, despite significant frequency among MSM. The infection
predominates in males and Recife is the city with the highest prevalence of infection

and a higher percentage of recent infections.

Keywords: HIV, recent infection, BED, prevalence, CTA
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INTRODUCAO

Diferentes metodologias tém sido utilizadas na vigilancia epidemiolégica da
infecgao pelo HIV e aids no mundo inteiro, para avaliar e melhorar o monitoramento
das tendéncias da epidemia. A maioria dos dados epidemiolégicos disponiveis é
baseada em estudos transversais de prevaléncia e variam consideravelmente em
virtude das condicdes locais, da populacdo do estudo e da metodologia empregada.
A epidemia pelo HIV no Brasil tem diferentes caracteristicas epidemiolégicas e
virolégicas de acordo com as regibes e com as populacdes estudadas,
apresentando cerca de 630.000 individuos infectados estimados pelo Departamento
Nacional de DST/Aids e Hepatites virais. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A epidemia brasileira é considerada concentrada pela OMS, ou seja,
apresenta baixa prevaléncia na populacdo em geral e prevaléncias bem mais
elevadas nos grupos de risco, principalmente homens que fazem sexo com homens
(HSH), profissionais do sexo e usuarios de drogas injetaveis (UDI) (UNAIDS 2010).
No Brasil, a taxa de prevaléncia da infeccao pelo HIV é menor que 1% na populagéo
em geral e vem se mantendo estavel desde 2004. Porém em grupos com risco
acrescido para infeccao, taxas de prevaléncia do HIV em torno de 5,9% foram
detectadas em UDI, de 10,5% entre HSH e de 5,1% foi observada em mulheres
profissionais do sexo em estudo realizado em 10 capitais brasileiras entre 2008 e
2009 (BARBOSA JR. A., et al, 2009). No Brasil, a epidemia de aids tem
caracteristica peculiares por regido e a taxa de incidéncia de aids apresenta uma
tendéncia a estabilizacdo, observando-se uma diminuicdo nas regifes Sudeste e
Centro-Oeste, e aumento nas regides Norte, Nordeste e Sul (BRITO AM., et al,
2005 ; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2010) .Por outro lado, as medidas da
incidéncia da infeccdo pelo HIV podem oferecer informacdes mais detalhadas para
monitorar a epidemia, tornando-se uma ferramenta importante para a identificacao
de grupos de maior vulnerabilidade para a infeccdo, podendo direcionar os
programas de prevencao e controle. (McDOUGAL et al, 2005).

Ensaios para detectar infeccdo recente pelo HIV estdo sendo utilizados em
estudos cientificos para calcular a taxa de novas infec¢cdes pelo HIV. Em 1998, o
Centro de Controle de Doencas —CDC, padronizou uma metodologia, baseada em um

algoritmo de ensaios sorolégicos para a identificacdo de infec¢des recentes pelo HIV-
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1 conhecido como STARHS - Serologic Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversion (JANSEN et al,1998). Em 2001, Parekh e colaboradores
desenvolveram uma nova metodologia, chamada de Ensaio Imunoenziméatico-BED de
Captura de IgG (lgG-Capture BED-EIA®-Biomedical Corporation USA)), baseado na
deteccdo de proporcdes crescentes de IgG especifica ap0s soroconversdo. Este
método utiliza como antigenos, peptideos derivados da regido imunodominante da
gp41, contendo sequéncias dos subtipos B, E e D, representativas de mdultiplos
subtipos do HIV-1 (PAREKH e McDOUGAL, 2001; PAREKH et al., 2002).

O ensaio pode determinar qual a percentagem de uma populagéo de individuos
infectados pelo HIV foram infectados no prazo de seis meses anteriores a data da
coleta da coleta da amostra, desde que avaliados com dados clinicos e
epidemioldgicos dos pacientes estudados, e ndo deve ser usado em rotina para
diagnostico da infecgcdo pelo HIV. O ensaio quantitativo determina a IgG especifica
para o HIV em relacdo a IgG total no soro e calcula o aumento da IgG especifica que
ocorre no inicio da infeccéo pelo HIV. Este aumento é gradual e no periodo de até 160
dias (em geral) ainda n&o atingiu valores que sao detectaveis nos testes tradicionais,
sendo considerado, entédo, o periodo de “janela” da soroconversao. O teste apresenta
indices de sensibilidade de 81,7% e especificidade de 89,1% para a identificacdo de
amostras incidentes tendo como padrdo ouro a soroconversao documentada, e seu
desempenho ndo € afetado pela diversidade do HIV-1. (PAREKH e McDOUGAL,
2001).Parekh e McDougal (2005) atestaram que o teste BED — CEIA utilizado em
diferentes populagdes, como usuarios de drogas endovenosas (UDI), gestantes e até
em soros congelados (sorotecas), podem apresentar consisténcia para estudos de
vigilancia epidemiolégica, permitindo verificar a tendéncia na variacdo dos niveis de
incidéncia quando amostras de diferentes anos estao disponiveis para testagem.

No Brasil, véarios estudos sobre infeccdo recente tém sido descritos.
Bassichetto e colaboradores analisaram a propor¢cédo de infecgOes recentes em
alguns CTA da cidade de Sao Paulo, e encontraram 15% de infeccdo recente em
194 individuos testados pelo ensaio Vironostika-Biomerieux, e as infeccdes recentes
foram mais freqlentes em individuos mais jovens, menores de 25 anos de
idade.(BASSICHETTO KC., et al, 2009) Em Curitiba, em 32 amostras positivas para
HIV analisadas por Ferreira et al. (2008) utilizando o ensaio BED-CEIA, foi
identificada 25% de infeccéo recente, salientando que o subtipo C foi mais frequiente

nessas infeccdes recentes(63%). No Ceard, em amostras coletadas em 2008/2009
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foi encontrado um percentual de 6,8% de infeccéo recente em 74 pacientes virgens
de tratamento antirretroviral atendidos em dois hospitais de referencia para
DST/Aids do estado(ARRUDA E., et al.,2010). Estudo do Rio de Janeiro, em 434
amostras congeladas que foram coletadas de novembro/2004 a outubro/2005,
recrutadas de trés CTA da regido metropolitana, foi detectado 14% de infeccao
recente utilizando-se o BED-CEIA.(de CASTRO et al, 2010)

Os Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) foram implantados para
melhorar o acesso a testagem estimulando o diagndstico e o tratamento precoce da
infecc@o pelo HIV, e estdo espalhados em todo o territério nacional. Em Pernambuco
existem 24 CTA distribuidos em todo o estado, sendo cinco localizados em pontos
estratégicos da Regido Metropolitana do Recife(RMR), onde possuem maior demanda
de testagem para o HIV devido a facil localizacéo e facil acesso. Os CTA recebem na
sua maioria individuos assintomaticos que se expuseram a algum risco de contrair a
infec¢do, constituindo-se assim em locais privilegiados para detecgéo de novos casos
de infeccdo pelo HIV e a nova técnica que representa um avanco para a revelagcao de
infeccdes recentes. (MINISTERIO DA SAUDE, 2008)

O objetivo deste estudo é descrever a prevaléncia da infec¢do pelo HIV em cinco
CTA da Regido Metropolitana do Recife, no periodo de julho de 2007 a abril de 2009,
determinar a frequéncia de infec¢do recente em individuos soropositivos para o HIV-1
recém-diagnosticados nesses CTA, e comparar as caracteristicas socio demograficas

e laboratoriais dos individuos com infeccéo recente e infeccdo estabelecida.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo transversal com usuarios de cinco Centros de Testagem
e Aconselhamento (CTA) situado na regido metropolitana do Recife, Cabo de Santo
Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Paulista e do municipio do Recife,
recrutados no periodo de julho de 2007 a abril de 2009. Os individuos recém
diagnosticados com infeccao pelo HIV segundo os critérios do Ministério da Saude do
Brasil (www.aids.gov.br), ao retornarem para receber seus resultados, foram
apresentados ao estudo no aconselhamento pds-teste, e 0s que concordaram em
participar assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e realizaram
a coleta de sangue destinado aos testes laboratoriais especificos. As amostras foram

enviadas ao LACEN-PE-Virologia, acompanhadas do formulario especifico do projeto,
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centrifugadas e os plasmas foram armazenados a -70°C para serem processadas
gradativamente.

Foram analisadas 169 amostras de individuos que preenchiam os critérios de
inclusdo do estudo: recém diagnosticados para a infeccao pelo HIV-1 e virgens de
tratamento antirretroviral, utilizando-se para deteccdo de infecgdo recente o ensaio
BED-Calypte® - BED-CEIA. Os controles (negativo, positivo forte e positivo fraco) e
os calibradores foram testados junto com as amostras de acordo com as instrucoes
do fabricante (Calypte Biomedical Corporation — Oregon, USA). Os resultados das
amostras foram avaliados conforme os resultados das Densidades 6ticas (DO) sendo
considerados positivos valores <1.2 e ap0s repeticdo em triplicata, foram
consideradas com infeccdo recente as amostras com DO < 0.80.

Os resultados dos testes anti-HIV utilizados no estudo de prevaléncia da
infeccdo pelo HIV e os dados soécio-demogréaficos dos individuos testados foram
obtidos a partir do banco de dados de cada CTA e do histérico dos usuérios emitido
pelo banco de dados SIREX (Sistema de Resultado de Exames Laboratoriais da
Coordenacéo Estadual de DST/AIDS de Pernambuco). Os resultados de Carga viral
e contagem de linfécitos TCD4 foram resgatados do banco de dados SISCEL
(Sistema de controle de exames laboratoriais do Departamento Nacional de
DST/Aids e Hepatites Virais). Os dados dos individuos testados para a infecgéo
recente foram transcritos para questionario individual especifico do projeto, digitados
nos programas EPIINFO versao 6.0 em dupla entrada e em planilhas Microsoft Office
Excel versédo 2007. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, registro CEP/CCS/UFPE n°
120/07-SISNEP FR-134429.

