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RESUMO

As infecc¢des por HBV e HCV séo prevalentes em todo o mundo, principalmente em
populacdes mais vulneraveis. Os testes rapidos (TRs) séo ferramentas Uteis para
triagem de individuos infectados em comparacao ao teste padrédo, dado a facilidade
de uso, a rapidez, e altas probabilidades de correta classificacdo quando ha
presenca de infecgdo pelo HBV ou HCV. O objetivo foi avaliar a prevaléncia e o
desempenho de testes rapidos para deteccdo de marcadores da infeccdo pelos
virus das hepatites B e C em individuos com maior vulnerabilidade para aquisi¢do
destas infeccdes. O total de 699 amostras de sangue total e soro foram utilizadas,
compostos pelo Grupo | (GI) com 362 individuos HIV-positivo, o Grupo Il (GII) com
286 DRC em hemodidlise e Grupo Il (Glll) com 51 Coagulopatas hereditéario,
coletados de agosto de 2012 a marco de 2015 no Rio de Janeiro-RJ e Fortaleza-
CE. Nestes grupos, mais de 66% eram homens, faixa etaria de 26-35 anos em Gl e
Glll, e 56-65 anos em GII. A maioria dos pacientes tinha mais de 8 anos de
escolaridade, com renda familiar entre 100-400 dolares. A prevaléncia do marcador
HBsAg foi de 3,9%, 7% e 3,9%, o anti-HBc total foi de 28,6%, 55,9% e 31,4% e o
anti-HCV foi 1,3%, 12,6% e 47% para Gl, Gll e Glll, respectivamente. Esses
resultados mostraram alta prevaléncia de infecgéo por HBV e HCV nos Gl e Gl
em relacdo ao Gl e a populacdo em geral. As amostras foram testadas pelos TRs
para HBsAg [Vikia HBsAg (BioMérieux, Franca) e Wama Imuno-Répido HBsAg
(WAMA Diagnoéstica, Brasil)] e anti-HCV [Wama Imuno-Répido anti-HCV (WAMA
Diagnéstica, Brasil), Doles HCV teste rapido (DOLES Reagentes, Brasil) e/ou
Bioeasy HCV Rapid Test (BIOEASY Diagnéstica, Brasil)], os quais tiveram o0s
resultados comparados ao do teste padrdao (ELISA). A analise de desempenho de
testes rapidos para deteccdo do HBsAg (Vikia HBsAg® e Wama Immuno-Rapid
HBsAg®) mostraram altas sensibilidade (>92%) e especificidade (>99%) com soro e
sangue total. No entanto, encontramos uma menor sensibilidade (80%) e
concordancia (72,3%) do TR Wama Imuno-Rapido HBsAg quando as amostras
com HBV DNA detectado foram consideradas como verdadeiro-positivo. Os TRs
para deteccdo de anti-HCV (Wama Immuno-rapid anti-HCV® e Bioeasy HCV Rapid
Test®) revelaram sensibilidades e especificidades acima de 92,0% e valores de
Kappa acima de 89,0%. A carga viral do HIV foi maior entre os resultados
discordantes do TR anti-HCV. Ja a avaliacdo de desempenho dos TRs para
deteccdo de HBsAg (Vikia HBsAg® e Wama Immuno-Rapid HBsAg®) apresentou
sensibilidade e especificidade acima de 85%, com concordancia maior que 90% em
relacdo ao ELISA. Enquanto os TRs anti-HCV (Doles HCV teste rapido® e Wama
Imuno-Rapido anti-HCV®) apresentaram maior sensibilidade e concordancia (>
89%) em relacdo ao ELISA quando utilizaram amostras de soro e sangue total de
individuos com DRC do que dos coagulopatas. Conclui-se que uma alta
prevaléncia de HBV e HCV foi encontrada nesses trés grupos especificos em
comparacao com a populacdo em geral. Os TRs demonstraram bom desempenho
para 0s grupos avaliados, mostrando a utilidade desses ensaios nessas
populacbes, indicando baixa interferéncia dessas condi¢des clinicas no
desempenho desses ensaios.

Palavras-chaves: Hepatite B, Hepatite C, Prevaléncia, Diagnostico, Teste rapido.



ABSTRACT

HBV and HCV infections are prevalent worldwide, especially in the most vulnerable
populations. Rapid tests (RTs) are useful tools for screening infected individuals in
comparison to the standard test, given the ease of use, speed, and high probability
of correct classification when there is presence of HBV or HCV infection. The
objective was to evaluate the prevalence and performance of rapid tests for the
detection of markers of hepatitis B and C virus infection in individuals with higher
vulnerability to the acquisition of these infections. A total of 699 whole blood and
serum samples were used. Group | (Gl) with 362 HIV-positive individuals, Group I
(GIl) with 286 CKD on hemodialysis and Group Il (Glll) with 51 hereditary
Coagulopaths, collected from August 2012 to March 2015 in Rio de Janeiro- RJ and
Fortaleza-CE. In these groups, more than 66% were men, age range of 26-35 years
in Gl and GllI, and 56-65 years in Gll. Most patients had more than 8 years of
schooling, with family income between $ 100-400. The prevalence of the HBsAg
marker was 3.9%, 7% and 3.9%, the total anti-HBc was 28.6%, 55.9% and 31.4%
and the anti-HCV was 1.3 %, 12.6% and 47% for GI, Gll and Glll, respectively.
These results showed a high prevalence of HBV and HCV infection in Gll and Glll
in relation to Gl and the general population. The samples were tested by RTs for
HBsAg [Vikia HBsAg (BioMérieux, France) and Wama Immuno-Rapid HBsAg
(WAMA Diagnostica, Brazil)] and anti-HCV [Wama Immuno-Rapido anti-HCV
(WAMA Diagnostica, Brazil), Doles HCV teste rapido (DOLES Reagentes, Brazil)
and/or Bioeasy HCV Rapid Test (BIOEASY Diagnostica, Brazil), which had the
results compared to the standard ELISA. Performance analysis of rapid tests for
HBsAg detection (Vikia HBsAg® and Wama Immuno-Rapido HBsAg®) showed high
sensitivity (> 92%) and specificity (> 99%) with serum and whole blood. However,
we found a lower sensitivity (80%) and concordance (72.3%) of the Wama RT
Immuno-Répido HBsAg when samples with HBV DNA detected were considered to
be true-positive. RTs for anti-HCV detection (Wama Immuno-rapid anti-HCV® and
Bioeasy HCV Rapid Test®) revealed sensitivities and specificities above 92.0% and
Kappa values above 89.0%. HIV viral load was higher among the discordant results
of anti-HCV RT. On the other hand, the performance evaluation of RTs for detection
of HBsAg (Vikia HBsAg® and Wama Immuno-Rapid HBsAg®) showed sensitivity
and specificity above 85%, with concordance greater than 90% in relation to ELISA.
While anti-HCV RTs (Doles HCV teste rapido and Wama Immuno-Répido anti-HCV)
were more sensitive and concordant (> 89%) than ELISA when using serum and
whole blood samples from individuals with CKD two coagulopaths. It was concluded
that a high prevalence of HBV and HCV was found in these three specific groups
compared to the general population. The RTs demonstrated good performance for
the groups evaluated, showing the usefulness of these tests in these populations,
indicating low interference of these clinical conditions in the performance of these
tests.

Key-Words: Hepatitis B, Hepatitis C, Prevalence, Diagnosis, Rapid Test
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IST — Infec¢bes Sexualmente transmissiveis

LAHEP -- Laboratério de Hepatites Virais

LiPA- do termo em inglés “Line Probe Assay” - Ensaio de sonda de linha

MEIA -- do termo em inglés Microparticle Enzyme Immuno Assay -
Ensaio imunoenziméatico de microparticulas
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ORFs - do termo em inglés Open Reading Frame- Fases abertas de leitura
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PgRNA - RNA pré-genémico

RFLP — do termo em inglés Restriction Fragment Length Polymorphism -
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RIA -- do termo em inglés Radio immunoassay - Radioimunoensaio

RNA -- Acido ribonucleico

RVS — Resposta Viroldgica Sustentada

Sinan -- Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo

TARYV — Terapia Antirretroviral

RTs — Testes Rapidos

UFC — Universidade Federal do Ceara

EUA — Estados Unidos da América
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APRESENTACAO

A presente tese de doutorado originou-se do Doutorado Interinstitucional
(Dinter) em Medicina Tropical, promovido pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz)
em colaboracdo com a Universidade Federal do Ceara (UFC). Esse curso, iniciado
em maio de 2013, foi fruto da parceria entre o Programa de Pés-graduacdo em
Medicina Tropical do IOC e o Programa de Pés-graduacédo em Patologia da UFC, o
qgual contou com apoio e fomento da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (Capes), sob a coordenacdo dos professores Filipe Anibal
(IOC/RJ) e Cristiane Frota (UFC).

Esse programa de cooperagdo visou favorecer atividades de pesquisa de
alta relevancia para a formacéao e posterior nucleacdo de massa critica de docentes
e pesquisadores no Nordeste Brasileiro, ainda carente de programas de pos-
graduacdo com linhas de pesquisa em doencas infecciosas e parasitarias. Por isso,
considerando a expertise do Programa de Medicina Tropical do I0C, a proposta do
Dinter foi na area de concentracdo em doencas infecciosas e parasitarias.

Os projetos de pesquisa desenvolvidos nesse Dinter foram sobre as
teméticas de leishmaniose, micobacteriose, doenca de Chagas, dengue e hepatites
virais. Sendo cada tese orientada por dois pesquisadores, um do IOC/Fiocruz e
outro da UFC. Esse formato possibilitou os intercambios cientifico e técnico entre
as instituicdes parceiras, contribuindo com a qualidade das teses e disseminacao
do conhecimento cientifico e tecnoldgico.

A escolha do tema da presente tese, assim como a definicdo do orientador,
ocorreu durante a disciplina de virologia, ofertada pela professora Livia Melo Villar.
Foi entdo, em conversa com a professora sobre sua linha e projetos de pesquisa,
gue ela me propds desenvolver minha tese sobre hepatites virais, especificamente
sobre a prevaléncia e avaliacdo do desempenho de testes rapidos para deteccao
de marcadores da infecgdo pelos virus das hepatites B (HBV) e C (HCV) em
individuos com maior vulnerabilidade para aquisicdo dessas infec¢bes, como o0s
individuos infectados pelo HIV, doentes renais crénicos e coagulopatas.

Diante desse convite, aceitei rapidamente a sugestdo do tema para a tese,
assim como, ser orientanda da professora Livia. Por entender que, o teste rapido é
uma importante ferramenta de triagem em comparacao ao teste padrdo, dado a

facilidade de uso, a rapidez, e altas probabilidades de correta classificagdo quando
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ha presenca de infeccéo pelo HBV ou HCV. Inclusive, alguns estudos identificaram

bom desempenho dos testes rdpidos para hepatite B e C na populagdo em geral

mas ainda existem poucos dados do desempenho desses testes em alguns grupos
populacionais mais vulneraveis.

Dessa forma, para o desenvolvimento da presente pesquisa, esses trés
grupos populacionais foram incluidos e recrutados em servigcos de saude do estado
do Rio de janeiro e do Ceard, sendo o grupo de pacientes HIV oriundo de
ambulatorios de HIV/Aids da cidade do Rio de Janeiro-RJ e Fortaleza-CE; o grupo
de pacientes doentes renais cronicos (em tratamento de hemodialise) oriundos de
trés clinicas privadas de didlise, que atendem pacientes do sistema publico e
privado de saude, localizadas nas cidades do Rio de Janeiro-RJ, Queimados-RJ e
Fortaleza-CE; o grupo de pacientes portadores de coagulopatia hereditaria
(hemofilia ou doenca de Von Willebrand) foram oriundos do Centro de Hematologia
e Hemoterapia do Ceara, localizado em Fortaleza-CE.