RESULTADOS

Segundo dados obtidos no SIREX no periodo de julho de 2007 a abril de
2009, foram testados 46.696 individuos, identificando-se com positividade para HIV
em 996 individuos, resultando em prevaléncia geral de 1,96%. A prevaléncia da
infecgao pelo HIV variou de 1,2 a 3,9% nos cinco CTA, sendo mais elevada nos CTA
de Recife (3,9%) e Jaboatdo dos Guararapes (2,2%). Entre os individuos testados

para infeccdo recente, a frequéncia global de positividade foi 23,7%, sendo mais
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elevados nos CTA dos municipios de Recife (34,7%), Cabo (31,2%) e Jaboatéo
(23,0%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia do HIV-1 em cinco CTA locali zados na regido
metropolitana do Recife e amostras testadas para de  teccéo de infeccéo recente
Periodo: julho/2007 a abril/2009

Numero de amostras A Numero de amostras
Prevaléncia (%) ~
Testad as Positivas  Negativas IC (95%) Testadas Infeccbes
CTA para HIV 9 pelo BED recentes
1,27 0
OLINDA 9297 119 9178 1,06 — 1,53 20 2 (10%)
1,29 0
CABO 11440 148 11292 1,00 — 1,52 64 20 (31,2%)
x 2,2 0
JABOATAO 11519 256 11263 1,96 2,51 39 9 (23%)
1,23 0
PAULISTA 6544 81 6463 0.98 — 1,54 32 4 (12,5%)
3,9 0
RECIFE 7896 312 7584 3.53 - 4,40 14 5 (35,7%)
1,96 0
TOTAL 46696 916 45780 1,84 — 2,09 169 40 (23,7%)

As informacfes sobre sexo, faixa etaria e categoria de exposi¢cdo dos individuos
testados nos CTA dos municipios do Cabo de Santo Agostinho, Olinda e Jaboatéo
dos Guararapes estdo descritos na Tabela 2. Verifica-se que a grande maioria das
pessoas testadas é do sexo feminino e com idade abaixo dos 25 anos. Quanto aos
positivos, a taxa de prevaléncia foi maior no sexo masculino (4%) do que no sexo
feminino (1,02%) e ha elevada prevaléncia da infeccao entre HSH (14%) comparada
aos HTS (1,49%), e maior prevaléncia na faixa etaria acima dos 40 anos de idade
(2,8%) comparadas aos individuos com menor idade.
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Tabela 2 — Prevaléncia do HIV-1 em trés CTA 2 localizados na Regido Metropolitana
do Recife, de acordo com o sexo, faixa etaria e ca tegoria de exposi¢ao
Periodo: julho/2007 a abril/2009

NUmero de amostras Amostras HIV positivas
Variaveis p-valor
Testadas NUmero % IC °(95%)
Total 32.256 523 1,62 1,48-1,76 -
Sexo
Masculino 6.718 264 3,93 3,48-4,42 <0,001
Feminino 29.538 259 0,88 0,77 -0,99
Categpria de
exposicao
HTS® 30.156 445 1,48 1,34-1,62 <0,001
HSH¢ 427 53 12,4 9,43-159
Faixa etéria
Menos de 25 anos 16.161 132 0,82 0,68-0,97 <0,001
De 25 a 40 anos 11.877 276 232 2,06-2,61
Maior de 40 anos 4.218 115 2,72 2,26 -3,26

a: CTAs: Cabo de Sto.Agostinho, Olinda e Jaboatdo dos Guararapes.
b: IC — Intervalo de confianca c: HTS = heterossexual; d: HSH= homem que faz sexo com homem

Dos 169 individuos testados pelo teste BED-CEIA, para definir a condi¢do da
infeccéo, se recente ou cronica, 40 (23,7%) foram classificados como portadores de
infeccdo recente, ou soroconvertores recentes (RS). As variaveis sexo e categoria de
exposicdo ndo apresentam diferencas estatisticamente significantes em relacdo a
condigdo da infec¢do pelo HIV. No entanto, os individuos com infecgéo recente sdo
mais jovens do que os com infeccéo cronica, (p<0,05).Observa-se maior positividade
das infec¢cdes no grupo heterossexual,porém identifica-se um percentual de 33% de
infeccdo recente no grupo de HSH. A mediana do numero de linfocitos CD4 nos
individuos com infeccéio recente foi de 560 células/mm?, contra 409 linfécitos/mm?®
nos individuos com infeccdo cronica e a carga viral teve mediana de 795 copias de
RNA/mML nos pacientes com infec¢do recente contra 8.540 copias de RNA/mL nos
pacientes com infeccéo crbnica, ndo se observando diferencas significantes entre os

dois grupos. A caracterizagcdo molecular das amostras para verificagdo dos subtipos



82

virais, ndo mostra diferenca entre os dois grupos, observando-se uma maior

circulacao do subtipo B seguido do subtipo F (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas da populacdo segundo cond icdo da infec¢ao pelo HIV

. Infecgao Infgcgéo Total
Caracteristicas recente cronica p-valor
n % n % n %
Total 40 23,7 129 76,3 169 100,0
Faixa etéria
Menor de 25 anos 12 30,0 15 11,6 27 16,0 0,011
De 25 a 40 anos 23 57,5 80 62,0 103 60,9
Maior de 40 anos 5 12,5 34 26,4 39 23,1
SEXO
Feminino 16 40,0 60 46,5 76 45,0 0,470
Masculino 24 60,0 69 53,5 93 55,0
Categoria de exposicéo
Masculino
HSH 9 37,5 18 26,1 27 29,0 0,569
HTS 15 62,5 51 73,9 66 71,0
Feminino
Heterossexual 16 100,0 60 100,0 76 100,0 -
CTA de origem
Cabo 20 50,0 44 34,1 64 37,9 0,114
Jaboatao 9 22,5 30 23,2 39 23,1
Olinda 2 5,0 18 14,0 20 11,8
Paulista 4 10,0 28 21,7 32 18,9
Recife 5 12,5 9 7,0 14 8,3
CD4 (em cels/ml)
Mediana (P2s; P7s) 560 (119; 884) 409 (215; 672) 418 (208; 696) 0,376
Carga viral (em copias/ml)
Mediana 795 8.540 7.491 0,421
(P2s; P75) (179; 39.174) (208; 39.121) (198; 39147)
Subtipo do HIV
B 15 60,0 44 53,0 59 54,6 0,796
F 8 32,0 35 42,2 43 39,8
C 1 4,0 2 2,4 3 2,8
BF 1 4,0 2 2,4 3 2,8

** Associacao Infeccdo recente e categoria de sigfo independente do sexo
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A localizacdo geogréfica dos cinco CTAs estudados pode ser visualizada na
Figura 7. A distribuicdo dos dados de prevaléncia da infec¢éo pelo HIV e frequéncia
de infeccbes recentes mostra que ambas sdo maiores no Recife, seguida dos

municipios de Jaboatdo dos Guararapes e Cabo de Santo Agostinho

Reglao Metropolitana do Recife

S/ _
Pernambuco - d' gt b
Cabo de Santo Agostinho - 1378

Centro de Testagem & Acorselthamento - CTA
- Caba de Santo Agostinho
Jaboatio dos Guararapes
+ Olinda
- Pauliste
« Recife

S s

Figura 7. Mapa da Regidao Metropolitana do Recife, | ocalizagdo dos CTA da
pesquisa e prevaléncia do HIV-1

DISCUSSAO

O presente estudo revelou prevaléncia global de 1,96% de infeccbes pelo HIV
em individuos testados em cinco CTA da Regidao Metropolitana do Recife (entre
2007 e 2009), com maior prevaléncia no Recife (3,9%) e Jaboatdo dos Guararapes
(2,2%). A prevaléncia foi maior nos homens, na categoria de exposicdo de homens
gue fazem sexo com homens (14%), na faixa etaria acima dos 40 anos. A frequéncia
global das infec¢des recentes em 169 individuos foi de 23,7%. A comparacédo dos
individuos com infeccdes recentes versus cronicas, mostrou que as infecc¢des
recentes foram mais frequentes em individuos com menos de 25 anos e nos
municipios do Recife (35,7%), Cabo de Santo Agostinho (31,2%), Jaboatdo dos
Guararapes (23%), localizados ao sul da regido Metropolitana. Houve discreto
predominio de homens, maior frequéncia de heterossexuais nos dois grupos, mas
ainda parcela significativa de homens que fazem sexo com homens (33%). Houve
similaridade dos subtipos virais, predominando o subtipo B, entretanto com elevada
propor¢cdo de subtipos F (cerca de 40%) tanto nas infec¢des recentes quanto

cronicas.
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O presente estudo apresenta dados de CTA localizados em cinco municipios
populosos da grande regido metropolitana do Recife que totalizam 3.042.426
habitantes. Recife é capital do estado de Pernambuco, localizado na regido nordeste
do Brasil, uma das regides mais pobres e populosas do Brasil (IBGE, 2010). A
frequéncia de 23,7% de infeccOes recentes mostra uma epidemia ainda em
ascensdo na Regido Metropolitana e apontam que Recife € o municipio onde a
prevaléncia das infeccbes diagnosticadas, bem como a frequéncia de infeccbes
recentes € a maior dentre 0s cinco municipios avaliados. Tal aspecto esta de acordo
com dados do Ministério da Saude do Brasil, 2010, que aponta Recife, como a
guarta cidade  brasileira em incidéncia de casos de aids com
58,4casos/100.000habitantes, quando em 1999 a incidéncia era de
20,4cas0s/100.000habitantes. (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL 2010). Por
outro lado, cidades localizadas ao sul da Regido Metropolitana também evoluem
com elevada frequéncia de infecgbes recentes, como € o caso do Cabo de Santo
Agostinho (31,2%) e Jaboatdo dos Guararapes (23%), diferentemente de cidades
localizadas no litoral norte, como Olinda e Paulista que apresentam 10 e 12,5% de
infeccbes recentes, respectivamente. Cabe ressaltar que o estado de Pernambuco
vivencia importante crescimento econémico com elevagdao do PIB para 7,8% no
primeiro semestre de 2010. Este crescimento ocorreu principalmente em decorréncia
de maior atividade do Porto de Suape e de polo industrial e de inddstria naval
localizados no municipio do Cabo de Santo Agostinho, com migracdo de
trabalhadores jovens, do sexo masculino, de todo o estado e, inclusive, da regiédo
sudeste do Brasil (Agéncia Estadual de Planejamento e Pesquisas de Pernambuco
2011), aspecto que embora positivo do ponto de vista econdmico pode ter-se
refletido no aumento das infeccdes pelo HIV.

Quanto ao sexo, observou-se elevado numero de mulheres testadas, mas
com predominio de infecgcbes em homens. O grande ndmero de mulheres testadas
deve-se, primordialmente, as caracteristicas dos CTAs no Brasil, local indicado para
a testagem do HIV em gestantes. A participacdo das gestantes pode ter reduzido a
prevaléncia da infeccéo entre as mulheres, que foi quatro vezes menor nas mulheres
do que nos homens, pois, provavelmente inclui um grande nimero de mulheres sem
situacdo de risco, enquanto os homens que procuraram os CTAs, possivelmente
procuraram o CTA por encontrar-se em maior risco de exposicao. Entretanto,

quando avaliados quanto a presenca de infeccdo recente, a frequéncia de homens
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foi apenas 1,5 vezes maior do que a das mulheres, aspecto que esta de acordo com
a frequéncia dos casos de aids notificados ao Ministério da Saude em 2010 e nos
anos recentes, que mostra uma relacdo de 1,5 homem para cada mulher com aids
no Brasil na ultima década (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2010).

Em relacdo a categoria de exposicao, a via sexual foi a predominante, com
uma parcela significativa de heterossexuais, tanto nas infec¢cdes recentes quanto
nas cronicas. Entretanto a caracteristica de epidemia concentrada, ou seja, com
grupos de maior risco, ainda parece ocorrer, pois tanto na avaliagdo da prevaléncia
quanto na das infeccOes recentes, os homens que fazem sexo com homens
constituem parcela significativa dos infectados. Este grupo apresenta prevaléncia
nove vezes maior da infeccdo comparado aos heterossexuais e constitui 1/3 dos
homens com infeccao recente.

Enquanto o estudo de prevaléncia mostra maior prevaléncia de infecgbes em
faixas etérias acima de 40 anos, as infec¢des recentes apontam a tendéncia de
casos novos em faixas etarias mais jovens, abaixo dos 25 anos. Realmente,
enquanto os paises desenvolvidos caminham para infeccbes em idades mais
avancadas, no Brasil, faixas etarias mais jovens, das regides mais pobres sdo
aquelas onde o numero de casos de aids avanca significativamente e acomete
individuos que iniciam sua vida sexual precocemente, sem sexo seguro e perdem
grandes quantidade de anos produtivos (BASTOS Fl, et al.,2008).

Quanto aos testes laboratoriais, observa-se que 0s pacientes apresentam-se
geralmente em estdgio de imunossupressdo pouco avancada, com medianas de
linfécitos CD4 acima de 400 células/mm3 e carga viral abaixo de 10.000 cépias,
tanto nas infec¢cdes recentes quanto nas cronicas. Estes achados reforcam a
importancia da procura dos centros de testagem em estagios mais precoces, que
resultam na reducdo da transmissdo e melhores resultados da terapia. Tal dado
contrasta, entretanto, com o momento de chegada dos individuos a assisténcia
médica na Regido Nordeste, geralmente ja em estagio tardio e com
imunossupressao avancada. Falhas na orientacao pos-teste quanto ao beneficios do
acompanhamento médico precoce, ou dificuldades no acesso a assisténcia séo
fatores importantes nesta disparidade dos momentos do diagnéstico do CTA e da
chegada a assisténcia ja descritas anteriormente no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE,2008)
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N&o ha grande variagdo dos subtipos virais encontrados nas infeccdes
recentes ou crbnicas, com predominio do subtipo B seguido do subtipo F.
Diferentemente da regido sul, a frequéncia do subtipo C permanece baixa nos dois
grupos, menor do que 5%. Observa-se, entretanto que a frequéncia do subtipo F
encontra-se bastante elevada, cerca de 32% nas infecgdes recentes e 42,2% nas
cronicas, sendo bastante elevada comparativamente a outras regides do Brasil e
até mesmo quando comparados a outros estados da regido nordeste, mostrando
circulacao diferenciada deste subtipo no Recife.

As principais limitacdes do estudo referem-se da falta de analise em separado
das gestantes no célculo da prevaléncia da infec¢éo pelo HIV, fato que decorreu da
dificuldade da obtencdo deste dado no banco de dados SIREX dos CTA. Outra
limitacdo é o pequeno numero de amostras testadas para a determinacdo da
infeccdo recente e cronica, impedindo o calculo da incidéncia de infecgdo recente
pelo HIV. Entretanto, trata-se de uma analise de uma regido bastante populosa, com
grande numero de individuos testados, numa area com epidemia crescente e
escasso numero de publicacdes sobre o tema. Consideramos que este estudo pode
enriquecer a discussao sobre as melhores estratégias para a prevenc¢ao da infeccao
pelo HIV nos locais de maior risco e entre os individuos mais jovens e de maior

vulnerabilidade.
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7. CONCLUSOES

- A prevaléncia de resisténcia primaria revelada neste estudo foi de 6,1% segundo
os critérios da International AIDS Society (IAS) -2009 e de 4,6% baseada na lista de
mutacdes Surveillance Drug Resistance Mutations SDRM-2009-OMS, demonstrando
um percentual baixo de resisténcia primaria comparado aos detectados em outras
regides do Brasil (Sul e Sudeste). Foi também considerado baixo (<5%) segundo a
metodologia HIV Threshold Survey da Organizacdo Mundial de Saude (HIV-
THS,WHO) ;

- A prevaléncia da resisténcia detectada no presente estudo foi mais elevada que a
detectada em 2002 (3,6%) demonstrando um aumento gradual da resisténcia
priméria no estado, apesar das diferengas entre as populacdes estudadas;

- A prevaléncia da resisténcia foi semelhante a detectada em Salvador (4,6%),
porém mais baixa do que a encontrada no Ceara (9,5%). Vale salientar que no
presente estudo a amostragem foi exclusiva de usuarios de Centros de Testagem e
Aconselhamento da Regido Metropolitana do Recife;

- As mutacOes associadas aos ITRNN foram mais prevalentes concordando com
outros estudos realizados no Brasil. Essas mutacdes nédo tinham sido detectadas no
estudo anterior realizado em 2002 em Pernambuco;

- A mutacdo 184V associada aos ITRN foi detectada em dois individuos com
infeccdo recente, sugerindo que estes individuos apresentavam um pequeno
periodo entre o contagio da infeccdo e a coleta para o diagnostico da mesma, visto

que esta mutacao nao persiste por longos periodos em individuos nao tratados;
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- As mutacOes de resisténcia associadas aos Inibidores da Protease (IP) foram
detectadas em um individuo com infeccao crbnica, revelando baixa prevaléncia de

mutacdes primarias para esta classe de ARV,

- A prevaléncia de resisténcia primaria foi semelhante entre os pacientes com
infeccdo recente e cronica, bem como entre os diferentes subtipos do HIV-1

detectados;

- Observou-se uma maior circulagcdo do subtipo B (56,9%) na Regido Metropolitana
do Recife, seguida do subtipo F(37,7%), com baixa prevaléncia do subtipo C(3,1%) e
de formas recombinantes (2,6%). No presente estudo observou-se alta prevaléncia
do subtipo F diferente de outras regides,além de uma freqiiéncia maior deste subtipo

do que a detectada em 2002 em Pernambuco;

- A prevaléncia da infeccdo pelo HIV na Regido Metropolitana do Recife revelou-se
elevada (1,9%) comparando com a média encontrada no Brasil (1%), observando-se
maior frequéncia na cidade do Recife, principalmente na categoria de exposicao
Homem que faz Sexo com Homem (HSH) ;

- A frequiéncia de infeccéo recente mostrou-se elevada na Regido metropolitana do
Recife (23,7%) revelando uma epidemia em ascensdo. Nao foram encontradas
diferencas no que se refere ao sexo e categoria de exposicao. A infecgdo recente
predominou nos individuos na faixa etaria de 25 a 40 anos mas em 30% delas

ocorreu em menores de 25 anos;

- A frequéncia de Homens com infeccao recente foi 1,5 vezes maior do que nas
mulheres, relacdo semelhante a descrita pelo Ministério da Saude para casos de

aids no Brasil.
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8. RECOMENDACOES

- estudos para monitorar a resisténcia primaria do HIV no estado de Pernambuco

devem ser repetidos periodicamente para verificar a tendéncia desse evento;

- pesquisas para caracterizar molecularmente os subtipos do HIV devem ser
ampliadas através de analises filogenéticas e estudo do genoma completo dos

subtipos circulantes na RMR, particularmente o subtipo F ;

- recomenda-se direcionar acdes de prevencdo nos individuos mais jovens e no

grupo do Homem que faz sexo com homem(HSH) a fim de reduzir novas infeccoes ;

- realizacdo de novas pesquisas utilizando-se os testes de infecgdo recente com
maior numero de amostras e abrangendo novas areas, inclusive o interior do estado,

para verificar a incidéncia real da infeccéo pelo HIV no estado de Pernambuco
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CTA REGISTRO

O sr(a) usuario(a) deste Centro de Testagem estd sendo convidado a participar de um
estudo sobre resisténcia do virus aos medicamentos , e da confirmagéo da sua positividade
para o HIV. Este estudo tem a finalidade de confirmar se o sr(a) € realmente positivo para o
HIV, e se este virus que estd lhe infectando, apresenta mutagSes de resisténcia aos
medicamentos usados no tratamento. Os resultados desta pesquisa, assim como outras que
estdo sendo realizadas no mundo inteiro no combate a aids, poderfo auxiliar ag¢des de
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A) DADOS DO PACIENTE : 1-Numero da amostra

2- Nome do CTA/Municipio

3— Numero da amostra no CTA 4 -Data da entrada: / /

5- Nome do usuario

6-Data de nascimento: / / 7-ldade: 8-sexoM () F( )
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30 — outros polimorfismos importantes na PR




110

C) DADOS DA FILOGENIA: 31 - SUBTIPO

32-RECOMBINANTE 33 - Método(site) :
34- Data da pesquisa no site OBS
D) DADOS DO BED- CEIA : 35 — Data do teste : / /

36 — Resultado :POSITIVO () NEGATIVO( ) INCONCLUSIVO ( )

NAO REALIZADO( ) OBS:

Digitado no Epilnfo em / /

AsSS




111

APENDICE C — VERSAO DO ARTIGO 1 EM INGLES
SUBMETIDA A REVISTA : AIDS Research and Human Retroviruses

TRANSMITTED ANTIRETROVIRAL RESISTANCE AMONG INDIVID UALS
RECENTLY DIAGNOSED WITH HIV/AIDS IN THE METROPOLITA N
REGION OF RECIFE, NORTHEAST OF BRAZIL

Ana Maria Salustiano Cavalcanti 12, Ana Maria de Brito 3, Daniela Medeiros

1

Salustiano 2*, Kledoaldo Oliveira de Lima 2, Sirleide Pereira da Silva !, Ricardo

Sobhie Diaz ° and Heloisa Ramos Lacerda 2

! Virology Sector, Central Public Health Laboratory of Pernambuco (LACEN-PE),
Recife, PE, Brazil

2 postgraduate Program in Tropical Medicine, Federal University of Pernambuco,
Recife, PE, Brazil

3 Aggeu Magalhdes Research Center (CPgAM- FIOCRUZ), Recife, PE, Brazil

“* Herbert de Souza Voluntary Counseling and Testing (VCT) Center, Cabo de Santo
Agostinho, PE, Brazil

® Infectious Diseases Division, Federal University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil

This project was partially funded by CAPES — Coordenacédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior do Brasil through the program PROCAD-NF.

+Address correspondence to:

Ana Maria Salustiano Cavalcanti, MsC
Rua Deolinda Francisca de Souza, 217, Janga,
53439-290 Paulista — PE,

e-mail:a_salustiano@yahoo.com.br



112

Abstract

Investigating antiretroviral resistance among antiretroviral naive individuals is
important for assessing their potential response to first line regimens. The prevalence
of primary resistance and occurrence of recent infections among individuals with
HIV/AIDS were identified among recently diagnosed patients of five STD/AIDS
Testing and Counseling Centers in Metropolitan Region of Recife/Pernambuco,
Brazil, between 2007 and 2009. A total of 130 samples were analyzed and
processed for the BED Calypte® assay. Males predominated (56%), as did patients
31-50 years of age.Twenty-three percent presented recent HIV infection. The median
T CD4+ lymphocyte count was 408 cellssmm3, and the median viral load was 3.7
copies/mL. The prevalence of primary resistance was 4.6% using criteria that
excluded common polymorphisms. The prevalence of resistance was 3.8, 1.5 and
0.8% for NNRTIs, NRTIs and Pls,respectively. Fifty-seven percent of strains were
from clade B, 37.7% were F and 3.1% were C with no difference in resistance
between clades. The growing levels of transmitted antiretroviral resistance and non-B

strains in this poorer Brazilian region deserve further attention.