Como fruto dessa pesquisa, foi produzido e publicado trés artigos originais
em revistas cientificas internacionais, conforme referéncias listadas abaixo:

e Barbosa JR et al. Cross sectional study to determine the prevalence of hepatitis
B and C virus infection in high risk groups in northweast region of Brazil. Int J
Environ Res Public Health. 2017; 14(7):793.

e Barbosa JR et al. Performance of rapid tests for detection of hepatitis B and C
markers among HIV infected patients. J Virol Methods. 2017; 248:244-249.

e Barbosa JR et al. Performance of point of care assays for hepatitis B and C
viruses in chronic Kidney Disease patients. J Clin Pathol. 2018; 0:1-6.
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1 INTRODUCAO

Hepatite € a definicdo usada para qualquer inflamacao do figado, que pode
ser causada por diferentes agentes, tais como medicamentos, doencas
autoimunes, metabdlicas e genéticas, alcool, substancias toxicas e virus (WHO,
2016). As hepatites virais podem ser causadas por cinco agentes etioldgicos: Virus
da Hepatite A (HAV), Virus da Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C (HCV), Virus
da Hepatite D ou Delta (HDV) e Virus da Hepatite E (HEV) (Howard & Melnick,
1993).

As hepatites virais sdo divididas em dois grupos, conforme seu modo de
transmissao, sendo o HAV e HEV de transmissao entérica, que ndo evoluem para
cronicidade, e as hepatites B, C e D de transmissdo parenteral, que tém a
capacidade de evoluir para doenca cronica, podendo levar ao desenvolvimento de
cirrose (formagéo excessiva de tecido conjuntivo seguido de endurecimento e
contracdo) e hepatocarcinoma (tumor maligno constituido de células epiteliais do
figado) (Howard & Melnick, 1993).

As hepatites B e C sdo responsaveis por 96% de todas as mortes causadas
por hepatites virais. Sdo doencas silenciosas que nem sempre apresentam
sintomas, mas quando aparecem, seja em sua fase aguda ou crbnica, podem
provocar casos graves da doenca. Por isso, é importante 0 acesso a testes
diagnésticos e tratamento precoce, a fim de evitar a progressao da doenca para
casos crbnicos e danos mais graves ao figado, como cirrose e cancer (WHO,
2017d).

As hepatites B e C representam grande desafio de saude publica que requer
uma resposta urgente. Apesar de existir medicamentos e/ou vacina disponivel,
cerca de 325 milhdes de pessoas em todo 0 mundo estdo vivendo com a infeccéo
pelo HBV ou HCV (WHO, 2017d).

Alguns grupos populacionais séo considerados em situacdes de maior
vulnerabilidade a infecgédo pelo HBV e HCV, tais como: gestantes; trabalhadores da
saude; portadores de IST; homossexuais; comunicantes sexuais de portadores de
hepatite B; coletadores de lixo; pessoas reclusas; populagdes indigenas;
manicures/pedicures; potenciais receptores de multiplas transfusdes de sangue ou
politransfundidos; profissionais do sexo; usuario de drogas injetaveis, inalada e
pipadas e caminhoneiros (Brasil, 2010; Brasil, 2016).
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1.1 HEPATITE B

1.1.1 Histo6rico

Os virus causadores das hepatites foram descobertos somente no século
XX, mas o conhecimento da existéncia dessa enfermidade é mais antigo, pois
relatos da existéncia de ictericia, principal manifestacao clinica das hepatites, séo
historicamente encontrados na literatura desde 300 a 400 anos antes de Cristo,
que desde entdo ja suspeitavam que a ictericia fosse provavelmente de origem
infecciosa e o problema poderia estar no figado (Hollinger, 1994; Fonseca, 2010).

Existem relatos de ocorréncia de surtos de ictericia em varias regides do
mundo, principalmente nas regides de guerra como foi no caso da guerra da
Sucessao Austriaca (1743), de Napoledo no Egito (1798), Franco-Prussiana
(1870), Secessado Americana (1861-1865) e primeira Guerra Mundial (1917-1919).
Além disso, em 1885 na Alemanha dois surtos de ictericia foram relatados e
relacionados a vacinacdo contra variola, quando pela primeira vez a existéncia de
uma forma de hepatite de transmisséo parenteral foi relatada. Varios outros casos
de surtos também foram referidos em outros paises (Fonseca, 2010; Gerlich,
2013).

Apesar dos pesquisadores suspeitarem na época que 0s surtos de ictericia
fossem causados por virus, a incapacidade de isolar 0 agente prejudicava o avanco
das pesquisas (MacCallum e Bauer, 1944). MacCallum em 1947 definiu o termo
hepatite B para este agente etiolégico causador de ictericia (MacCallum, 1947). A
partir de entdo, as denominacgdes hepatite A, para se referir & hepatite infecciosa, e
hepatite B, para se referir a hepatite por soro, comecaram a ser utilizadas (Block et
al., 2016).

Apesar da via de transmissdo da hepatite B ter sido descoberta, a doenca
continuou sendo transmitida por doa¢fes de sangue devido a auséncia de exames
para testagem das amostras doadas (Lok, 2016). Foi entdo, que Blumberg e
colaboradores em 1965, descobriram um novo antigeno no soro de um aborigene
australiano e o nomearam como antigeno Australia (Au). Posteriormente
demonstraram auséncia do antigeno na populacdo saudavel dos Estados Unidos
da América (EUA), mas alta frequéncia em pacientes com leucemia, levantando a

hipotese desse antigeno ser um marcador dessa doenca (Blumberg et al., 1965).



Um longo caminho foi percorrido até que o antigeno Australia pudesse ser
associado a hepatite B (Lok, 2016). Em 1970, Dane e colaboradores, visualizaram
pela primeira vez a particula viral integra do HBV em soros positivos para o Au,
com o auxilio da microscopia eletrbnica. Diante disso, esses pesquisadores
sugeriram que os antigenos do HBV se agrupavam formando particulas infecciosas
e nao infecciosas (Dane et al., 1970). O conhecimento da particula viral permitiu
que o antigeno Australia fosse identificado como o antigeno de superficie do HBV
(HBsAg) (Block et al., 2016). Posteriormente, apds degradacdo da particula de
Dane com detergentes, foi encontrado um componente interno, o antigeno do Core
ou HBCAg, que reagia com anticorpos especificos (Almeida et al., 1971). Em 1972,
um novo antigeno associado a hepatite B foi descrito e nomeado antigeno “e” do
HBV (HBeAg) (Lok, 2016).

Portanto, a partir da descoberta do antigeno Australia, rapidos avancos no
estudo da hepatite B foram possiveis. Principalmente no que se refere a producéo
de testes de diagndsticos, que tornaram as transfusdes sanguineas mais seguras e
permitiram conhecer a extensédo da infec¢do pelo HBV no mundo (Gerlich, 2013;
Block et al., 2016).

1.1.2 Estrutura e Genoma Viral

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae, que tem dois géneros:
Avihepadnavirus que infectam aves; e Orthohepadnavirus que infectam os
mamiferos (Littlejohn et al., 2016; ICTV, 2017).

O HBV possui tropismo pelas células hepaticas, o virus é envelopado, mede
aproximadamente 42 nm de didmetro e o genoma é constituido de uma molécula
de &cido desoxirribonucleico (DNA) de fita parcialmente dupla, com cerca de 3200
pares de base (pb) (Gerlich et al., 2013).

O HBV possui um dos menores genomas entre os virus que infectam o
homem. Seu genoma viral possui quatro fases/regides abertas de leitura (Open
Reading Frame- ORFs), responsaveis pela codificacdo e sintese das proteinas do
envelope (pré-S e S), do core (pré-core e core), da polimerase (P) e da proteina
regulatoria X. A traducdo do produto da ORF que codifica a proteina de envelope
pode produzir as trés formas dessa proteina (pré-S1, pré-S2 e S). Essas trés
formas da proteina de envelope dao origem ao antigeno “s” do HBV (HBsAg). A
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ORF da proteina de capsideo pode ser traduzida tanto na regido Pré-Core (PréC)
quanto na regido do capsideo (ou core), que sintetizam duas proteinas: o0 HBCAg
que é uma proteina estrutural do capsideo e o HBeAg que é um antigeno soluvel
nao estrutural associado a infecciosidade (Figura 1). Esses antigenos induzem a
producdo de anticorpos, anti-HBc e anti-HBe, que podem ser detectados no soro
de individuos infectados (Kao, 2011; Busch & Thimme, 2014; Caligiuri et al., 2016).

A fita mais longa € complementar ao RNA mensageiro e por convencgao
possui polaridade negativa. A fita menor € denominada de positiva e possui uma
regido de fita simples, a posicdo da extremidade 5’ terminal é fixa enquanto a
porcdo 3’ terminal tem tamanho variavel, ou seja, o comprimento da fita positiva é
variado, correspondendo entre 50 a 90% do comprimento da fita complementar.
Observa-se uma pequena sequéncia de 11 nucleotideos proxima as extremidades
5’ de ambas as fitas, que sao diretamente repetidas e por isso chamadas de Direct
Repeats (DR1 e DR2), importantes para a iniciacdo da replicacao viral (Figura 1)
(Kao, 2011; Zhang & Cao, 2011; Tong &Revill, 2016).

O gene P é o maior gene do HBV e codifica a enzima com atividade de DNA
polimerase, transcriptase reversa, e ribonuclease que esta envolvida na sintese de
DNA. O gene X codifica 0 HBxXAg que estimula a transcricdo e replicagdo viral,
além de mostrar-se eficiente em ativar as respostas imunes celular e humoral. O
HBxAg também esta relacionado com a regulacdo do ciclo celular, ativacado das
vias de sinalizacdo, modulacdo da apoptose viral e inibicdo do reparo do DNA

(Zhang & Cao, 2011; Kim et al., 2016).

Promoter | 2219-2780 o
Promoter 1 2809-3152

Genotype B/C
3215 bp
(+)strand

_—~BCP 1742-1849
~~________—  Enhancer| 1070-1234
"»3.5kb Enhancer Il 1685-1773

Figura 1: Representacédo da estrutura do genoma do HBV
(Fonte: Zhang & Cao, 2011)
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O antigeno de superficie do HBV (HBsAg) apresenta alta variabilidade,
possibilitando a classificagdo das variantes antigénicas do HBV em nove subtipos
diferentes: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg- e adrg+. As bases
gendmicas dos determinantes antigénicos do HBsAg foram elucidados pelo
sequenciamento do gene S (Albuquerque et al., 2016; Tong & Reuvill, 2016).

Posteriormente as variantes do HBV foram classificadas em dez gendtipos,
denominados em ordem alfabética (A-J), que diferem na sequéncia nucleotidica do
genoma completo. Enquanto os subgenotipos sdo descritos pela nomenclatura
numeérica (1, 2, 3, 4 e 5) (Lin & Kao, 2011; Tong & Revill, 2016).

Durante a multiplicag&o viral, 0 HBV apresenta um mecanismo que permite a
producao de trés tipos de particulas virais: completas, esféricas e tubulares (Gerlich
et al., 2013; Hu & Liu, 2017).

As particulas completas sao infecciosas e conhecidas como particulas de
Dane (Figura 2). As particulas esféricas e tubulares s@o consideradas néo-
infecciosas ou incompletas porque ndo possuem o0 nucleocapsideo, 0 genoma e a
polimerase viral, sendo formadas apenas pelo envelope viral associado a
glicoproteina de superficie (HBsAg), medem cerca de 22nm de didmetro e
possuem comprimento variavel. Essas particulas ndo infecciosas sdo produzidas
em grande quantidade e podem ser facilmente identificadas no sangue de
individuos infectados pelo HBV. Por isso, o antigeno HBsAg circulante € o primeiro
marcador utilizado para detectar a infeccdo. Além disso, essas particulas séo
imunogénicas e auxiliam nas estratégias de escape do virus ao sistema
imunoldgico do hospedeiro (figura 3) (Gerlich et al., 2013; Busch & Thimme, 2014;
Hu & Liu, 2017).

A particula de Dane é composta também por um envelope lipoprotéico
externo que engloba um nucleocapsideo icosaédrico, formado pelo antigeno do

core (HBcAQ), que contém o genoma de DNA e a polimerase viral (Hu & Liu, 2017).
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Figura 2: Estrutura completa do virus da Hepatite B
(Fonte: Adaptado de Perkins JA, 2002)
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Figura 3: Particulas completas e incompletas do HBV
(Fonte: Adaptado de Gerlich et al 2013)

Os resultados clinicos das infec¢des crbnicas pelo HBV sdo variaveis, e
fatores relacionados ao virus podem apresentar relacédo direta com a progressao
da doenca, tais como, fatores do hospedeiro, genétipo do HBV, mutacdes virais
especificas, carga viral e niveis quantitativos de HBsAg sao importantes na sua
predicdo, como também na resposta ao tratamento (Shi et al., 2013; Sunbul, 2014)

Estudos tém investigado a relacdo das caracteristicas genéticas do virus
com os mecanismos de escape da resposta imune do hospedeiro. Assim como
desenvolvimento de hepatite oculta, evolucdo da doenca para carcinoma
hepatocelular e resposta a terapia antiviral. Apontando os gendtipos B e C e o
subgenotipo A1 como associados ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
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(Sunbul, 2014). Assim como, estudos que encontraram associacdo do genaotipo A e
C com uma progressao mais rapida da infeccdo aguda para a infec¢do crbnica por
HBV e relacionou o gendtipo C ao nivel sérico de HBV DNA mais elevado, maior
prevaléncia de mutacdes nas regides promotoras do nudcleo e a seroconversao
tardia de HBeAg (Sunbul, 2014; Tong & Reuvill, 2016).