Key words: transmitted antiretroviral resistance, HIV subtype, Brazil, HIV recent

infection.



113

Introduction

In Brazil, antiretroviral therapy has been offered universally and free of charge
to HIV-positive individuals since 1997. Currently, about 200,000 people are under
antiretroviral treatment. The universal access to antiretrovirals in Brazil has increased
survival and improved the quality of life of patients with HIV/AIDS.* However, given
the sequential use of antiretrovirals in many Brazilian patients and the extensive use
of non-boosted protease inhibitors (PIs) in the recent past, it is assumed that a high
proportion of patients experience virologic failure and antiretroviral resistance, which
can lead to the transmission of resistant strains, which may relate to virologic failure
when treatment is started.? The risk that a transmitted virus may be resistant to at
least one antiretroviral presents at a significantly varying prevalence, possibly
ranging from 2.2 to 24%. This variation is related mostly to the differences in access
to therapy (universal versus limited), risk behavior and compliance with treatment.* In
the USA and Europe, the prevalence of transmitted antiretroviral resistant strains is
between 5 and 18%, 13.8% in Asia, and between 2.2 and 24% in Africa.* There are
also regional variations in the trends of transmitted antiretroviral resistance over time,
with some studies demonstrating stability,® increase ° or decline.” Thus, local studies
may play an important role in determining the prevalence of resistance among
patients who have never previously taken antiretrovirals, there by avoiding erroneous
conclusions and their consequences.

In Brazil, HIV/AIDS Voluntary Counseling and Testing (VCT) Centers have
been set up in the municipalities that have 70% of AIDS cases. In cities with such
Centers, twice as many anti-HIV tests are performed compared to cities that do not
have these services.® With the implementation of VCT centers in Brazil, access to
anti-HIV tests has increased, and many asymptomatic infected individuals have
sought these Centers at earlier stages of the disease to learn about their HIV status.®
Investigating the HIV molecular epidemiology of samples from seropositive
individuals who have been diagnosed at VCT centers may be of fundamental
importance in understanding the details of each localized epidemic in a given
Brazilian region.

Recife is the capital of the State of Pernambuco in the Northeast Region of
Brazil. It is an urban area with 3.6 million people (7.4 million in the state of

Pernambuco). The northeast region of Brazil is considered less developed than the
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southeast and southern regions of the country and is experiencing a growing
prevalence of AIDS and higher AIDS-related mortality rates compared to the
southern regions.? In Pernambuco, there are 23 VCT centers located at strategic
points in the Metropolitan Region of Recife at selected clinics that had a large
demand for anti-HIV testing. Most of these sites have specialized outpatient clinics
supported with resources from the Department of STD/AIDS and Viral Hepatitis of the
Brazilian Ministry of Health 2010.

In this study, we sought to characterize individuals infected by HIV who had
been recently diagnosed at the five most important VCT centers in the Metropolitan
region of Recife.

Material and methods

The users of the VCT centers selected for this study (Cabo de Santo
Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Paulista and Recife) were diagnosed
as HIV-positive by two different ELISA assays and one positive confirmatory test
(immunofluorescence or western blot assay). When they returned to the centers to
receive their results, they were informed about this study during the post-test
counseling. Those who agreed to participate signed the informed consent and
underwent blood sampling for HIV characterization and performance of BED-Calypte.
Together with the specific form for the project, the samples were sent to the Virology
Sector of LACEN-PE and stored at -70<C.

Between July 2007 and March 2009, 210 samples were collected from
individuals who were recently diagnosed with HIV-1 and had never received
antiretroviral treatment. Of these, 130 plasma samples had a portion of the HIV-1
genome sequenced.Viral RNA was extracted using the QIAmMp® RNA minikit
(Qiagen, Germany).For RNA transcription to cDNA, PCR amplification with genetic
sequencing of the product was performed using the TRUGENE® HIV-1 Genotyping
Assay (Siemens Diagnostics, USA). This genotyping assay detects genomic HIV
mutations in the protease (codons 1 to 99) and the reverse transcriptase (codons 10
to 297) regions of the pol gene.The genetic sequences generated were analyzed
using the OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens Diagnostics, USA). ARV
resistance mutations and subtypes were submitted to the Stanford HIV Drug

Resistance Database available at http://hivdb.stanford.edu, and subtypes were
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further confirmed by SIMPLOT version 2.'° The mutations were compiled based on
the lists compiled by the Surveillance Drug Resistance Mutation criteria (SDRM),
which excludes common polymorphisms in the evaluation of transmitted HIV
antiretroviral resistance.* The BED Calypte® assay (Calypte Biomedical
Corporation) was carried out in accordance with the manufacturer's instructions for
serological differentiation between recent (RS) and longterm seroconverters (LTS).

The patients' socio-demographic and laboratory data were retrieved from the
sample referral records sent from the VCT center to the Virology Sector of the
Central Public Health Laboratory of Pernambuco, based on the user history provided
by the SIREX database (Laboratory Test Result System). The viral load and T CD4+
lymphocyte count were retrieved from the SISCEL (Brazilian System of Laboratory
Examinations Control).

All relevant data in the study were transcribed to a specific individual
guestionnaire for the project and were double-entered into the EPIINFO version 6.0
software and into Microsoft Office Excel v. 2007. The study was approved by the
Ethics in Research Committee of the Federal University of Pernambuco (protocol
CEP/CCS/UFPE n° 120/07).

Results

Patients” characteristics are depicted in Table 1. Enough samples were
available from 108 individuals for testing for recent HIV infection, which revealed a
prevalence of recent infection of 23.1%. The prevalence of primary resistance was
6.1% based on the IAS (2008) ** table of mutations and 4.6% based on SDRM (2009)
1 Subtype B was the most prevalent (56.9%) in the study population, followed by
subtype F (37.7%), subtype C (3.1%) and subtype B/F (2.3%).

The mutations associated with resistance to reverse transcriptase inhibitors
and to protease inhibitors that were found among eight patients in the study are
detailed in Table 2, which also depicts the socio-demographic and laboratory data.

There were no statistically significant differences between socio-demographic
and laboratory characteristics of the population diagnosed with recent HIV infection
and those with chronic HIV infection, between individuals with and without resistance

or between individuals infected by different HIV-1 subtypes. When the characteristics
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of the population were analyzed according to the observed subtypes in this study, no
statistically significant differences were found.

Discussion

The prevalence of primary resistance to antiretrovirals observed in this study
was 4.6% when using the SDRM criteria, which exclude common polymorphisms.**

Due to the high cost of monitoring antiretroviral resistance by means of
genotyping, the World Health Organization recommends that surveillance of such
resistance in small geographical areas should be stratified, with the application of a
sequential sampling method called threshold surveying of HIV resistance, thus
enabling the use of a small set of samples (n < 50). This method classifies HIV
resistance into three categories: low (< 5%), moderate (5 - 15%) and high (= 15%)
prevalences.*®

In Brazil, two major studies on the prevalence of HIV primary resistance were
published in 2009. The first was comprised of 400 participants from 13 Brazilian
cities. It is worth noting that only one center, Salvador (in the northeastern region),
was located outside the southern and southeastern regions and that 220 samples
originated from the state of S&do Paulo. Using the IAS criteria, the prevalence of
individuals with the virus who presented resistance mutations was 5.7%.14 In the
present study, with samples from the Metropolitan Region of Recife, the observed
prevalence of resistance mutations was 6.1% using the IAS criteria, which was very
similar to the rate in the study by Sprintz et al.**

One evaluation carried out at a national level was the National Network for the
Surveillance of Drug Resistance in Brazil (HIV-BResNet), which was published in
2009. This study included 210 recently diagnosed individuals from six state capitals
in Brazil, of which two were in the Southeast (S&o Paulo and Rio de Janeiro), one in
the South (Porto Alegre), one in the Midwest (Brasilia), one in the North (Belém) and
one in the Northeast (Salvador), and it classified the mutations according to SDRM.
In this study, 8.1% of the isolates contained resistance mutations. The levels of
resistance in Sao Paulo, Rio de Janeiro (both southeast regions) and Belém (North
region) were intermediate (between 5 and 15%), whereas the levels were low (< 5%)
in Brasilia (Central region), Porto Alegre (South region) and Salvador (Northeast

region).*®
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Using the SDRM criteria, the present study showed that 4.6% of the strains
had resistance mutations, which coincides with the low resistance prevalence that
has been detected outside the southeastern region, which is the epicenter of the HIV
epidemic in Brazil.®> However, even with levels that are considered low, the
prevalence of resistance to drugs appears to have increased in the present study
region, because the rate found here was slightly higher than that detected in
Pernambuco in 2002, which was 3.6%.°

In the northeastern region, the states of Bahia and Ceara have issued recent
data on resistance to drugs. The HIV BRestNet study showed that Salvador had a
low rate of resistance to drugs, namely less than 5%.%° A study conducted in Ceara
found an intermediate rate of resistance, 9.5%, *” which was higher than in the two
major Brazilian studies that included states outside the southeastern region.
Considering the differences found between the studies, as well as the similarities and
proximity of the three northeastern capitals, one needs to determine precisely the
composition of the populations in each study. It should be noted that the sample of
the present study, which was exclusively recruited at VCT centers from among
individuals with recently diagnosed HIV and which presents a prevalence of recent
infection of 23%, faithfully reflects the percentage of virus circulating in the general
population infected by HIV in this region. There is also the possibility that real
differences in the prevalence of resistance may occur, as regional variations do exist.

From the analysis in the present study using the SDRM criteria, 3.84% of the
mutations observed were associated with NNRTI, 1.53% with NRTI and 0.77% with
P1, which is a similar profile to what has been demonstrated recently in Brazil14,15
and elsewhere.'®

From the analysis of the frequency of mutations associated with each class of
antiretrovirals, we found that there were more mutations associated with NNRTI,
which was absent in an older study carried out in Pernambuco in 2002 or at a
National level.*®

Regarding NRTI, unlike in other studies, two of our samples had the 184V
mutation and only one sample had the 215F mutation. It is important to emphasize
that the 184V mutation occurred in two individuals with recent infection, which may
explain its presence as there is a trend for this mutation to become undetectable over

time among individuals infected with antiretroviral resistant strains.*
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The present study showed a high prevalence of recent infections (23%), but
there were no significant differences in the prevalence of mutations between the
recent and long-standing infected population (Fischer exact test, p = 0.327). Two
samples with recent infections and two samples with chronic infections presented
NNRTI-related mutations, while the mutations relating to NRTI only occurred in the
group of recent infections (in two samples). The only sample with a mutation related
to Pl occurred among the patients with chronic infections. These findings probably
reflect the greater circulation of NNRTI resistance strains due to NNRTI being

generally used in first line regimens in Brazil.*

The results may also be due to a lack
of fitness cost in viruses presenting these specific mutations.?

As has been observed in all regions of Brazil, except the South, there was a
predominance of HIV subtype B. However, in the present study, a high percentage of
subtype F was detected (37.7%) circulating in the metropolitan region of Recife. This
rate was much higher than that generally observed in other regions of the country.
Additionally, it appears that there may be a trend towards an increase in the
circulation of subtype F in this specific region, which was already high (26%) in the
study carried out in Recife in 2002.*°

It is interesting to note that although subtype B prevails in Brazil, there is a
trend toward an increasing prevalence of subtype C in southern Brazil,*> an epidemic
of BF recombinant strains that includes CRFs 28 and 29 in around 50% of infected
individuals in the port city of Santos in the Southeast Brazilian region (home for high

2324 and a trend towards increased

levels of transmitted resistance as well),
prevalence of subtype F in the northeast region of the country.”>*” Nonetheless, our
results demonstrate the higher prevalence of the F subtype in a Brazilian survey
analyzing just this small genomic region. It is of note that resistance-related

mutations may vary among different subtypes in Brazil,

and studies targeting non-B
strains surely deserve further attention.

We recognize that the small sample size analyzed in this study and the small
genomic HIV region characterized here may preclude more definitive information.
However, we suspect that a "microepidemic" of subtype F is occurring in this region
and that the transmitted resistance profile and prevalence may be changing in this

region, thus deserving future evaluations for trends.
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Table 1. Socio-demographic and laboratory characteristics of the study population

from Recife
- Individuals with primary resistance
Characteristics Total IAS SDRM
Total 130 8 (6,1%) 6 (4,6%)
Age group
Under 30 years 57 (43,8%) 5 (62,5%) 5 (83,3%)
31to 50 years 65 (50,0%) 3 (37,5%) 1 (16,7%)
51 years or over 8 (6,2%) - - - -
Sex
Male 69 (53,1%) 5 (62,5%) 5 (83,3%)
Female 61 (46,9%) 3 (37,5%) 1 (16,7%)
VCT of origin
Recife 12 (9,2%) - - - -
Olinda 9 (6,9%) - - - -
Paulista 27 (20,8%) 2 (25%) 2 (33,3%)
Jaboatéo 28 (21,5%) 2  (25%) 1 (16,7%)
Cabo 54 (41,5%) 4  (50%) 3 (50,0%)
Exposure category*
MSM 21 (16,2%) 1 (50%) 1 (50%)
HTS/male 46 (35,3%) 4  (50%) 4  (50%)
HTS/female 52 (40,0%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)
HIV+ partner 11 (8,5%) 1 (100%) - -
HIV Subtype
B 74 (56,9%) (75%) 5 (83,3%)
F 49 (37,7%) 2 (25%) 1 (16,7%)
C 4 (3,1%) - - - -
BF 3 (2,3%) - - - -
Recent infection**
Positive 25 (23,1%) 1 (25%) 2  (50%)
Negative 83 (76,9%) 3  (75%) 2 (50%)
CDA4(cels/ml)***
Median 408 470 428
Interquartile interval 195 — 693 332 -544 256 — 635
Viral load (copies/ml)***
Median 3.683 17.671 53.259
Interquartile interval 208 — 4.095 - 20.947 -
24.224 67.776 179.220

HTS: Heterosexual MSM: Men who have sex with other men

* The responses were not mutually exclusive.
** 22 samples were not tested (16.9%): of these, three patients had primary resistance
according to IAS and two patients according to SDRM.
*** For 34 patients, there was no information on the T CD4 lymphocyte count and viral load.



Table 2. Individuals with drug resistance mutations
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VCT-samole Sex Age Exposure Sub Mutations Recente  CD4/
P 9 category type ITRN ITRNN IP infection  Viral load
Cabo-24913 55 Patenr g i 1081* i i 480/1.093
HIV+
Cabo-29524 M 27 MSM F - 103N - NEG -
Cabo-14149 101E,
M 26 HTS B 184V 190S - POS -
Cabo-93 184V, 103N,
M 32 HTS B 215F, 106, - POS 566/470000
219N 230L
Jaboatéo- N
36720 F 45 HTS F - 108l - NEG 460/1.754
Jaboatéo- 461,
ST M 30 HTS B - - ggi NEG 842/82.294
90M
Paulista-
14785 M 47 HTS B - 190A - - 155/11.119
Paulista-
16350 F 32 HTS B - 225H - - 290/24.224

NEG — Negative; POS — Positive.
* Mutation related to resistance only in the IAS classification
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ABSTRACT

The BED Capture enzyme immunoassay test makes it possible to determine whether
individuals were infected recently for HIV. In this study, the HIV prevalence and
frequency of recent infection among individuals with HIV/AIDS was determined at five
Voluntary Counseling and Testing (VCT) centers, in the Metropolitan Region of
Recife, Northeastern of Brazil. On 46,696 individuals, the overall prevalence of HIV
infection was 1.96%, with the highest prevalences in Recife (3.9%). The prevalence
was higher among males (3.93%), men who have sex with men (MSM) (12.4%) and
individuals over 40 years of age (2.72%). The frequency of recent infections among
169 subjects was 23.7%. Recent infections were more common among individuals
under 25 years of age and in the municipalities of Recife (35.7%) and Cabo de Santo
Agostinho (31.2%). There was slight predominance of men and higher frequency of
heterosexuals in both groups, but still a significant portion of MSM (33%). Subtype B
predominated, followed by a high proportion of subtype F. We conclude that early
infection occurs mainly among younger individuals and heterosexuals, despite
significant frequency among MSM. The research results suggest that prevention for
MSM remains a challenge and efforts focusing this population should continue to be
a priority.

Keywords: HIV, recent infection, BED, prevalence, VCT.
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Introduction

Differing methodologies have been used in epidemiological surveillance of
HIV/AIDS infection around the world, to assess and improve the monitoring of trends
within the epidemic. Most of the epidemiological data available are based on cross-
sectional prevalence studies, which vary considerably in terms of local conditions,
study populations and the methodology used. The epidemiological and virological
characteristics of the HIV epidemic in Brazil also vary according to the regions and
populations studied. The Brazilian Ministry of Health’s National Department for
STD/AIDS and Viral Hepatitis has estimated that around 630,000 individuals in this
country are infected (Ministério da Saude 2010).

The Brazilian epidemic is considered by the World Health Organization to be
concentrated, i.e. there is low prevalence among the general population and very
much higher prevalences among groups at risk, particularly men who have sex with
men (MSM), sex workers and injected drug users (IDUs) (UNAIDS 2010). In Brazil,
the prevalence rate for HIV infection is less than 1% in the general population and
has remained stable since 2004. However, among groups with heightened risk of
infection, HIV prevalence rates of around 5.9% were detected among IDUs, 10.5%
among MSM and 5.1% among female sex workers in a study conducted in ten
Brazilian state capitals between 2008 and 2009 (Barbosa 2009). In Brazil, the AIDS
epidemic has particular regional characteristics and the AIDS incidence rates have
shown a trend towards stabilization, with decreases in the southeastern and central-
western regions and increases in the northern, northeastern and southern regions
(Brito et al 2005, Ministério da Saude 2010).

On the other hand, measurements on the incidence of HIV infection may
provide information with greater detail for monitoring the epidemic. Such
measurements thus become an important tool for identifying groups that present
greater vulnerability to infection, and they may be used to direct prevention and control
programs (McDougal et al 2005).

Tests to detect recent HIV infection are being used in scientific studies to
calculate the rate of new HIV infection. In 1998, the Centers for Disease Control (CDC)
produced standardized methodology for identifying recent HIV-1 infections, based on a
serological test algorithm known as STARHS (Serologic Testing Algorithm for Recent

HIV Seroconversion) (Janssen et al 1998). In 2001, Parekh et al developed a new
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methodology called the IgG BED capture enzyme immunoassay (CEIA) (Biomedical
Corporation, USA), based on detection of increasing proportions of specific IgG after
seroconversion. The antigens used in this method are peptides derived from the
immunodominant region of gp41, containing sequences of subtypes B, E and D, which
are representative of many subtypes of HIV-1 (Parekh and McDougal 2001, Parekh et
al. 2002). This assay has the capacity to determine what percentage of a population of
HIV-infected individuals was infected within the last six months prior to the date of
sample collection, provided that this is done in conjunction with the patients’ clinical
and epidemiological data. It should not be used routinely for diagnosing HIV infection.
Quantitative tests determine the HIV-specific IgG in relation to total serum IgG and
make it possible to calculate the increase in specific IgG that takes place at the start of
the HIV infection. This increase is gradual and, over a period of usually up to 160 days,
values that are detectable in the traditional tests are still not reached. This period is
thus considered to be the “window” period for seroconversion. The test presents
sensitivity of 81.7% and specificity of 89.1% for identification of incident samples. The
gold standard used is the documented seroconversion, and test performance is
unaffected by HIV-1 diversity (Parekh and McDougal 2001).

Parekh and McDougal (2005) demonstrated that among different populations
such as IDUs or pregnant women, or even on stored frozen serum samples, the
BED-CEIA test was capable of consistent results for epidemiological surveillance
studies. It would thus make it possible to ascertain trends in incidence level variation
if samples from different years were available for testing.

In Brazil, where the AIDS epidemic has regional characteristics, several
studies on recent infection have also been conducted. Bassicheto et al. (2009)
analyzed the proportion of recent infection in some Voluntary Counseling and Testing
(VCT) centers in the city of Sdo Paulo, and found a rate of recent infection of 15%
among 194 individuals who were tested using the Vironostika-Biomerieux assay.
They found that recent infections were more frequent among younger individuals
(under 25 years of age). In Curitiba, among 32 HIV-positive samples analyzed by
Ferreira et al. (2008) using the BED-CEIA assay, recent infection was identified in
25% of the cases, and subtype C was found to be the commonest type among these
recent infections (63%). In Ceara, in samples collected in 2008/2009, a rate of recent
infection of 6.8% was found among 74 patients who had never previously had

antiretroviral treatment, who were attended at two STD/AIDS referral hospitals in that
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state (Arruda et al. 2010). A study in Rio de Janeiro, on 434 frozen samples that
were collected at three VCT in the metropolitan region between November 2004 and
October 2005, found a rate of recent infection of 14% by means of BED-CEIA (de
CASTRO et al. 2010).