1.1.3 Replicagéao viral

A interacdo do HBV com a célula hospedeira € mediada por receptores
presentes no envelope viral e nos hepatdcitos. Essa associacdo desencadeia uma
interacdo entre a membrana plasmética celular e o envelope viral que resulta na
entrada do nucleocapsideo do virus no citoplasma da célula. No processo de
adsorcdo, o virus perde seu envelope e, had exposicdo do nucleocapsideo que
contém uma fita de DNA dupla parcial circular relaxada (rcDNA), o nucleocapsideo
é transportado ao nucleo celular (Busch & Thimme, 2014; Tong e Revill, 2016).

No nucleo dos hepatécitos, o DNA genémico é “reparado” para formar a fita
de DNA integralmente dupla e convalentemente fechada circular (cccDNA), no qual
o rcDNA é liberado e convertido em uma forma de cccDNA (Nassal, 2015). O
cccDNA, que forma um minicromossoma com alta estabilidade é o modelo para a
transcricdo de RNAs mensageiros (RNAm) virais utilizando a RNA polimerase
dependente do DNA do hospedeiro para desencadear a expressao da proteina viral
e a replicacdo do genoma. (Busch & Thimme, 2014 Nassal, 2015).

O cccDNA é transcrito em dois moldes distintos de RNA. i) um mais curto,
onde o transcrito de RNA mensageiro (MRNA) pré-S/S menor é traduzido em
proteinas de superficie do virus (L, M e S) e na proteina X; ii) outro mais comprido,
RNA pré-gendmico (pgRNA) é traduzido nas proteinas HBeAg, HBCAg e a
polimerase viral e sofre transcricdo reversa para gerar novas fitas de DNA
gendmico (Schaefer & Dienstag, 2012; Nassal, 2015).

O pgRNA serve como molde para replicacdo viral. A replicagdo € iniciada
com a ligacado da polimerase viral a este RNApg para producéo da fita de DNA
negativa. A medida que este DNA esta sendo formado, o dominio RNaseH da
polimerase degrada a fita molde de RNA (pgRNA). Em seguida, procede-se a

formacao da fita positiva do genoma (Tong e Reuvill, 2016).



Os nucleocapsideos podem ir para o nucleo celular para desmonte e
liberacdo do genoma viral (alimentando a presenca de cccDNA intranuclear e

reiniciando o ciclo), ou se encaminhar ao reticulo endoplasmatico celular para

serem envelopados (com as proteinas de superficie do virus) e liberados por
exocitose (Busch e Thimme, 2014; Tong e Revill, 2016). (Busch & Thimme, 2014;
Tong e Reuvill, 2016).
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Figura 4: Ciclo de replicacado do Virus da Hepatite B
NTCP: receptor para entrada do virus na célula (Sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptide);
cccDNA: DNA covalentemente fechado; mRNA: RNA mensageiro; pgRNA: RNA pré-genémico
(adaptado de Tong e Reuvill, 2016).

1.1.4 Formas de Transmissao

O HBV é altamente infeccioso, sendo facilmente transmitido pelo contato
com liquidos corporais infectados. Esse virus estd presente principalmente no
sangue, saliva, sémen, secrecdes vaginais, sangue menstrual e, em menor
quantidade, no suor, leite materno, urina e lagrima de individuos infectados. A
transmissdo do HBV pode acontecer por diferentes vias, tais como: parenteral,
sexual e vertical (mée para o filho) (Alter, 2003; Trépo et al., 2014).

A transmissao parenteral do HBV pode ocorrer por meio de agulhas,
seringas, ou instrumentos contaminados, alicates de unha, agulhas para tatuagem,

piercing e acupuntura, abuso de drogas por via intravenosa, e também durante



hemodialise ou através de transfusao de sangue e hemoderivado, além de acidente
ocupacional com perfurocortante (Lavanchy, 2004; You et al., 2014).

A transmissdo sexual do HBV, que é atualmente considerada a principal
forma de contaminacado, pode ocorrer através do contato com sémen e secrecdes
vaginais contaminadas, sendo que alguns comportamentos podem aumentar o
risco de contagio, como: relacdes sexuais desprotegidas, multiplos parceiros, o tipo
de pratica sexual e a presenca de outras Infeccbes Sexualmente transmissiveis
(IST) (Lavanchy, 2004; Gorgos, 2013).

A transmissao vertical do HBV, da mée infectada para o filho, pode
acontecer dentro do Utero, antes e apds o parto. No entanto, a probabilidade de
transmissdo vertical € maior quando a mée é infectada pelo HBV no ultimo
trimestre de gestacdo em comparacdo com infeccdo no primeiro semestre da
gravidez, ou caso a mae seja portadora cronica do HBV (Gentile et al., 2014;
Mavilia & Wu, 2017). No Brasil, apesar da introducdo da vacina e dos esforcos
progressivos em prevencao contra a hepatite B, a transmisséo vertical ainda € uma
realidade. Do total de casos notificados no pais de 1999 a 2015, 23563 casos
(11,1%) ocorreram em gestantes. Destes, a regido Sul foi responsavel por 33,7%;
Sudeste por 26,1%; Norte por 16,0%; Centro-Oeste por 14,2% e Nordeste por 9,8%
(Brasil, 2017a). A taxa de transmisséao vertical foi estimada em 3,2% (Conceicéo et
al., 2009;Kupek & Oliveira, 2011).

1.1.5 Epidemiologia

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 2 bilhdes de individuos no
mundo j& tiveram contato com o virus da hepatite B (HBV), cerca de 257 milhdes
de pessoas estdo cronicamente infectadas com esse virus e 887 mil pessoas
morreram em 2015 devido a complicacdes da doenca, principalmente cirrose e
carcinoma hepatocelular (WHO, 2017a).

A hepatite B esta presente em todo o mundo, sua distribuicdo pode variar
amplamente entre as regides geograficas, conforme a prevaléncia local, as vias de
transmissdo e 0s genotipos. Sendo o0s paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, geralmente, os de maior incidéncia. A classificacdo das areas
geograficas quanto a endemicidade do HBV ocorre pela prevaléncia de HBsAg, da
seguinte forma: alta endemicidade quando mais de 8% da populagdo sdo HBsSAg
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positivos, intermediaria quando de 2-7% da populacdo apresenta o marcador
HBsAg e baixa endemicidade quando menos que 2% da populagcdo apresenta a
infeccdo (Gadano et al., 2011; Trépo et al., 2014).

Globalmente, as areas com maior prevaléncia de HBV incluem a regiao
africana e do oeste pacifico com 6,1% e 6,2% de prevaléncia, respectivamente.
Nas regifes do leste mediterraneo, sudeste asiatico e europa, as prevaléncias de
HBsAg sao de 3.3%, 2.0% and 1.6%, respectivamente e 0.7% da regido das
Américas esta infectada (WHO, 2017c). Na América Latina, a maioria dos paises
tem baixa endemicidade do HBV. Entretanto, existem regiées de endemicidade
intermediaria e alta como a bacia amazonica, parte do noroeste argentino e paises
como o Haiti e a Republica Dominicana (Figura 5) (Gadano et al., 2011; Trépo et
al., 2014).

Em relacdo a distribuicdo global dos genoétipos, observamos que 0s
gendtipos A e D sdo mais amplamente distribuidos pelo mundo. O gendétipo A é
predominante na Africa e no norte da Europa e norte da América. Enquanto os
gendtipos B e C sdo mais prevalentes no Sudeste da Asia. O genétipo D na Europa
Central e mediterranea, Norte da Africa, Oriente Médio e india. O gendtipo E é
restrito as regides oeste e central da Africa. O genétipo F é encontrado no Alasca e
Américas Central e do Sul. A distribuicdo geogréfica do genétipo G é pouco
conhecida, mas ja foi encontrado em diferentes locais e parece ser ubiquo. O
gendtipo H é encontrado na América Central e Sul dos Estados Unidos. Os
gendtipos | e J sdo os mais recentes, foram isolados no Vietnd e Japéo,
respectivamente (Figura 5) (Lin & Kao, 2011; Sunbul, 2014; Trépo et al., 2014).
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Figura 5: Taxa de infeccdo cronica pelo virus da hepatite B e distribuicao

geogréfica dos principais gendétipos do virus no mundo
(Fonte: Adaptado de Trépo et al., 2014)

No Brasil, também observamos diferentes valores de prevaléncia de hepatite
B. A Amazbnia tem alta endemicidade no pais, particularmente no Acre, sul da
Amazobnia, bem como Rondénia, Para e Noroeste de Mato Grosso (Souto, 2016).
Enquanto as demais regifes do pais sdo classificadas como de baixa
endemicidade, nas quais a prevaléncia do HBsAg foi 0,19% para o Nordeste,
0,47% para o Centro-Oeste e 0,60% para o Distrito Federal (Pereira et al., 2009).

Considerando-se que, no Brasil, a hepatite B é uma doenca de notificacao
compulsoria, dados mais recentes, do Boletim Epidemiolégico de Hepatites Virais
(Brasil, 2017a) que considerou os casos notificados no Sistema de Informagéo de
Agravo de Notificacdo (Sinan), apresentam 212.031 casos de hepatite B notificados
de 1999 até 2016, onde a maioria das notificacdes ocorreu nas regifes Sudeste
(35,4%) seguido pelas regibes Sul (31,6%), Norte (14,2%), Nordeste (9,4%) e
Centro-Oeste (9,3%) (Brasil, 2017a).

O cenario nacional vem se modificando a partir da década de 90,
principalmente apds a implementagdo da vacinagdo universal contra hepatite B
para menores de um ano de idade e, posteriormente, estando disponivel para toda
a populacdo, indicando mudancas na endemicidade da infeccdo pelo HBV.

Entretanto, em algumas regides do pais a prevaléncia da doenca continua
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aumentando, normalmente entre grupos populacionais especificos, como o0s
individuos de maior vulnerabilidade a infeccdo pelo HBV (Souto 1999; Viana 2005;
Lindenberg et al. 2013; Zatti et al, 2013; Souto, 2016).

No que diz respeito aos estados do Ceara e do Rio de Janeiro, dados do
boletim epidemiolégico (Brasil, 2017a) informam um total de 2511 e 9890 casos
confirmados de hepatite B no Ceara e Rio de Janeiro, respectivamente, de 1999 a
2016. Os casos confirmados no Cearé correspondem a 12,6% do nimero de casos
total da regido nordeste, enquanto os casos confirmados no Rio de Janeiro
perfazem 13,2% do numero de casos total da regido nordeste. A taxa de deteccéo
de casos confirmados de hepatite B, por 100.000 habitantes, no ano de 2016, foi de
1,6 no Ceara e 3,1 no Rio de Janeiro. No ano de 2000 a 2015, foram notificados
126 e 627 Obitos por hepatite B como causa basica nos estados do Ceara e Rio de
Janeiro, respectivamente (Brasil, 2017a). Estudo realizado por Villar e
colaboradores (2014) para avaliar a prevaléncia da hepatite B entre criancas e
adolescentes do Rio de Janeiro detectou o HBV em 1,8% dos individuos testados.
Por outro lado, estudo realizado entre frequentadores de universidades da cidade
do Rio de Janeiro detectou presenca do HBsAg em apenas 0,136% dos individuos
testados (Pinto et al., 2015), o que denota prevaléncia variavel do HBV entre
diferentes grupos. No Ceara, estudo de Tavora et al. (2013) relatou prevaléncia do
HBV igual a 3,7% entre individuos portadores do HIV.