VCT have been established to improve the access to testing, thereby
stimulating early diagnosis and treatment of HIV infection, and are distributed
throughout the national territory. In Pernambuco, there are 24 VCT across the state, of
which five are located at strategic points within the metropolitan region of Recife
(RMR), where there is greater demand for HIV testing because of convenient location
and easy access. Most individuals who go to the VCT are asymptomatic but are
exposed to some risk of contracting the infection. Thus, VCT are excellent places for
detecting new cases of HIV infection; they provide a new technique representing an
advance towards revealing recent infection and they are places serving large numbers
of pregnant women who go there to have a prenatal anti-HIV test (Ministério da Saude
2008).

The aims of the present study were to describe the prevalence of HIV infection
at five VCT in the metropolitan region of Recife, over the period from July 2007 to April
2009; to determine the frequency of recent infection among individuals who were
recently diagnosed as seropositive for HIV-1 and to compare the sociodemographic

and laboratory characteristics of individuals with recent and established infection.

Material and methods

A cross-sectional study was conducted among users of five VCT in the
metropolitan region of Recife, in the municipalities of Cabo de Santo Agostinho,
Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Paulista and Recife, who were recruited between
July 2007 and April 2009. Individuals returning to the VCT to receive recent test
results for whom the result was a diagnosis of HIV infection in accordance with the
guidelines of the Brazilian Ministry of Health (www.aids.gov.br) were presented with
the aims of this study at the post-test counseling session. Those who agreed to
participate in the study signed a free and informed consent statement and underwent
blood sample collection for specific laboratory tests. These samples were sent to the

Virology Sector of the Central Laboratory of Pernambuco (LACEN-PE), accompanied
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by the specific form for this project. They were centrifuged and the plasma was stored
at -70°C for subsequent processing.

Samples from 169 individuals who fulfilled the inclusion criteria of the study
(recent diagnosis of HIV-1 infection and no previous antiretroviral treatment) were
analyzed. The BED-CEIA test (BED-Calypte®) was used to detect recent infection.
Controls (negative, strongly positive and weakly positive) and the calibrators were
tested together with the samples, in accordance with the manufacturer’s instructions
(Calypte Biomedical Corporation, Oregon, USA). The results from the samples were
assessed in terms of optical density (OD), such that values < 1.2 were taken to be
positive and, after repetition in triplicate, samples were considered to be cases of
recent infection when OD < 0.80.

The anti-HIV test results used in the HIV infection prevalence study and the
sociodemographic data on the individuals tested were obtained from the database of
each VCT and from the users’ histories issued by the SIREX database (laboratory
test result system of the State of Pernambuco STD/AIDS Coordination Office). The
viral load results and CD4 T lymphocyte counts were retrieved from the SISCEL
database (laboratory test control system of the National Department for STD/AIDS
and Viral Hepatitis). The data on the individuals tested for recent infection were
transcribed to a specific individual form for the project and were double-entered into
the Epi-Info software version 6.0 and into Microsoft Office Excel spreadsheets (2007
version). The study was approved by the ethics committee of the Health Sciences
Center, Federal University of Pernambuco, under registration number
CEP/CCS/UFPE 120/07-SISNEP FR-134429.

Results

According to the data obtained from SIREX for the period from July 2007 to
April 2009, 46,696 individuals were tested and 916 individuals tested positive. Thus,
the general prevalence was 1.96%. The prevalence of HIV infection ranged from 1.2
to 3.9% at the five VCT, and it was highest at the VCT in Recife (3.9%) and Jaboatéo
dos Guararapes (2.2%). Among the individuals tested for recent infection, the overall

rate of positive findings was 23.7%, and the rate was highest in the municipalities of
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Recife (35.7%), Cabo de Santo Agostinho (31.2%) and Jaboatdo dos Guararapes
(23.0%) (Table I).

Information about sex, age group and exposure category of the individuals
tested at the VCT in the municipalities of Cabo de Santo Agostinho, Olinda and
Jaboatdo dos Guararapes is presented in Table Il. It was found that the great majority
of the individuals tested were female and under the age of 25 years. On the other
hand, the rate of positive findings was greater among males (3,9%) than among
females (0,8%). The prevalence of infection was higher among MSM (12,4%) than
among heterosexual subjects (1.4%), and among individuals over 40 years of age
(2.7%) than among younger individuals.

Out of the 169 individuals who underwent the BED-CEIA test to determine
whether their infection was recent or chronic, 40 (23.7%) were classified as
presenting recent infection or recent seroconversion (RS). The variables of sex and
exposure category did not present any statistically significant differences in relation to
condition of HIV infection. However, the individuals with recent infection were younger
than those with chronic infection (p < 0.05). It was observed that the rate of positive
findings of infection was higher in the heterosexual group, but the rate of recent
infection in the MSM group was 37,5%. The median CD4 lymphocyte count in the
individuals with recent infection was 560 cells/mm?, versus 409 cellssrmm?® in the
individuals with chronic infection. The median viral load was 795 copies of RNA/ml in
the patients with recent infection, versus 8,540 copies of RNA/mI in the patients with
chronic infection, without any significant difference between the two groups. The
molecular characterization of the samples to verify the viral subtypes did not show
any difference between the two groups. Subtype B was seen to have the greatest
circulation, followed by subtype F (Table IlI).

The geographical locations of the five VCT studied can be seen in Figure 1.
The distribution of the data on the prevalence of HIV infection and frequency of recent
infection showed that these were highest in Recife, followed by the municipalities of

Jaboatdo dos Guararapes and Cabo de Santo Agostinho.
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Discussion

The present study revealed that the overall prevalence of HIV infection among
the individuals tested at five VCT in the metropolitan region of Recife between 2007
and 2009 was 1.96%. The highest prevalences were in Recife (3.9%) and Jaboatéo
dos Guararapes (2.2%). The prevalence was higher among men; in the exposure
category of MSM (12.4%); and in the age group over 40 years. The overall frequency
of recent infection among the 169 individuals was 23.7%. Comparison between
individuals with recent versus chronic infection showed that recent infection was
more frequent among individuals under 25 years of age and in the municipalities of
Recife (35.7%), Cabo de Santo Agostinho (31.2%), Jaboatdo dos Guararapes (23%),
which are in the south of the metropolitan region. There was slight predominance
among men and greater frequency among heterosexuals in the two groups, but there
was still a significant proportion of MSM (37,5%). There was similarity between the
viral subtypes, with predominance of subtype B, although with a high proportion of
subtype F (around 40%), both in cases of recent infection and in cases of chronic
infection.

This study presents data from VCT located in five populous municipalities in
the greater metropolitan region of Recife, which has a total of 3,042,426 inhabitants.
Recife is the capital of the state of Pernambuco, located in the northeastern region of
Brazil, which is one of the poorest and most populous regions of Brazil. The rate of
recent infection of 23.7% indicates that this epidemic is still growing in the
metropolitan region. The data show that Recife is the municipality with the highest
prevalence of diagnosed infection and highest frequency recent infection, among the
five municipalities evaluated. This finding is in agreement with data from the Brazilian
Ministry of Health (2010), which indicate that Recife ranks fourth among Brazilian
cities in terms of the incidence of AIDS cases, with 58.4 cases/100,000 inhabitants,
whereas in 1999, the incidence was 20.4 cases/100,000 inhabitants. (Ministério da
Saude 2010). On the other hand, municipalities located in the south of the
metropolitan region have also evolved with high frequencies of recent infection, as is
the case of Cabo de Santo Agostinho (31.2%) and Jaboatdo dos Guararapes (23%).
This differs from municipalities located on the northern part of the coast, such as
Olinda and Paulista, which presented rates of recent infection of 10 and 12.5%,

respectively. It needs to be emphasized that the state of Pernambuco has been
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experiencing significant economic growth(GDP), with an increase in GDP of 9.3% in
2010. This growth has occurred mainly as a result of greater activity in the Port of
Suape and the industrial center and shipbuilding industry located in the municipality
of Cabo de Santo Agostinho, with migration of young male workers from all over the
state and even from southeastern Brazil (Agéncia Estadual de Planejamento e
Pesquisas de Pernambuco 2011). Although this is positive from an economic point of
view, it may have been reflected in the increased HIV infection rate.

With regard to sex, it was observed that while large numbers of women
underwent the test, infection was found predominantly among men. The large
numbers of women tested was primarily due to the characteristics of VCT in Brazil,
which are places that are recommended for HIV testing for pregnant women. The
participation by pregnant women may have reduced the prevalence of infection
among the women, which was only one quarter of the rate seen among the men,
given that many women who were not in a situation of risk were probably included.
On the other hand, the men who sought the VCT possibly did so because they were
at greater risk of exposure. However, the evaluation relating to recent infection
showed that the frequency among the men was only 1.5 times higher than that of the
women. This is in agreement with the frequencies of AIDS cases notified to the
Ministry of Health in 2010 and other recent years, which showed a ratio of 1.5 men to
each woman with AIDS in Brazil over the last decade (MInistério da Saude 2010).

With regard to exposure category, the sexual route predominated, with a
significant proportion of heterosexuals, both in cases of recent infection and in cases
of chronic infection. However, the characteristic of a concentrated epidemic (i.e. with
groups at higher risk) still seems to be occurring, given that in evaluating both the
prevalence and the recent infection, MSM constituted a significant proportion of the
infected individuals. This group presented an infection rate that was nine times
greater than that of heterosexuals and comprised one third of the men with recent
infection.

Whereas the prevalence study showed higher prevalence of infection in age
groups over 40 years, the recent infections showed a trend towards new cases
among younger individuals (under 25 years of age). In fact, while developed
countries are moving towards infection at more advanced ages (UNAIDS 2010), the
situation in Brazil is that younger age groups in poorer regions are where the

numbers of AIDS cases are advancing significantly and affecting individuals who
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started to have a sex life at an early age, without safe sexual practices, and with the
loss of large numbers of productive years (Bastos et al. 2008).

The laboratory tests showed that the patients generally presented a low stage
of immunosuppression, with median CD4 lymphocyte counts greater than 400
cellssrmm?® and viral loads less than 10,000 copies, both in cases of recent infection
and in cases of chronic infection. These findings emphasize the importance of
seeking testing centers at earlier stages, which gives rise to reduced transmission
and better therapeutic results. However, this contrasts with the time at which
individuals present themselves for medical care in the northeastern region, i.e.
generally at a late stage and with advanced immunosuppression (Grangeiro et al.
2011, Melo et al 2008). Failures of post-test guidance regarding the benefits of early
medical follow-up, or difficulties in accessing medical care are important factors in
this disparity between the time of diagnosis at the VCT and the presentation for
medical care previously described in Brazil (Ministério da Saude 2008).

There was no great variation in viral subtypes found, between the recent and
chronic infections, with predominance of subtype B followed by subtype F. Differing
from the southern region, the frequency of subtype C remained low in both groups
(less than 5%). However, it was seen that the frequency of subtype F was very high:
around 32% in cases of recent infection and 42.2% in cases of chronic infection. This
was very high compared with findings in other regions of Brazil, and even in relation
to other states in the northeastern region, thus showing that the circulation of this
subtype in Recife was differentiated.