Estudo realizado com doadores de sangue na regido Centro-Oeste indica
diminuicdo na prevaléncia de HBsAg de 2001 (9,42%) para 2010 (3,04%).
Provavelmente devido a melhoria no recrutamento de doadores, técnicas
diagnosticas mais acuradas, profilaxia pds-exposicdo, terapia antiviral e impacto
positivo do programa de vacinacdo, provocando uma queda da prevaléncia dessa
infeccdo na populacdo em geral (Lindenberg et al. 2013; Souto, 2016). Souto e
colaboradores (2016) também relataram reducdo de prevaléncia do HBV com taxa
de prevaléncia abaixo de 1% no Brasil nos ultimos anos.

No Brasil, foram identificados sete gendtipos de HBV circulantes, sendo em
geral, o gendtipo A (58,7%) o mais prevalente, seguido pelo genotipo D (23,4%) e F
(11,3%), os quais apresentaram diferentes frequéncias nas cinco regides do pais.
Além desses, os gendtipos E, G, C e B também foram identificados, mas em
proporcdes bem menores (Lampe et al., 2017).
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O gendtipo A foi predominante nas regides Norte (71,6%) e Nordeste
(65,0%). Enquanto na Regido Sul, o gendtipo D estava presente em 78,9% das
amostras analisadas e o gendtipo F foi o segundo mais prevalente na regido
Nordeste (23,5%). Ja nos Estados do Ceara e do Rio de Janeiro, predominou 0s
genadtipos F (53%) e A (79%), respectivamente (Figura 6) (Mello et al., 2007,
Lampe et al., 2017).

B|A
@o
[ N3
B Misto
O outros

Figura 6: Distribuicdo dos genétipos do HBV nas regides brasileiras
(Fonte: Adaptado de Lampe et al., 2017)

1.1.6 Aspectos clinicos

A infectividade do HBV é de 50 a 100 vezes maior do que a do HIV-1, e a
susceptibilidade a infeccéo € universal, sendo que, a imunidade para a hepatite B
pode ocorrer por meio de infec¢do passada ou vacinacgéo (Tauil et al., 2012).

A Hepatite B apresenta um amplo espectro clinico, variando desde formas
assintomaticas, anictéricas e ictéricas tipicas, até a insuficiéncia hepatica aguda
grave (fulminante). A doenca varia conforme fatores relacionados ao hospedeiro,
como idade na infec¢do aguda, sexo e sistema imunologico, fatores do virus, como
genotipo, subtipo e mutacdo do HBV, e fatores das diferentes regides do mundo
(Lampertico et al., 2015). Além disso, a hepatite B pode se apresentar de forma

aguda, crbnica ou oculta (Burns e Thompson, 2014).
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A infeccdo aguda pelo HBV pode se apresentar na forma assintomatica, na
forma ictérica ou como hepatite fulminante. Os sintomas observados no inicio da
infeccdo aguda, quando presentes, sdo inespecificos, caracterizados por febre, dor
de cabeca, artralgias, fadiga, nausea, vomitos, anorexia e dores abdominais no
quadrante superior direito. Essa fase da doenca costuma durar de trés a dez dias,
antecedendo a ictericia (You et al., 2014; Burns e Thompson, 2014; Busch e
Thimme, 2014).

O HBV possui um periodo de incubacédo prolongado, de 45 a 180 dias
(média de 60-90 dias). Na maioria dos casos, a infec¢cdo pelo HBV pode passar
despercebida uma vez que a doenca clinica (ictericia) s6 ocorre em 10% dos casos
em menores de cinco anos e de 30-50% em maiores de cinco anos. Mesmo
naqueles em que ha manifestacdo clinica, cerca de 30% s&o de quadros brandos
ou transitorios. A infeccédo pelo HBV na fase adulta esta usualmente associada com
hepatite sintomética e evolui para a cura em 90% a 95% dos casos, exceto em
imunodeprimidos. No entanto, alguns fatores tais como: idade do paciente, via de
transmissao, porta de entrada e resposta imune do hospedeiro podem interferir no
curso da infeccdo. Além de coinfeccdo com outros virus hepatotrépicos ou com
doencas hepaticas subjacentes, que podem contribuir para um quadro mais grave
da doenca (Juszczyk, 2000; You et al., 2014; Singh et al., 2017).

A taxa de evolucéo para doenca crénica na hepatite B pode chegar a 90%
em menores de cinco anos quando a transmissdo ocorre durante a gestacao, o
parto ou a amamentacdo. Enquanto para os maiores de 5 anos de idade, 5% a
10% evoluem para cronicidade (Gish et al., 2015).

A infeccdo crbnica pelo HBV é caracterizada pela presenca do antigeno
HBsAgQ no soro por mais de seis meses. Esse estagio da doenca pode resultar em
um estado de portador assintomatico ou oligossintomatico e, na maioria das vezes,
nao ha quadros de ictericia e a doenga seguira assintomatica por muitos anos, com
evolucdo continua da inflamacao e necrose dos hepatécitos, usualmente progridem
para cirrose hepatica, hipertensdo portal, com edema, circulagédo colateral, ascite e
encefalopatia, chegando até a faléncia hepatica. A inflamacédo pode apresentar
intensidade variavel, onde os titulos do HBVY DNA mantido persistentemente ao
longo do tempo representa o principal risco de progressao para cirrose e carcinoma
hepatocelular (Fonseca, 2007; Dienstag, 2008; Gish et al 2015).
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A hepatite B crbénica € um processo dinamico que reflete a interacéo entre a
replicacdo do HBV e a resposta imune do hospedeiro (Busch e Thimme, 2014).
Para facilitar a compreensdo de cada etapa da doenca, a hepatite B crbnica
costuma ser classificada em cinco fases: 12 fase: Imunotolerancia: caracterizada
pela positividade do AgHBe, pelos altos niveis de replicacdo do HBV, com ligeira
ou nenhuma necroinflamacdo hepatica; 22 fase: Resposta imunolégica AgHBe-
positiva: caracterizada pela positividade do AgHBe, relativamente menor nivel de
replicacdo em comparacdo com a fase da tolerancia imunologica, com
necroinflamacgéo hepatica moderada ou grave, e progressdo mais rapida de fibrose
em relagcdo a fase anterior; 32 fase: Estado de portador inativo do VHB: pode seguir
a seroconversao do AgHBe para o anticorpo anti-HBe sendo caracterizado pelos
niveis séricos de HBV DNA indetetaveis ou muito baixos; 42 fase: AgHBe-negativa:
pode seguir a seroconversdo do AgHBe para os anticorpos anti-HBe durante a fase
da resposta imune ou pode desenvolver-se apos anos ou décadas do estado do
portador inativa; 52 fase: HBsAg-negativa: caracterizada por HBsAg sérico negativo
e anticorpos positivos para HBcAg (anti-HBc), com ou sem anticorpos detectaveis
para HBsAg (anti-HBs). Esta fase também € conhecida como "infeccdo oculta pelo
HBV" (Gerlich et al., 2010; Gonzalez et al., 2014; Lok, 2016; EASL, 2017a).

1.1.7 Diagnéstico

z

O diagnéstico da hepatite B € baseado na deteccdo dos marcadores
sorolégicos do virus presentes no sangue, soro, plasma ou fluido oral da pessoa
infectada, por meio de imunoensaios (Hoofnagle & Di Bisceglie, 1991; Brasil,
2015a). Além destes, os testes moleculares oferecem uma alternativa para a
deteccdo mais precoce da infeccdo pelo HBV e também servem para a
confirmacédo de casos de hepatite B oculta, empregando técnicas de biologia
molecular para deteccdo do acido nucleico viral (Caliendo et al., 2011; Brasil,
2015a; Villar et al., 2015a).

Os quadros clinicos agudos das hepatites virais sdo muito diversificados,
variando desde formas assintomaticas até formas de insuficiéncia hepatica aguda
grave. Ja o quadro clinico crénico, na maioria dos casos, € assintomatico e as

manifestacbes clinicas aparecem apenas em fases adiantadas de acometimento
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hepatico. Sendo o diagnodstico da hepatite B realizado, na maioria das vezes,
durante a fase cronica da doenca (Brasil, 2015a).

Para auxiliar no diagnéstico da hepatite B também é utilizado exames
inespecificos, com base nos parametros bioquimicos da funcao hepatica, a fim de
avaliar os niveis séricos das aminotransferases, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), que sdo marcadores sensiveis para detec¢ao de
lesédo do parénquima hepético (Brasil, 2017b).

Na forma aguda da hepatite B, essas enzimas podem atingir valores até 25
a 100 vezes acima do normal. Enquanto na fase cronica, néo ultrapassam 15 vezes
o valor normal, na maioria das vezes. Ja em individuos assintomaticos, é um
importante parametro sugestivo de doenca hepatica (Brasil, 2017b).

Outros parametros bioquimicos também podem subsidiar a avaliacdo da
funcdo hepatica, como: dosagem de bilirrubinas (diretas e indiretas), proteinas
séricas, fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase (GGT), atividade de
protrombina, alfafetoproteinae contagem de leucdcitos e plaquetas (Brasil, 2017b).

1.1.7.1 Diagnéstico Sorolégico

O soro de individuos infectados pelo HBV possui antigenos e anticorpos que
sdo utilizados como marcadores sorolégicos para o diagnéstico laboratorial da
hepatite B e como metodologia de referéncia, é utilizado o ensaio imunoenzimatico
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), para deteccdo dos marcadores
HBsAg, anti-HBc total, anti-HBc IgM, anti-HBs, HBeAg e anti-HBe. Enquanto o
antigeno central do HBV (HBcAgQ) é intra-celular sendo identificado apenas no
interior dos hepatécitos por técnicas de imunofluorescéncia ou de imunoperoxidase
(Hoofnagle & Di Bisceglie, 1991; Kao, 2008).

A presenca desses marcadores sorologicos e a combinacdo destes séo
responsaveis pela indicagdo do estado clinico do paciente, assim como do perfil
sorolégico do individuo. No curso da infec¢do pelo HBV, HBsAg é produzido em
grande quantidade e é o primeiro marcador sorologico a aparecer, indicando
infeccéo ativa. O HBsAg pode ser detectado no sangue da maioria dos individuos
infectados cerca de 30 dias apods a infeccdo. A cronificacdo da infeccéo € definida
pela persisténcia do virus, ou seja, pela presenca do HBsAg por mais de seis
meses (Kao, 2008; Dény & Zoulim, 2010).
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Anti-HBs € um anticorpo neutralizante, e sua presenca indica imunidade a
infecgao pelo HBV. A presenga simultanea de anti-HBs e HBsAg foi documentada
em pacientes HBsAg positivos, provavelmente devido a incapacidade de anticorpos
para neutralizar os viribes circulantes, sendo classificadas como portadoras de
infeccdo pelo HBV (Dufour et al., 2000; Weber, 2005; Petry & Kupek, 2006).

O marcador HBeAg indica alta replicacéo viral e risco de transmissao de
infeccdo, e a soroconversdo de HBeAg para anti-HBe esta associada a remissao
de doenca hepatica, que caracteriza pelo fim da fase replicativa do virus, associada
com baixa infectividade do soro. No entanto, alguns individuos anti-HBe reativos
continuam a ter replicacdo viral ativa e doenca hepética causada por mutacdes na
regido pré-core e nucleo no genoma do HBV, o que reduz a producdo de HBeAg
(Kao, 2008; Dény & Zoulim, 2010).

O marcador anti-HBc, anticorpos contra o HBcAg do tipo IgM (anti-HBc IgM)
indica infeccdo recente pelo HBV. Em seguida, ha o surgimento dos anticorpos
dirigidos contra o HBcAg do tipo IgG, que permanece detectavel no soro em
valores mais baixos, na maioria dos individuos, pelo resto da vida, mesmo apoés a
cura, indicando infeccdo por HBV em um tempo indefinido no passado (Ferreira
2000; Kao, 2008).