The main limitation of this study related to the lack of separate analysis on the
pregnant women, in calculating the prevalence of HIV infection. This was because of
the difficulty in obtaining this information from the SIREX database of the VCT.
Another limitation was the small number of samples tested to determine the cases of
recent and chronic infection, thus impeding the calculation of the incidence. However,
this was an analysis on a very populous region, with large numbers of individuals
tested, in an area with a growing epidemic and sparse published data on the topic.
We consider that this study may enrich the discussion on the best strategies for
preventing HIV infection in localities at greater risk and among younger individuals

presenting greater vulnerability.
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Prevalence of HIV-1 at five VCT in the metropolitan region of Recife and samples

tested to detect recent infection, for the period from July 2007 to April 2009.

Number of samples

Prevalence (%)

Number of samples

Tested for - _ Tested Recent
HIV Positive Negative 95% Cl using BED infection
VCT
1.27
OLINDA 9297 119 9178 20 2 (10%)
1.06 —1.53
1.29
CABO 11440 148 11292 64 20 (31.2%)
1.09-1.52
2.2
JABOATAO 11519 256 11263 39 9 (23%)
1.96 -2.51
1.23
PAULISTA 6544 81 6463 32 4 (12.5%)
0.98 -1.54
3.9
RECIFE 7896 312 7584 14 5 (35.7%)
3.53-4.40
1.96
TOTAL 46696 916 45780 169 40 (23.7%)

1.84 -2.09
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TABLE I
Prevalence of HIV-1 at three VCT? located in the metropolitan region of Recife, according to

sex, age group and exposure category, for the period from July 2007 to April 2009.

_ Number of samples HIV-positive samples
Variables p-value
tested Number % 95% CI°
Total 32,256 523 1.62 1.48-1.76 -
Sex
Male 6,718 264 3.93 348-442 <0.001
Female 29,538 259 0.88 0.77-0.99
Exposure category
HTS® 30,156 445 148 134-162 <0.001
MSM? 427 53 12.4 9.43-159
Age group
Under 25 years 16,161 132 0.82 0.68-0.97 <0.001
25 to 40 years 11,877 276 232 2.06-2.61
Over 40 years 4,218 115 2.72 2.26-3.26

a: VCT: Cabo de Santo Agostinho, Olinda and Jaboatdo dos Guararapes.

b: ClI = confidence interval; c: HTS = heterosexual; d: MSM = men who have sex with men
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Population characteristics according to condition of HIV infection.
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Characteristics Recent infection Chronic infection Total o-value
n % n % n %
Total 40 23.7 129 76.3 169 100.0
Age group
Under 25 years 12 30.0 15 11.6 27 16.0 0.011
25 to 40 years 23 57.5 80 62.0 103 60.9
Over 40 years 5 12.5 34 26.4 39 23.1
Sex
Female 16 40.0 60 46.5 76 45.0 0.470
Male 24 60.0 69 53.5 93 55.0
Exposure category
Male
MSM 9 37.5 18 26.1 27 29.0 0.569
Heterosexual 15 62.5 51 73.9 66 71.0
Female
Heterosexual 16 100.0 60 100.0 76 100.0 -
Originating TCC
Cabo 20 50.0 44 34.1 64 37.9 0.114
Jaboatao 9 22.5 30 23.2 39 23.1
Olinda 2 5.0 18 14.0 20 11.8
Paulista 4 10.0 28 21.7 32 18.9
Recife 5 12.5 9 7.0 14 8.3
CD4 (cells/ml)
Median (P2s; P7s) 560 (119; 884) 409 (215; 672) 418 (208; 696) 0.376
Viral load (copies/ml)
Median (Pzs; P7s) 795 8.540 7.491 0.421
(179; 39.174) (208; 39.121) (198; 39147)
HIV subtype
B 15 60.0 44 53.0 59 54.6 0.796
F 8 32.0 35 42.2 43 39.8
C 1 4.0 2 2.4 3 2.8
BF 1 4.0 2 2.4 3 2.8

** Association between recent infection and expestategory, independent of sex



139

References

Agéncia Estadual de Planejamento e Pesquisas de Pernambuco. Desempenho do
produto interno bruto de Pernambuco no 4°. trimestre e no ano de 2010. [cited 2011

Mar 09] Available from: http://www?2.condepefidem.pe.gov.br/web/condepeFidem.

Arruda E, Simdes |, Sucupira MC, Medeiros M, Diaz R, Lima A 2010. Intermediate
prevalence of HIV type 1 Primary antiretroviral resistance in Ceara State, Northeast

Brazil. AIDS Res Hum Retroviruses 26.

Brito AM, Castilho EA, Szwarcwald CL 2000. AIDS e infec¢do pelo HIV no Brasil:
uma epidemia multifacetada. Rev Soc Bras Med Trop 34: 207-217.

Brito AM, Castilho EA, Szwarcwald CL 2005. Regional patterns of the temporal
evolution of the AIDS epidemic in Brazil following the introduction of antiretroviral
therapy. Braz J Infect Dis 9: 9-19.

Barbosa JRA. Desafios para o monitoramento da epidemia de HIV/aids entre os
grupos populacionais sob maior risco no Brasil, PhD Thesis, [thesis on the internet]
Tese Doutorado em Saude Publica, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro 2008;
[cited 2011 Jan 18]. Available from:
http://bvssp.icict.fiocruz.br/pdf/BarbosaJuniorad.pdf.

Bastos FI, Caceres C, Galvao J, Veras MA, Castilho EA 2008. AIDS in Latin America:
assessing the current status of the epidemic and the ongoing response. Int J
Epidemiol 27: 729-737.

Bassicheto K.C.; Bergamaschi DP, Veras MA, Sucupira MCA, Mesquita F, Diaz RS
2009. Estimating HIV-1 incidence using the serological testing algorithm for recent
HIV infection at HIV counseling and testing centers in the city of S&o Paulo, Brazil.
Braz J Infect Dis 13: 9-12



140

Calypte Biomedical Corporation. Calypte® HIV-1 BED Incidence EIA (IgG-Capture
HIV-EIA) Package Insert. Available from:
http://www.calypte.com/products/inserts/bedmsds-In-20500- 02.pdf.

CDC — USA 2007. Using the BED HIV-1 capture EIA assay to estimate incidence
using STARHS in the context of surveillance in the United States. Updated october,
2007. [cited 2010 Dez 10]. Available from:

http://www.cdc.gov/hiv/topics/surveillance/resources/factsheets/pdf/bed.pdf.

De Castro CAV, Grinsztejn B, Veloso VG, Bastos Fl, Pilotto JH, Morgado MG 2010.
Prevalence, estimated HIV-1 incidence and viral diversity among people seeking
voluntary counseling and testing services in Rio de Janeiro, Brazil. BMC Infect Dis
10: 224. doi: 10.1186/1471-2334-10-224.

Ferreira JLP, Thomaz M, Rodrigues R, Harrad D, Oliveira ACM, Oliveira CAF, Batista
JPG, Ito TS, Brigico LFM 2008. Molecular characterisation of newly identified HIV-1
infections in Curitiba, Brazil: preponderance of clade C among males with recent
infections. Mem Inst Oswaldo Cruz 103: 800-808.

Grangeiro A, Escuder MM, Menezes PR, Alencar R, Ayres de Castilho E 2011. Late
entry into HIV care: estimated impact on AIDS mortality rates in Brazil, 2003-2006.
PL0OS One. 6(1): e14585.

Janssen RS, Satten GA, Stramer SL, Rawal BD, O'Brien TR, Weiblen BJ, Hecht FM,
Jack N, cleghorn FR, Kahn JO Chesney MA Busch MP 1998. New testing strategy to
detect early HIV-1 infection for use in incidence estimates. JAMA 280: 42-48.

McDougal JS, Pilcher CD, Parekh BS, Gershy-Damet G, Branson BM, Marsh K,
Wiktor SZ 2005. Surveillance for HIV-1 incidence using tests for recent infection in

resource-constrained countries. AIDS 19: 25-30.

Melo LS, Lacerda HR, Campelo E, Moraes E, Ximenes RA 2008. Survival of AIDS

patients and characteristics of those who died over eight years of highly active



141

antiretroviral therapy, at a referral center in northeast Brazil. Braz J Infect Dis. 12:
269-77.

Ministério da Saude do Brasil. Boletim epidemioldgico de Aids e DST, ano VII, no.1,
Brasilia, 2010 [cited 2011 Jan 10]. Available from:
http://www.aids.gov.br/sites/default/files/publicacao/2010/boletim2010preliminar.

Ministério da Saude do Brasil - Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais.
Contribution of the Test and Cousenlling Centers to Universalize the Diagnosis and

Guarantee the Equality in the Access to the Services. Ministério da Saude 2008

Parekh BS, Kennedy MS, Dobbs T, Pau C, Byers R, Green T, Hu DJ, Vanichseni S,
Young NL, Coopanya K, Mastro TD, Mcdougal JS 2002. Quantitative detection of
increasing HIV type 1 antibodies after seroconversion: A simple assay for detection
recent HIV infection and estimating incidence. AIDS Res Hum Retroviruses 18: 295-
307.

Parekh BS, McDougal S 2005. Application of laboratory methods for estimation of
HIV-1 incidence. Indian J Med Res. 121: 510-518.

Programa Estadual Dst/Aids — Pernambuco 2009. Boletim informativo — DST/AIDS.
Ano IX, n.02.

UNAIDS 2011. UNAIDS report on the global aids epidemic 2010. [cited 2011 Jan 17].

Available from: http://www.unaids.org/globalreport/Globalreport.htm.



142

ANEXOS

ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N. © 134/2007 - CEP/CCS Recife, 11 de junho de 2007

Registro do SISNEP FR — 134429

CAAE - 0120.0.172.000-07

Registro CEP/CCS/UFPE N° 120/07

Titulo: “Resisténcia primaria aos anti-retrovirais e analise filogenética dos subtipos dos
HIV-1 em individuos com HIV/AIDS de Pernambuco ”

Pesquisador Responsavel: Ana Maria Salustiano Cavalcanti

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 06 de
junho de 2007.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatoério anual da
pesquisa.

Atenciosamente

P%eraldo Bosco Lipdoso Couto

Coordenador do CER/ CCS / UFPE

A
Doutoranda Ana Maria Salustiano Cavalcanti
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical — CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepccs@ufpe.br
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ANEXO B — CARTA DE ANUENCIA DO LACEN-PE

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO - SES =
GERENCIA GERAL DE ASSISTENCIA A SAUDE ¥ t
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN L < e
E“ “Dr. Milton Bezerra Sobral” Pecﬁﬁg;"q‘ibuc‘(o
LACEN - SES - PE
CARTA DE ANUENCIA

Recife, 11 de maio de 2007.