Tabela 1: Interpretacdo dos resultados sorologicos para infeccdo com virus da
hepatite B

Anti-HBc Anti-HBc

Condigao do caso  HBsAg . " oM  HBeAg  Anti-HBe Anti-HBs
Suscetivel 600 () () () ()
Ao CARNN® () () “) ()
Hepatite B aguda (+) +) +) (+1) (+/-) )
Final da fase aguda  (-) (+) ) ) +) ()
Hepatite B cronica (+) (+) ) (+/-) (+/-) ()
Hepatite Bcurada () (+) () R It

Imunizado por

vacinagao ) ) ¢ ¢ () (+)

* Em alguns casos de hepatite B curada, o anti-HBs n&o é detectado por estar em baixos titulos.
Fonte: Brasil, 2015a
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O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é a técnica mais utilizada para a
deteccdo demarcadores da infeccdo pelo HBV por ser bastante sensivel e
especifica. Além da vantagem de gerar resultados altamente reprodutiveis,
automacao e baixo custo. Essa técnica consiste na deteccdo de antigenos e/ou
anticorpos especificos contra o virus (HBV), isoladamente ou combinados. Para a
deteccdo de anticorpos, um antigeno deve ser imobilizado em uma superficie
sélida, para entdo esse anticorpo presente na amostra do paciente se ligar ao
antigeno preso na superficie soélida. Acrescenta-se ao sistema um conjugado
(anticorpo ligado a uma enzima), que ira se ligar ao anticorpo preso ao antigeno. A
deteccdo ocorre por meio da incubacdo desse complexo enziméatico com um
substrato que, ao ser consumido pela enzima, produzira um produto detectavel
(colorido ou insolavel), fruto de uma interagcdo antigeno-anticorpo altamente
especifica (Grange et al., 2014; Brasil, 2015a).

Além do método ELISA, outras técnicas sorolégicas especificas podem ser
empregadas para detectar marcadores de hepatite B, tais como radioimunoensaio
(RIA), imunoensaio  quimioluminescente  (CLIA) e imunoensaio  por
electroquimioluminescéncia (ECLIA), imunoensaio enzimético de microparticulas
(MEIA), imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes (CMIA) (Chen et al.,
2006; Maylin et al., 2012; Xu et al., 2012;Villar et al., 2015a).

O radioimunoensaio RIA foi a primeira técnica utilizada para o diagndéstico
de HBV, onde um dos reagentes é conjugado com radioisétopos. Este método
apresenta boa sensibilidade, mas alto custo e risco para o operador (Annesley,
2010; Grange et al., 2014).

Os testes de quimioluminescéncia (CLIA) envolvem o0 uso de uma
substancia luminescente para deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo e anticorpo-
antigeno. A vantagem deste sistema € que ele é muito sensivel e especifico, e a
desvantagem é que exige equipamentos especiais e ainda tem custo elevado. Ja a
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) € um processo por meio do qual a aplicacdo de
uma corrente elétrica induz uma emissdo quimioluminescente a partir dos
complexos imunoldégicos, produzindo luz. A vantagem desse processo consiste na
simplicidade de preparacéo, na alta estabilidade dos reagentes e em uma grande
sensibilidade (Forster et al., 2009).
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O MEIA é um método que utiliza microparticulas muito pequenas em
suspensao liquida como suporte em fase sélida. As particulas sao revestidas com
moléculas relacionadas especificas para o material medido. MEIA é executado em
menos tempo do que outros métodos imunoldgicos devido a presenca de area de
superficie ativa de microparticulas o que eleva o estudo cinético e diminui o tempo
de incubacéao (Forster et al., 2009; Villar et al., 2015a).

O CMIA é uma técnica que possui duas etapas de desenvolvimento. Na
primeira fase, a amostra e as microparticulas paramagnéticas revestidas de
anticorpos sdo combinadas, onde o0 antigeno presente na amostra liga-se as
microparticulas revestidas de anticorpos. Na segunda fase, o conjugado de
anticorpos marcado com acridinio e as solucdes pré-ativadora e ativadora séo
adicionadas a mistura de reacdo, onde a reacdo quimioluminescente resultante &

medida em unidades de luz relativas (RLUs) (Grange et al., 2014).

1.1.7.2 Diagnostico Molecular

O material genético do virus (HBV-DNA) pode ser detectado através de
técnicas de biologia molecular qualitativa e quantitativa. Alguns métodos
disponiveis para detectar e quantificar o DNA do HBV sao: hibridizagdo em fase
liquida (dot-blot), técnica de DNA ramificado (bDNA), reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) e PCR em tempo real (Caliendo et al., 2011; Datta & Chatterjee,
2014). Por conseguinte, a escolha do método a ser utilizado depende do objetivo
do estudo, disponibilidade de reagentes, recurso financeiro e infraestrutura (Gish e
Locarnini, 2006).

Atualmente, a metodologia de PCR em tempo real tem sido mais
frequentemente utilizada, devido sua capacidade de detectar e quantificar o DNA
viral presente em amostra de soro ou plasma. Além de possuir alta sensibilidade,
especificidade e amplo intervalo de quantificacdo. A amplificacdo do material
genético viral permite detectar o DNA do HBV mesmo em amostras de soro com
baixa carga viral, sendo a deteccdo desse material genético associado a infecgéo
ativa pelo HBV. Assim, a quantificacdo do DNA viral é util para verificar a resposta
ao tratamento, auxiliar no diagndstico e verificacdo da resposta virologica

sustentada apoés a terapia antiviral (Gish & Locarnini, 2006; Caliendo et al., 2011).
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Um dos testes moleculares comerciais, que utiliza a técnica de PCR em
tempo real, foi mais utilizado para deteccao de HBV DNA, o COBAS Amplicor HBV
Monitor (Roche Molecular Diagnostics, Califérnia, Estados Unidos), que
apresentava limite de deteccdo de 200 Ul/mL, considerado de boa acuracia e
reprodutibilidade (Villar et al., 2015). Mas posteriormente, foi substituido pelo
COBAS TagMan HBV (Roche Molecular Diagnostics, California, Estados Unidos)
por apresentar limite de deteccdo de HBV DNA bem menor, 29 a 1,1 x 108 Ul/mL.
Atualmente, um teste ainda mais sensivel, de menor necessidade de manipulacao
e com menor chance de contaminacao foi desenvolvido e encontra-se disponivel
no mercado, o teste da Abbott (Abbott RealTime HBV, Abbott Molecular, Des
Plaines, IL, Estados Unidos), que possui faixa de deteccdo do DNA viral de 10
Ul/mL a 109 UI/mL e especificidade acima de 99% (Ismail et al., 2011; Morris et al.,
2013).

Os testes moleculares oferecem uma alternativa para a deteccao cada vez
mais precoce da infeccdo pelo HBV. Além de serem uteis também para a
confirmacédo de casos de hepatite B oculta, em que o HBsAg ndo € detectado no
soro ou plasma, mas o material genético do virus esta presente na amostra (Datta
et al., 2014; Brasil, 2015). Apesar dessas varias vantagens, apresenta algumas
desvantagens porque sdo testes de alto custo e ndo se adaptam a realidade de
laboratorios de pequeno e médio porte (Morris et al., 2013).

Para identificar os genodtipos do HBV, podem ser utilizadas diferentes
metodologias, como: o sequenciamento do genoma completo ou da regido pré-S/S,
PCR com primers genotipo-especificos, PCR com posterior andlise do polimorfismo
de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP), hibridizagdo reversa dos
produtos da PCR (LiPA-Line Probe Assay), PCR em tempo real (pela analise da
curva de anelamento) (Datta et al., 2014; Villar et al., 2015a).

Apesar dos diferentes meétodos comerciais existentes para analises de
mutacdo na sequéncia de DNA do HBYV, o sequenciamento direto do DNA ainda é
o0 método padrdo que apresenta resultados precisos, sendo o método de escolha
para pacientes infectados com genaotipos recombinantes e mutacdes de resisténcia
a farmacos (Caliendo et al., 2011; Kim et al., 2014).

Apesar da genotipagem do HBV néo ser imprescindivel para a decisao
terapéutica, como ocorre com o HCV, a realizacado de testes de genotipagem do

virus podera auxiliar no conhecimento sobre a resisténcia antiviral ao tratamento e
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preencher as lacunas de conhecimento sobre os genotipos do virus (Kim et al.,
2014, Villar et al., 2015a).

1.1.7.3 Utilizac&o de Testes Rapidos

Diferentes  principios metodologicos podem ser utilizados para
desenvolvimento dos testes de diagndstico rapido, como a aglutinacdo de
particulas, imunocromatografia, immunoblot e imunofiltracdo (Villar et al., 2015a).
Estes testes apresentam como dispositivo um suporte solido (celulose ou
Membranas de nylon, microparticulas de latex ou cartdes de plastico) onde os
antigenos ou anticorpos virais séo fixados e os resultados podem ser lidos em até
10 min (Khuroo et al., 2014). Os principios dos testes rapidos baseiam-se em
ligacdes antigeno-anticorpo na area de aplicacdo de amostra e na zona “T” ou zona
de teste. As amostras fluem pela placa teste por capilaridade e ainda apresentam
uma zona “C” ou zona controle que apresenta reagentes para oS anticorpos

presentes no conjugado do teste para garantir seu funcionamento (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica do teste rapido
(Fonte: Cruz, 2014)

Os testes rapidos oferecem vantagens na leitura dos resultados, que séao
identificados pela formacdo de linhas coloridas de facil interpretacdo, além de
apresentar baixo custo, baixa necessidade de infraestrutura laboratorial,
armazenamento e execugdo em temperatura ambiente, treinamento simples para
executar o ensaio (Khuroo et al., 2014; Brasil, 2015a).

Atualmente, diversos testes rapidos para deteccdo de marcadores da

infecc@o pelo HBV estédo disponiveis em todo mundo. Estudos com testes rapidos
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de diferentes fabricantes demonstraram bons desempenhos (concordancia acima
de 90%) para deteccdo do marcador HBsAg, identificado no soro, plasma ou
sangue total (Randrianirina et al., 2008; Bottero et al, 2013; Franzeck et al., 2013,
Cruz et al.,, 2015). No entanto, o estudo de Khuroo e colaboradores (2014)
identificaram que o desempenho de testes rapidos tem se mostrado baixo em
painéis de soroconversdo e entre individuos infectados por varios mutantes de
HBV, afirmando que estes testes ndo sao indicados para pacientes
imunossuprimidos e com baixas concentracdes de HBSAg.

O Manual Técnico para o Diagnéstico das Hepatites Virais, aprovado pela
Portaria n° 25 (01/12/2015), estabelece fluxogramas de diagnéstico para a infeccao
pelos virus da hepatite. Assim como, o fluxograma de triagem da infeccédo pelo
HBV por meio de testes rapidos, ilustrado a seguir (Brasil, 2015a; 2015d).

(sangue)

v
Realizar Teste
Rapido HBsAg

Encaminhar o paciente para o servigo de saide para
confirmagaoe do diagndstico do HBV usando um dos
fluxogramas definidos para laboratorio

nao Encaminhar o paciente para o servigo de sadde
L | para realizagio do diagnéstico do HBV usando
um dos fluxogramas definidos para laboratario

Figura 8: Fluxograma de triagem da infeccdo pelo virus da hepatite B por
meio de testes rapidos
(Fonte: Brasil, 2015a. Manual Técnico para o Diagnéstico das Hepatites Virais)

Este fluxograma detecta infeccdo ativa pelo HBV. Portanto, é necessario
confirmar a presenca do antigeno HBsSAg por seis meses para definir doenca
cronica. Visto que, os individuos adultos expostos ao HBV, atingem a cura

espontanea da infeccdo em 90% dos casos (Brasil, 2015a).
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Quando um resultado for ndo reagente e permanecer a suspeita de infeccao
aguda por HBV, apés 30 dias o paciente deve ser encaminhado para repetir o
teste, com diferente método diagnéstico (Brasil, 2015a).

1.1.8 Prevencao

A prevencgdo da hepatite B busca reduzir o numero de casos, tanto agudos
guanto crénicos da doencga e, portanto, as complicacbes desencadeadas pelo
agravamento desta infeccao (de Paula et al., 2015).

O modo de prevencado mais efetivo contra a infec¢cdo pelo HBV é feito pela
vacina, produzida por engenharia genética através de DNA recombinante, que é
aplicada por via muscular em trés doses (0,1 e 6 meses). Apés administracdo do
esquema completo, a vacina induz imunidade em 90% a 95% dos casos
(Lavanchy, 2004; Hou et al. 2005). A vacina foi implementada no Brasil em 1992 e
integra o calendario infantil de imuniza¢des do Ministério da Saude, que recomenda
desde 1998 a primeira dose da vacina contra a hepatite B seja administrada em até
24 horas ap0s o nascimento. A vacina encontra-se disponivel gratuitamente nas
unidades de saude do SUS também para individuos de até 37 anos de idade e
para alguns grupos de maior vulnerabilidade ou que tenha indicagdo médica,
conforme descrito no Parecer Técnico N° 04/2010 da Coordenacdo Geral do
Programa Nacional de Imunizacdes e do Programa Nacional para a Prevencao e o
Controle das Hepatites Virais (Brasil, 2010; de Paula et al., 2015).

Desde a introducdo de testagem diagnéstica obrigatéria para o HBV em
bancos de sangue em 1978, esta via de transmissao tornou-se pouco frequente.
Desta forma, o diagnostico precoce, conhecimento do status sorologico e educagéo
da populagcdo em relagédo as formas de transmissédo sdo importantes mecanismos
de prevencdo da propagacao dessa infeccdo. Além disso, a hepatite B também
pode ser prevenida através de medidas de controle, tais como: uso de preservativo
nas relacbes sexuais, ndo utilizar drogas ilicitas, ndo compartilhar agulhas ou
seringas, ndo compartilhar objetos pessoais, e adocdo de boas praticas de
manuseio dos materiais biolégicos e perfurocortantes entre profissionais de saude
(Lavanchy, 2004; Brasil, 2015a).

O objetivo principal do tratamento € reduzir o risco de progressao da doenca
hepética e de seus desfechos, como a cirrose, hepatocarcinoma e ébito levando a
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supressdo da replicacdo viral (HBV-DNA) e da atividade necroinflamatdria no
figado (Tan & Sun, 2013; Brasil, 2017b; EASL, 2017a). Para isso, varios agentes
antivirais tém sido utilizados de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) para hepatite B e coinfec¢les, estabelecido pelo Ministério da
Saude (Brasil, 2017b).

1.2 HEPATITE C

1.2.1 Histérico

Até inicio da década de 70, apenas 0s agentes etiologicos das hepatites A e
B tinham sido identificados. Portanto, com o desenvolvimento de testes soroldgicos
sensiveis a esses agentes, foi possivel observar que muitos casos de hepatite pés-
transfusional ndo eram atribuiveis a infeccdo pelo HAV ou pelo HBV. Dessa forma,
foi descrito pela primeira vez uma nova hepatite pés-transfusional, chamada de
hepatite “ndo-A ndo-B” (Feinstone et al. 1975).

A auséncia de um marcador sorologico associado a infeccdo pelo agente
etiologico da hepatite “ndo-A nao-B” dificultava sua investigacdo. Por isso,
diferentes grupos de pesquisadores estavam envolvidos na investigacdo desse
agente infeccioso. No final da década 70, demonstraram ser possivel a transmissao
experimental dos agentes da hepatite “ndo-A ndo-B” aos chimpanzés através da
administracdo parenteral de material biolégico humano (soro, plasma,
hemoconcentrado) (Hollinger et al. 1978; Alter et al. 1978; Tabor et al. 1978;
Bradley et al. 1981; Hollinger et al. 1984; Bradley et al, 1985).

Em 1989, mediante sucessivos estudos de biologia molecular, Choo e
colaboradores identificaram o genoma do agente viral responsavel por 80 a 90%
das hepatites pos-transfusionais ndo-A e nado-B. Tal agente foi denominado de
virus da hepatite C (HCV) e apresenta caracteristicas bioldgicas peculiares que o
diferenciam dos outros agentes virais hepatotropicos (Choo et al., 1989).

1.2.2 Estrutura e Genoma Viral
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O Virus da Hepatite C (HCV), anteriormente denominada hepatite Nao-A Nao-
B, por meio de comparacdes filogenéticas das sequencias virais, foi classificado
como pertencente ao género Hepacivirus C, na familia Flaviviridae. Esse género,
que inclui o HCV, é um importante patbgeno humano que causa doenca hepatica
progressiva e as infeccbfes sao tipicamente persistentes (Smith et al., 2016;
Simmonds et al., 2017).

A particula viral é icosaédrica, mede aproximadamente 65nm de didmetro e
possui um envelope lipoproteico, que contém duas glicoproteinas de envelope (E1
e E2), e nucleocapsideo icosaédrico, composto pela proteina de capsideo (C) que
envolve o genoma viral, constituido por RNA de fita simples de polaridade positiva
com aproximadamente 9.400 nucleotideos (Simmonds et al. 1993; Bartenschlager
et al., 2011; Moradpour &Penin, 2013).

Regiso do CORE _w Envelope Viral

Proteinas do
Envelope Viral

RNA Viral N >

Pr— 4 2 = 45 MM

Figura 9: Estrutura do Virus da Hepatite C
(Fonte: http://www.aids.gov.br/en/pagina/hepatitis-c)

O genoma do HCV apresenta nas extremidades duas regides nao
codificantes 5 e 3' (5’'NC e 3'NC) e uma unica regido de leitura aberta (open
reading frame -ORF) que codifica uma poliproteina de cerca de 3.000 aminoacidos
e durante e apoés a traducao, sofre uma série de clivagens por proteases virais e do
hospedeiro produzindo proteinas estruturais (E1, E2 e core) e ndo estruturais (p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) do HCV (Choo et al.1991; Moradpour
&Penin, 2013; Hussain, 2013).

Ha uma divisdo funcional das regides desse genoma: a) regido amino
terminal - que compreende as proteinas estruturais [core (C), glicoproteinas do
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envelope 1 (E1) e envelope 2 (E2)]; b) uma regido central - que inclui duas
proteinas (p7 e NS2) que podem ter papel essencial na morfogénese viral; c)
regido carboxi terminal - que compreende as proteinas ndo estruturais necessarias
para a replicacdo do RNA (NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Figura 1.2.2)
(Tellinghusein et al. 2007; Hussain, 2013).

Posi¢cdo dos nucleotideos do HCV

ORF
1 573 1,149 2187 3,078 4,971 5,816 9,003
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- = : ‘PT ! 3;UTR

B i
FUTR} :_.i';;? T v " T 231
=Ty CE1 | E2 | NS2 NS3| NS4B NS5A ‘ NS5B ' ¥
-'r'lREs'I 0y !
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Proteinas estruturais |
Proteinas ndo estruturais

Figura 10: Estrutura do genoma e func¢des das proteinas do HCV
Representacdo da fase de leitura aberta (ORF — open reading frame) codificando
genes estruturais e nao-estruturais com as regides 5 e 3' URT. C: Core; E:
Envelope; NS: N&o estrutural; IRES: sitio interno de entrada ribossomal (IRES —
internal ribossome entry site). (Fonte: Adaptado de Hussain, 2013)

A replicacdo viral ocorre no citoplasma e para isso utiliza uma RNA-
polimerase dependente da RNA que ndo possui capacidade de revisdo geral,
sendo propensa a alta taxa de erros e variabilidade genética do HCV (Zanetti et al.,
2003; Park et al., 2010). Com isso, gera uma populagdo heterogénea ou
quasiespécie do HCV que diferem em 1-5% na diversidade de sequéncias
nucleotidicas (Moscato et al., 2011; Geller et al., 2016). As quasispecies permitem
rapida adaptacdo do virus e essa variabilidade genética do HCV serve como uma
estratégia inteligente de escape aos agentes antivirais ou do sistema imunoldgico,
por exemplo (Hussain, 2013; Echeverria et al., 2015).

O gendtipo do HCV foi determinado principalmente com base na analise de
sequéncias de genoma parcial, para isso, as regiées NS5B, core, E1 e 5'UTRs sao
as mais utilizadas para genotipagem do HCV (Simmonds et al. 1993; Stumpf &
Pybus, 2002; Hussain, 2013; Geller et al., 2016).
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O sequenciamento e analise filogenética da regido NS5B do HCV
possibilitou a classificagdo do virus em genotipos (homologia de 65,7% a 68,9%) e
subtipos (homologia de 76,9% a 80,1%). Atualmente existem 7 gendtipos,
denominados de 1 a 7 e 84 subtipos, denominados pela letra do alfabeto segundo
a ordem de descobrimento (a, b, c, d, ...) (Stumpf & Pybus, 2002; Smith et al, 2016;
ICTV, 2017). O gendtipo 1 € o mais prevalente no Brasil (64-72%), seguido pelo
gendtipo 3 (25-30%) e o gendtipo 2 (2-5%) (Campiotto et al., 2005, Lampe et al.,
2013).

A elevada variabilidade genética do HCV pode apresentar implicacdes
clinicas, tanto na patogenicidade da doenca hepética, uma vez que a infeccdo pelo
gendtipo 1 ou presenca de multiplas quasispécies parece se correlacionar com a
maior gravidade, quanto na influéncia na resposta antiviral (Tong et al, 2008;
Echeverria et al., 2015; Geller et al., 2016).

1.2.3 Replicagéao viral

O ciclo de replicacdo do HCV inicia com a entrada do virus na célula alvo
principal, o hepatocito. A estratégia de replicacdo desse virus é semelhante com a
de outros virus de RNA de polaridade positiva (Zeisel et al., 2011; Kim & Chang,
2013; Grassi et al., 2016).

A entrada do virus na célula é complexa e envolve fatores virais e do
hospedeiro, na qual, inicia-se pela ligacao das glicoproteinas do envelope E1 e E2
do virus com os diferentes receptores/proteinas presentes na superficie da célula
do hepatécito. Onde os receptores como a ocludina, claudina, receptor scavenger
de classe B do tipo | (SR-BI) e CD81, estédo envolvidos (Kim & Chang, 2013; Lavie
et al., 2014, Falson et al., 2015).

Lembrando que, essas glicoproteinas E1 e E2 desempenham um papel
essencial na entrada de virus nas células do figado e na morfogénese do virion. O
virus desenvolveu mudltiplas estratégias para escapar das respostas imunes do
hospedeiro durante a entrada na célula, como a evasdo de anticorpos
neutralizantes e propagacao viral por transmissao celula-célula. (Zeisel et al., 2011;
Falson et al., 2015; Khan et al., 2015).

Quando o HCV entra na célula, ocorre a desnudacdo do genoma viral para

iniciar a traducdo da poliproteina viral em proteinas estruturais e nao-estruturais,
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onde as proteinas ndo estruturais participam da replicacéo viral e as estruturais
fazem parte da estrutura do capsideo e glicoproteinas do envelope (Zeisel et al.,
2011; Kim & Chang, 2013; Khan et al., 2015).

Dessa forma, a replicacéo viral ocorre em uma rede membranosa, derivada
do reticulo endoplasmatico, e as proteinas ndo estruturais do virus se combinam
para formar um complexo de replicagdo do seu RNA gendmico. A atividade da
RNA-polimerase dependente de RNA gera uma fita de RNA de polaridade
negativa, complementar ao RNA viral, que serve também de molde para a sintese
de novas fitas de RNA de polaridade positiva que servirdo para a formacdo de
novos virus (Zeisel et al., 2011; Schaefer &Dienstag, 2012; Dubuisson &Cosset,
2014; Grassi et al., 2016).

As regides terminais nao codificantes (NC) sdo essenciais no processo de
replicacdo viral. A regido 5 NC, sequéncia mais conservada do genoma do HCV,
contém um sitio interno de entrada de ribossomo (IRES) que € essencial para a
traducao independente do RNA viral. Enquanto a regido 3’ NC é constituida de uma
estrutura em forma de trevo, que contém uma regido variavel pequena de cerca de
40 nucleotideos, uma cauda poli-U e uma regido altamente conservada de 98
nucleotideos (Schaefer &Dienstag, 2012; Kim & Chang, 2013; Dubuisson &Cosset,
2014; Grassi et al., 2016).
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Figura 11: Ciclo de replicacado do Virus da Hepatite C. (a) Ligacéo e
internalizacao do virus; (b) Liberacéo citoplasmatica; (c) traducéo e processamento
de poliproteina mediada por IRES; (d) Replicacdo de RNA; (e) Embalagem e
montagem; (f) Maturacao e liberacéo do virion. (Fonte:
https://www.researchgate.net/figure/6344573_fig2_Figure-1-Lifecycle-of-hepatitis-C-
virus-HCVVirus-binding-and-internalization-a)

1.2.4 Formas de Transmissao

A transmissdo do HCV pode ocorrer principalmente pela via parenteral,
podendo ocorrer também por via sexual e vertical, apesar de serem consideradas
muito pouco frequentes (Klevens et al, 2012).