Declaro, para os devidos fins, ter lido o projeto de tese de Doutorado da funcionéria desta
Instituicdo, ANA MARIA SALUSTIANO CAVALCANTI, intitulado “RESISTENCIA
PRIMARIA AOS ANTI RETROVIRAIS E ANALISE FILOGENETICA DOS
SUBTIPOS DO HIV-1 EM INDIVIDUOS COM HIV/AIDS DE PERNAMBUCO”,
que devera ser executado no que se refere aos exames laboratoriais nas instalagdes do Setor
de Virologia do LACEN-PE, onde a mesma trabalha. Declaro igualmente, estar de acordo

com as proposi¢des do projeto descritas no projeto original, a mim apresentado.

We /zizé‘aﬁl"é&)sa”_
Gestora da Rede dos Laboratérios Publicos do Estado

D lerezinha de Jesus (. Tabos
GestoradaRede-de Laboralong

Publico Estadual - PE

riat 27




ANEXO C — CARTA DE ANUENCIA DA Coordenacdo Estadual
PERNAMBUCO

| ] Secretaria de Satde de Pernambuco

w‘; Geréncia de Acompanhamento e Politicas de Saude

PeGDVERNDDE Unidade de Atengio a Tuberculose Hanseniase, Hepatites, DST/AIDS
SELRETAS(A na 2 > ? 2 b
o aine Tl mbuco Programa Estadual DST/AIDS

CARTA DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins | ter lido o projeto de tese de doutorado da
funcionaria da Secretaria de Satde do Estado de Pernambuco, lotada no LACEN-
PE, ANA MARIA SALUSTIANO CAVALCANTI intitulado “RESISTENCIA
PRIMARIA AOS ANTI RETROVIRAIS E ANALISE FILOGENETICA DOS
SUBTIPOS DO HIV-1 EM INDIVIDUOS COM HIV/AIDS DE PERNAMBUCO?”,
estando de acordo com as proposi¢des do projeto descrito no projeto original a
mim apresentado , apoiando no que for necessario para a execugao do mesmo,
No que se refere aos procedimentos que serdo realizados nos Centros de
Testagem e Aconselhamento (CTA) do estado de Pernambuco selecionados para

o referido estudo.

DR. FRANCOIS FIGUEIROA

Nome

COORDENADOR DO PROGRAMA DST/AIDS DE PERNAMBUCO

Cargo/funcao

Assinatura

Frangois Figueirda
Matricula 233738-0
Coord. do Programa Estadual DST/AIDS
Séc. de Saude/PE

Carimbo da instituigao

Praga Oswaldo Cruz, s/n — Boa Vista — CEP 50050-210 - Recife/PE
Fone 81 - 3412.6511/6429 Fax 81 - 3412.6344
E- mail: dstaids@saude.pe.gov.br
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ANEXO D — TABELA DE MUTACOES DO IAS- International AIDS Society

Special Contribution — December 2009 Resistance Mutations Update Volume 17 Issue 5 December 2009
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ANEXO D — TABELA DE MUTACOES DO IAS- International AIDS Society

International AIDS Society-USA  Topics in HIV Medicine

MUTATIONS IN THE REVERSE TRANSCRIPTASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO REVERSE TRANSCRIFTASE INHIBITORS -
Nucleoside and Nucleotide Analogue Reverse Transcriptase Inhibitors (nRTIs)?

Multi-nRTI Resistance: 69 Insertion Complext (affects all nRTIs currently approved by the US FDA)
LT

L i Insert R

=
—<
[Pt |

Multi-nRTI Resistance: Thymidine Analogue-Associated Mutations® (TAMs; affect all nRTls currently approved

by the US FDA)
1 DX LT K

Abacavir's

Emtricitahine

Lamivudine

Stavudinedesii

Tenofovir'

Zidovudingdei
L

O

Nonnucleoside Analogue Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs)em
LKk vy ¥ {6 p

Efavirenz

Etraviring®

Nevirapine
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ANEXO E — TABELA DE MUTACOES DA OMS — SDRM — 2009

HIV Surveillance Mutations

Table 4. Protease Inhibitor (PI) Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) List: 40 Mutations at 18 Positions”
Position AA New Lists A (%) AE (%) AG (%) B (%) C (%) D (%) F(%) G(%) NoRx (%) MaxRx (%)
Number of individuals: 1,528 202 1,437 7,439 2,182 515 598 619 15,220 7,886
23 1 J 3 0.1 0.1 0 0 0 0 0 0 0.1 2.1
24 I 5 0 0 0.1 0 0 0 0.2 0 0.2 11
30 N 5 0 o} 0 0 0 0 0 0 0 9.0
32 I 5 0 ¢} 0.1 0 0 0 0 0 0.1 Z3
46 | 5 03 E 0.1 04 0.2 0 0.2 0 0.6 29
L { 5 03 02 03 03 0.1 02 02 05 05 13
47 v 3 4] o] 0 0 0.1 02 0 03 03 6.8
A 5 0 0 0 (4] 0 0 0 0 0 0.5
48 v 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 BT
M { 3 o o 0 0 0 0 0 0 0 23
50 Vv 5 (¢} 0 0 0 0 0 0 0 0 25
L 5 0 0 0 0 0 0 0 (1} (¢} 1.8
53 L 5 0 0.1 0 0 0 0 0 0.2 0.2 78
Y J 4 0.1 0 0.1 0 0 0 (i 0 0.1 06
54 \ 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 43
L 5 0 0 0 (¢} 0 0 0 0 0 4.6
M 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 43
A 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26
B 5 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0.1 1574
S 5 0 0 o 0 0 0 0 0 0 1.7
73 S 5 0 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 13
T 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 43
€ 3 0 0 0 0 o 0 0 0 0 20
A 4 o 0 0 (4] 0 0 0 0 0 0.8
76 v J 5 ] 0 0 0 0.1 0 0 ] 0.1 43
82 A 5 0 0 Q 0 0.1 0 0.2 (4] 02 30
T 5 0 (0] 0 0 0 0 0 4] 0 13
E 5 (1] 0] 0 o 0 0 0 0 0 21
S 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.6
€ J 3 0 0 (i 0 0 0 0 () () 08
M 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25
i J 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 05
83 D J 3 o 0 0.1 0 0.1 0 0 0 0.1 93
84 v 5 0 0.1 0 0 0 (¢} (4] 0 0.1 21
A 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 08
C 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 08
85 Vv J 4 0.1 0 0.1 0.1 0.2 0 0.2 [ 02 6.4
88 D 5 0 0.1 0.1 0.1 0 (4] 0 0.2 0.2 6.4
S 5 0 0 0 0 0 0 0 0 Q 34
90 M 5 0.1 03 0 0.1 0.1 0 0 05 0.5 45
Sum of Prevalences: 1.1 1.5 1.1 1.0 1.0 0.4 1.2 1.2
Abbreviations: Pos — amino acid position; AA — amino acid difference from consensus B; Lists - Number of mutation lists with the mutation; New — mutations not
present on the 2007 SDRM list; No Rx — highest prevalence in untreated persons in any of the 8 listed subtypes; Max Rx — Prevalence of the mutation in the subtype with
the highest prevalence of the mutation provided the mutation is present in viruses from two or more individuals. Underlined bold mutations are those with a
prevalence >0.5% that are nonetheless included because the >0.5% prevalence occurs in only one subtype with fewer than 1000 sequences or in fewer than 1000
sequences available for analysis.
doi:10.1371/journal.pone.0004724.t004

@ PLoS ONE | www.plosone.org 6 March 2009 | Volume 4 | Issue 3 | e4724
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ANEXO E — TABELA DE MUTACOES DA OMS — SDRM — 2009

Table 2. Nucleoside RT Inhibitor Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) List: 34 Mutations at 15 Positions

Position AA  Lists New A (%) AE (%) AG (%) B (%) C (%) D(%) F(%) G(%) :\:a?ﬂx%) Max Rx (%)
Number of individuals: 1,305 770 1,035 5672 2,020 324 265 403 11,586 14,621
41 L 5 0 03 0.1 03 0 2 0 0 12 29
65 R 5 0.1 0 0 0 02 ] 0 0 02 65
67 N 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 44
G 4 0 0 01 02 01 0 0 0 02 16
E 3 J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
69 D 4 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0.1 7.1
ins 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
70 R 5 0 03 0 02 0 0 0 0 03 29
E 5 J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16
74 v 5 0 0 0 0 0 0 0 02 02 75
| 4 { 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33
75 M 4 0 05 0 0 0 0 0 0 05 38
T 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27
A 3 0 0 0 0 01 0 0 0 0.1 08
S 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14
77 L 3 0 03 0 01 0 0 0 0 03 20
15 F 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14
116 Y 3 0 01 a 0 0 0 0 0 01 33
151 M5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 52
184 v 5 02 01 02 02 0.1 06 0 0 06 61
I 5 0 03 0.1 0 0 03 0 0 03 28
210 W5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25
215 Y 5 02 0 0 0 0 0 0 0 02 38
F 5 0.1 0 0 0 0 0 0 0 01 2
[ 3 02 0.1 0 0 0 0 0 0 02 57
S 3 0 0.1 0.1 04 0 0 04 0 04 06
C 3 0 0 0 02 0 0 0 0 02 3.1
D 3 0 0 0 04 0 03 0 0 04 08
v 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.0
E 3 0 0 0 0.1 0 0 0 0 0.1 21
219 Q 5 02 04 04 0 0 0 0 0 04 25
E 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 94
N 4 { 0.1 04 02 0.1 0 0 0 0 04 25
4 02 0 01 0.1 01 0 0 0 01 22
Sum of Prevalences: 1.4 2.9 1.3 2.3 0.6 24 0.4 0.2
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Table 3. Non-Nucleoside RT Inhibitor Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) List: 19 Mutations at 10 Positions

Position AA Lists New A(%) AE(%) AG(%) B(% C(% D% F(%) G (%) :\'«’a:x%) Max Rx {%)
Number of individuals: 1305 770 1,035 5672 2020 324 265 403 11,784 14,621
100 1 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 54
101 E 5 0 0 0 0.2 0 0 0 0 02 64
p 5 J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14
103 N 5 0.1 0 02 03 02 0 0 0 03 40
5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.6
106 M5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
A 5 0 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 11
179 F 5 J 0 D 0 0 0 0 0 0 0 02
181 c 5 0.1 0.1 0.1 0 0.1 0 0 0 0.1 14
e 01 0 0 0 0 0 0 0 01 11
v 5 J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.1
188 L 5 0 03 0 0 0 0 0 0 03 24
H 5 0 0 0 0.1 0 03 0 0 03 06
¢ 5 0 0 01 0 0 0 9 0 01 0.9
190 A 5 0.1 0 0 0 0.1 03 0 0 03 10
g 5 0 0 5 0 0 0 0 0 16
E 4 0 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0.5
225 H o5 0 0 0 0 0 0 0 0 8 76
230 L 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 36
Sum of Prevalences; 0.4 0.4 06 0.7 0.6 0 0

o
i