A transmissdo parenteral ocorre por meio de agulhas, seringas, ou
instrumentos contaminados, alicates de unha, agulhas para tatuagem, piercing e
acupuntura, abuso de drogas por via intravenosa, e também durante hemodialise
ou através de transfusdo de sangue e hemoderivado, além de acidente ocupacional
com perfurocortante e compartilhamento de material de higiene pessoal (laminas
de barbear, escovas de dente, alicates de unha ou outros objetos (Martins et al,
2011; Klevens et al, 2012; Hagan et al,2013).

Com a inclusao dos testes de deteccdo de anticorpos anti-HCV, bem como a
deteccdo do HCV RNA, em bancos de sangue, a transmissao do virus diminuiu

drasticamente em transfusdes de sangue e derivados. Com isso, a grande maioria
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das infeccbes por HCV esta associada a utilizacdo de drogas injetaveis (Klevens et
al, 2012; Hagan et al,2013; Brasil, 2015c).

A transmissao sexual é considerada rara entre 0os parceiros heterossexuais,
porém, entre homens que fazem sexo com homens (HSH) e na presenca da
infeccdo pelo HIV, a via sexual passa a ser considerada para a transmissédo do
HCV (Alter et al., 1989; Hagan et al,2013). Apesar de o virus j& ter sido detectado
na saliva, € pouco provavel a transmisséo através do beijo, a menos que existam
feridas na boca (Lins et al., 2005). Em 2016, a propor¢cdo de infec¢bes por via
sexual foi igual a 24,2% segundo o boletim epidemioldgico (Brasil, 2017a).

A transmissdo vertical, da mae infectada para o filho, é possivel de
acontecer principamente no momento do parto ou logo apés. Pois, a transmissao
intrauterina é considerada incomum. Além disso, a transmissdo do HCV pode estar
associada a coinfeccdo com o HIV, ao gendétipo e a elevada carga viral do HCV
(Gardenal et al., 2011; Tovo et al., 2016).

Apesar da possibilidade de transmissdo pelo aleitamento materno, ndo ha
evidéncias conclusivas de aumento de risco a infeccao, exceto se houver fissuras

ou sangramentos na mama (Gardenal et al., 2011).

1.2.5 Epidemiologia HCV

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 71 milhdes de
pessoas estejam infectadas cronicamente pelo HCV e, portanto, sob risco de
desenvolver cirrose ou cancer de figado. Anualmente, aproximadamente 399 mil
pessoas morrem de doencas no figado em consequéncia da hepatite C (WHO,
2017a).

A hepatite C € encontrada em todo o mundo e a prevaléncia da doenca é
maior em comunidades de paises em desenvolvimento. Dependendo do pais, a
infeccdo pelo HCV pode estar concentrada em populacdes especificas, como
usuarios de drogas injetaveis e/ou na populacédo em geral (Petruzziello et al., 2016;
WHO, 2017c).

A prevaléncia global de HCV é estimada em 2,5%. Asia Central e Africa
Central tém uma alta prevaléncia (> 3,5%). Enquanto a Asia Oriental, Sul e
Sudeste Asiatico, Africa Ocidental e Oriental, Africa do Norte e Oriente Médio,
América Latina, América do Sul, Caribe, Austrdlia e Europa Oriental possuem
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prevaléncia moderada (1,5% - 3,5%). A Africa do Sul, América do Norte, América
Central, Asia do Pacifico e Europa Ocidental e Central tém baixa prevaléncia
(<1,5%) (Lavanchy, 2009; Mohd Hanafiah et al., 2013; Bruggmann et al., 2014;
Petruzziello et al., 2016).

Globalmente, o gendtipo 1 é o mais comum, responsavel por 49,1% de
todas as infec¢Bes entre adultos. Seguido pelo gendtipo 3 (17,9%), gendtipo 4
(16,8%), gendtipo 2 (11,0%), gendtipo 5 (2,0%) e gendtipo 6 (1,4 %). No entanto, a
distribuicdo dos diferentes gendtipos do HCV pode apresentar variacdes regionais,
nacionais e locais significativas. As infec¢cdes no Caribe, América Latina, América
do Norte e Europa sdo predominantemente causadas pelo genétipo 1 (83,0%,
74,3%, 66,3% e 64,4%, respectivamente). Africa do Norte e Oriente Médio tem uma
grande populacéo de gendtipo 4 (65,3%). Na Asia, os dois gen6tipos mais comuns
sdo G1 (46,6%) e G3 (22,4%), Na Australia, o genodtipo 1 € mais prevalente
(55,0%) em comparacdo ao genétipo 3 (25,5%) e aos demais (Gower et al., 2014;
Petruzziello et al., 2014; Petruzziello et al., 2016).

No Brasil, estudos de base populacional que avaliam a prevaléncia nacional
do HCV sao escassos (Pereira et al., 2013). Geralmente, os estudos que estimam
a prevaléncia de HCV consideram &reas geograficas restritas ou populacdes
especificas, consideradas de alto risco para a hepatite C, como usuarios de drogas
injetaveis, transfusdo de sangue antes de 1994, pacientes em hemodialise e com
coagulopatias (Foccacia et al., 1998; Martins et al, 2014, Villar et al, 2015b; Flores
et al, 2016).

No inquérito nacional sobre hepatites virais, que considerou todas as
capitais brasileiras, realizado pelo Ministério da Saude, no periodo de 2005 a 2009,
encontrou prevaléncia global ponderada de 1,38% de anti-HCV, com predominio da
infeccdo em adultos (20 a 69 anos). Sendo a regidao Nordeste do pais responsavel
por 0,68% e a regido Norte por 2,10% dos casos. Classificando o Brasil como uma
area de baixa endemicidade (Pereira et al., 2013).

O Boletim Epidemioldgico de Hepatites Virais (2017), elaborado a partir dos
casos de hepatites virais registrados no Sinan, identificou um total de 319.751
casos notificados, com resultado anti-HCV ou HCV RNA reagente no periodo de
1999 a 2016. Destes, 155.032 casos tiveram ambos os marcadores detectados,
sendo distribuidos respectivamente nas regides Sudeste (64,1%), Sul (24,5%),
Nordeste (5,5%), Centro-Oeste (3,3%) e Norte (2,5%) (Brasil, 2017a).
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No Brasil, o genoétipo 1 (64,9%) € predominante em todo o pais, seguido
pelo gendtipo 3 (30,2%), gendtipo 2 (4,6%), gendtipo 4 (0,2%) e gendtipo 5 (0,1%)
(Campiotto et al., 2005; Lampe et al., 2013; Pereira et al., 2013) (Figura 11). Alguns
estudos mostraram diferencas na distribuicdo geografica dos subgendétipos do HCV
nas regides brasileiras. O Estado de Pernambuco apresentou prevaléncia do
subtipo 1b (42-66,7%), seguido pelo subtipo 3a (16-25.4%), 1a (4-6.3%) e 2b (1-
1.6%) (Alvarado-Mora et al., 2012). No Estado de Rond6nia o subtipo 1b também
foi mais prevalente (50%), seguido pelo subtipo la (27,2%), 2b (13,6%) and 3a
(9,0%) (Vieira et al., 2011). Enquanto, no Estado do Rio de Janeiro o subtipo 3a
(41,6%) era mais frequente, seguido pelo subtipo 1a (30,3%) e 1b (22,7%) (Lampe
et al.,, 2013). No Ceara o genotipo 1 foi 0 mais prevalente (46,9%), seguido pelo
genotipo 3 (34,4%) e 2 (8,3%) (Bezerra et al., 2007).

Nordeste

Centro-Oeste
Genotipos

o

K

Figura 12: Distribuicdo dos genotipos do HCV nas regides brasileiras
(Campiotto et al., 2005)

1.2.6 Aspectos clinicos

O HCV possui baixa infectividade e lenta taxa de replicacéo viral. O periodo
de incubacao varia de 15 a 150 dias (média de 50 dias). O HCV pode causar

infecgbes assintomaticas ou sintométicas. Os sintomas séo caracterizados por mal-
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estar, cefaleia, febre baixa, anorexia, astenia, fadiga, artralgia, nauseas, vomitos,
desconforto no hipocondrio direito e averséo a alguns alimentos e ao cigarro. Além
de ictericia, que pode ser encontrada em aproximadamente 20 a 30% dos casos
agudos, e hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia (Fecury et al., 2014; Westbrook
& Dusheiko, 2014).

A hepatite C pode ser classificada clinicamente como forma aguda ou
cronica. De modo geral, a hepatite C aguda apresenta evolugcédo subclinica, com
cerca de 80% dos casos assintomaticos e anictéricos, o que dificulta seu
diagnéstico. Por outro lado, a forma aguda também pode apresentar sinais clinicos,
alteracdes enziméaticas ou sintomas da doenca até um periodo de 6 meses apos a
exposi¢do ao HCV. Entretanto, a forma aguda é observada em apenas 20-30% dos
individuos infectados (Blackard et al. 2008; Chalupa et al., 2015).

A maioria dos casos apresenta a forma crénica da doenca (70-80%), onde o
virus replica-se persistentemente e € possivel detectar o RNA viral no soro ou
tecido hepatico, na presenca de resposta imune (Lemon et al. 2007; Blackard et al.
2008). Destes, aproximadamente 15 a 20% poderao evoluir para cirrose ao longo
dos anos (10 a 30 anos), podendo desenvolver também hepatocarcinoma em 1% a
5% dos cirréticos (Bruijne et al. 2009; Chalupa et al., 2015).

A progressao da lesdo hepética, da hepatite crbnica para cirrose, pode ainda
relacionar-se a fatores do hospedeiro, como: sexo, idade, uso de alcool ou
coinfeccdo com outros virus. O mais importante dos fatores do hospedeiro, parece
ser o seu estado imunoldgico (Plauzolles et al, 2013; Kamal et al., 2014). Assim,
uma resposta imunoldgica vigorosa pode provocar resolucdo espontanea do HCV
em até 20% dos individuos, enquanto em pacientes crdénicos, ou imunossuprimidos
a doenca evolui mais rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma quando
comparada aos imunocompetentes (Plauzolles et al, 2013). Além disso, fatores
relacionados ao virus, como carga viral e genotipos, também podem influenciar na
progressdo da doenca (Tong et al, 2008; Kamal et al., 2014; Fecury et al., 2014;
Geller et al., 2016).

1.2.7 Diagnostico

A descodificagdo do genoma do HCV permitiu o desenvolvimento de testes

de diagnéstico da infeccdo pelo HCV, que é realizado através de testes de
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deteccdo de anticorpos, antigenos (ndo estruturais e estruturais) e do genoma viral
em amostras de soro ou plasma (Choo et al 1989, Kuo et al 1989).

Além disso, existem os exames laboratoriais inespecificos, como os testes
bioquimicos que sdo empregados rotineiramente para avaliar os niveis séricos das
aminotransferases - alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), que indicam lesdo do parénquima hepatico (Brasil, 2015c).

Na forma aguda da infec¢éo, essas enzimas podem atingir valores até 25 a
100 vezes acima do normal, embora alguns pacientes com hepatite C apresentem
niveis bem mais baixos dessas enzimas. Ja na fase cronica, na maioria das vezes,
ndo ultrapassam 15 vezes o valor normal. Enquanto nos individuos assintomaticos,
serve como um importante parametro sugestivo de doenca hepéatica (Brasil,
2015a).

Outros parametros bioguimicos inespecificos também podem auxiliar na
avaliagdo da funcé@o hepatica, como: dosagem de bilirrubinas (diretas e indiretas),
proteinas séricas, fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase (GGT), atividade de

protrombina, alfafetoproteinae contagem de leucdcitos e plaguetas (Brasil, 2015c).

1.2.7.1 Diagnéstico sorolégico

O Diagnostico sorologico baseia-se na deteccdo de anticorpos anti-HCV
dirigidos contra antigenos virais (ndo estruturais e estruturais) no soro ou plasma
de individuos infectados pelo HCV, e podem pertencer a duas categorias: triagem
ou complementar/confirmatério. Os testes de triagem s&o imuno-ensaios que
detectam anticorpos anti-HCV de forma genérica, sem a distingdo dos antigenos
gue sao reconhecidos (Alter et al. 2003; Villar et al., 2015a).

Estes testes podem ser classificados em dois grupos, segundo a forma de
deteccgdo: (1) enzimético colorimétrico (conhecido como ELISA, do inglés enzyme-
linked immunosorbent assay) e (2) enzimatico quimioluminescente (conhecido
como CLIA, do inglés enhanced chemioluminescence immunoassay). Os testes
complementares ou confirmatérios diferenciam o0s anticorpos presentes no
soro/plasma do paciente e atualmente existe apenas um teste comercialmente
disponivel: imunoblote recombinante, conhecido por RIBA (do inglés recombinant
immunoblot assay) (Gretch 1997; Richter 2002; Alter et al. 2003; Villar et al.,
2015a).
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O teste ELISA apresenta vantagens como alta sensibilidade, rapidez no
processamento, alta confiabilidade, facilidade de automacao e custo relativamente
baixo. Este método sofreu algumas modificacbes ao longo do tempo, buscando
aperfeicoar sua capacidade diagnostica e consequentemente o aumento da
sensibilidade e da especificidade do ensaio (Chevaliez & Pawlotsky 2006; Villar et
al., 2015a).

As quatro geracdes de ELISA desenvolvidas até o momento utilizam
proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos para a captacdo do anti-HCV do
soro ou do plasma nos pocos de microplacas, pela utilizacdo de antigenos
especificos (Brandao et al., 2001; Chevaliez & Pawlotsky, 2006; Lambert, 2007).
Entdo, o complexo antigeno-anticorpo é revelado através de reagéo colorimétrica
enzimatica, que tem sua leitura em espectrofotdmetro. Os resultados séo
expressos como a razao entre a densidade otica do teste e a do controle
(Chevaliez & Pawlotsky, 2006).

A primeira geracdo do ELISA, que ndo é mais utilizada, foi baseada em
somente um antigeno, derivado da regido NS4, com sensibilidade de 70-80% e
baixa especificidade (Aach et al., 1991). Enquanto na segunda geracédo do ELISA
foram incluidas trés proteinas recombinantes, duas das regifes ndo-estruturais
NS3 e NS4 e uma da regido core, 0 que levou ao aumento da sensibilidade para
cerca de 95% e uma menor taxa de resultados falso-positivos (Aach et al 1991,
Alter, 1992). Ja o ELISA de terceira geracao foi desenvolvido utilizando antigenos
recombinantes da regiao core, NS3, NS4 e NS5 do genoma viral, com sensibilidade
superior a 99% (Colin, 2001; Albeldawi et al., 2010). Os testes de quarta geracao
servem para detecgdo simultdnea de antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV em
amostras de soro ou plasma (Lambert, 2007).

O teste de CLIA € um imuno-ensaio, que apresenta grande semelhanca com
o ELISA. Atualmente, o CLIA automatizado estd sendo amplamente usado e estédo
substituindo gradualmente o ELISA, particularmente em laboratérios clinicos com
grande volume de amostras. Pois, oferecem vantagens como melhor precisao,
confiabilidade, simplicidade técnica, menor tempo de reacdo e automacéo completa
(Dufour et al., 2003; Cabezas-Fernandez & Cabeza-Barrera 2012).

O resultado anti-HCV positivo detectado pelo ELISA ou CLIA indica que
essa pessoa foi previamente exposta ao virus da hepatite C. Contudo, esse teste

nao possibilita discriminar se este resultado esta relacionado com uma hepatite
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aguda ou cronica. Por outro lado, um resultado negativo significa que o individuo
ndo tem anticorpos contra o HCV, seja por nao ter tido contato prévio com o virus
ou por ndo ter desenvolvido anticorpos (periodo da janela imunolégica ou
imunossupressao) (Gretch 1997; Chevaliez & Pawlotsky, 2006).

O ensaio de RIBA é um teste complementar, de alta especificidade,
utilizados na confirmacéo de resultados positivos ou inconclusivos por ELISA e
CLIA para confirmacdo diagnéstica da infeccdo pelo HCV em individuos com
resultados positivos (Uyttendaele et al., 1994; Lok & Gunaratnam, 1997; Souto et
al., 2002).

Quando um teste é anti-HCV positivo ou indeterminado é aconselhado a
confirmacédo do diagndstico através de técnicas moleculares (Brandéo et al., 2001).
Por isso, a indicacdo dos testes RIBA tem sido cada vez mais restrita na pratica
clinica, uma vez que o procedimento mais custo-efetivo é a realizacdo da pesquisa
do HCV RNA qualitativo, pois, ja confirma a presenca do anticorpo como também
estabelece a presenca de viremia atual (Pawlotski, 2002; Firdaus, 2015; Villar et al.,
2015a).

Os métodos sorologicos tém sido aperfeicoados e consolidados a fim de
aumentar o nivel de sensibilidade e de confiabilidade dos resultados obtidos e
tornar os testes mais rapidos, de mais simples execucdo e adaptaveis aos
processos automatizados. Entretanto, para se garantir a qualidade dos resultados
Sdo necessarios rigoroso controle e cuidadosa interpretacdo (Chevaliez &
Pawlotsky, 2006).

1.2.7.2 Diagnostico molecular

Os testes moleculares para a deteccdo do RNA do HCV sao baseados na
amplificacdo de regibes especificas do genoma do virus, que oferecem uma
alternativa para a deteccdo cada vez mais precoce da infeccdo pelo HCV e
também para a confirmac¢do dos casos anti-HCV reagentes (Ballardini et al.,1997;
Chevaliez & Pawlotsky, 2006; Villar et al., 2015a).

Para a deteccdo do RNA viral pode ser utilizado testes qualitativo ou
quantitativo. No qual, os testes qualitativos permitem identificar a presenca do HCV
no soro ou plasma, ainda no inicio da infeccéo, antes da producao de anticorpos e
de sua possivel identificacdo por métodos sorolégicos. Para o diagnostico
molecular qualitativo pode-se empregar PCR ou TMA, os dois métodos utilizam o
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produto da transcricdo reversa (Chevaliez & Pawlotsky, 2006; Franciscus
&Highleyman, 2014).

Os ensaios comerciais Cobas® Amplicor HCV versdo 2.0, com limite de
deteccdo de 50 Ul/mL (Roche Molecular Diagnostics, Pleasonton, CA, EUA), e
Versant® HCV RNA ensaio qualitativo (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY, EUA), com sensibilidade analitica de 10 IU/ml, sdo exemplos de
ensaios comerciais qualitativos (Firdaus, 2015, Villar et al 2015a).

Os testes quantitativos permitem determinar a quantidade do material
genético (carga viral) do HCV presente no sangue do individuo infectado,
identificagdo possivel a partir do final da 12 semana apés a infecgcdo. Para isso,
podem ser utilizadas diferentes técnicas moleculares, como a tr-PCR competitiva,
PCR-ELISA quantitativa, PCR em tempo real e técnica de DNA ramificado (bDNA).
Estes testes devem apresentar elevada sensibilidade para determinagédo da carga
viral antes e durante o tratamento antiviral, uma vez que sao utilizados tanto no
diagnéstico quanto no monitoramento da eficicia terapéutica (Ballardini et al.1997;
Strauss, 2001; Sunbul, 2014; Villar et al., 2015a)

Os ensaios quantitativos disponiveis comercialmente s&o: Versant® HCV
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA), com limite de deteccéo
entre 615 Ul/mL a 8 milhdes Ul/mL; o COBAS® TagMan HCV Test v2.0 (Roche
Molecular Diagnostics, Pleasonton, CA, EUA); e teste Abbott® HCV Tempo Real
(Abbott Laboratories, Chicago, lllinois, EUA), com faixa de deteccdo del2Ul/mL a
100 milhdes Ul/mL (Firdaus, 2015, Villar et al 2015a).

O uso de testes de PCR em tempo real € preconizado pelo ministério da
saude por apresentarem vantagens significativas em relacdo a técnica
convencional de PCR e as demais técnicas, devido a possibilidade de quantificagédo
da carga viral, a praticidade, a reducdo no tempo de execucdo do ensaio e de
manipulacdo de reagentes e produtos de PCR e, consequentemente, reduzida
possibilidade de contaminagdes (Chevaliez et al., 2012; Brasil, 2015a).

A identificacdo dos gendtipos do HCV apresenta implicagdo progndstica e
terapéutica, determinando o esquema e a duracdo do tratamento (Ghany et al.,
2009; Sunbul, 2014).

Diferentes ensaios para a genotipagem do HCV séo usados para determinar
0 genodtipo infectante, tais como, método de sequenciamento ou hibridacdo. A

maioria dos ensaios de genotipagem utiliza a amplificacéo da regido especifica do
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genoma viral por PCR seguido de sequenciamento direto do DNA complementar
(cDNA). Enquanto uma variedade de técnicas é usada, o padrdo-ouro para a
genotipagem do HCV é o sequenciamento de nucleotideos, o que pode ser feito
usando regides do nucleo (C), envelope (E1) ou ndo-estrutural (NS5B) que podem
ser amplificadas por transcricdo reversa seguido pela reacdo em cadeia da
polimerase (Casanova et al., 2014, Firdaus et al., 2015; Villar et al., 2015a).

Os primeiros ensaios comerciais para a genotipagem do HCV avaliavam
exclusivamente a regido nao codificante (5'NC), que tem uma proporcao elevada
de erros de classificacdo, particularmente no nivel do subtipo. Atualmente, testes
comerciais analisam as regides de codificacdo, especialmente a proteina nao-
estrutural NS5B e a proteina do nucleo (Firdaus et al., 2015; Villar et al., 2015a).

A PCR em tempo real utiliza a tecnologia TagMan para determina o genotipo
e subtipo viral das amostras infectadas. A técnica de tamanho de polimorfismo de
enzimas de restricado (RFLP) € uma técnica util para a genotipagem do HCV em
diferentes grupos, uma vez que apresenta baixo custo comparado aos outros
métodos comerciais. Mas o0 sequenciamento direto € o padrdo-ouro para
determinacdo de gendtipos e subtipos de HCV (Chevaliez & Pawlotsky, 2006;
Chevaliez et al., 2012; Franciscus &Highleyman, 2014; Casanova et al., 2014,
Firdaus et al., 2015).

1.2.7.3 Utilizagao de Testes rapidos

Atualmente, varios testes rapidos para deteccdo de anticorpos anti-HCV
estdo comercialmente disponiveis e vém sendo introduzidos como uma ferramenta
alternativa para o diagnostico da hepatite C (Khuroo et al., 2015).

O teste baseia-se no principio da reac¢ao antigeno-anticorpo onde o antigeno
encontra-se fixado na linha T do teste e os anticorpos anti-HCV na amostra do
paciente, caso tenha tido contato prévio com o HCV. A linha T do teste apresenta
uma combinacdo de antigenos (core, NS3, NS4 e NS5) que pode variar de acordo
com o fabricante (Shivkumar et al. 2012). Com a adi¢cdo da amostra com presenca
de anticorpos anti-HCV, este reage com o0 conjugado (proteina A) e migra até a
linha T do teste onde se ligara aos antigenos fixados, produzindo cor rosa (Figura
12).
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Figura 13: Representacao esquematica do teste r4pido de fluxo lateral
Fonte: http://www.telelab.aids.gov.br/index.php/component/k2/item/109

Os testes de diagnostico rapido sdo ferramentas Uteis para triagem de
individuos infectados, principalmente quando ha urgéncia no resultado. Sua
importancia se da pela facilidade de uso, a rapidez, e altas probabilidades de
correta classificagdo quando ha presenca de infeccdo pelo HCV em comparacgao
ao teste padrao. Estudos demonstraram bom desempenho dos testes rapidos para
hepatite C na populacdo em geral, com sensibilidade de 70,3% a 93,84% e
especificidade de 93,75% a 100% (Kim et al. 2013; Rosa et al., 2013; Tagny et al.
2014; Scalioni et al. 2014).

O fluxograma de triagem da infeccdo pelo HCV por meio de testes rapidos, €
indicado para ampliar o acesso ao diagnostico da infeccdo pelo HCV, conforme
ilustrado a seguir (Brasil, 2015a; 2015d).

Amastra
{sangue)

Realizar Teste
Rapido Anti HCV

nao
 J
Repetir Teste
Rapido Anti HCV

'Jéid> sim

Encaminhar o paciente para o servigo de saide
Nac____ul para realizagdo do diagndstico do HCV usando
um dos fluxogramas definidos para laboratdrio

Encaminhar o paciente para o servigo de salide para
sim——=+{ confirmagio do diagnéstice do HCV usando um dos
fluxogramas definidos para laboratorio.

Resultado
Reagente?

n3c

Figura 14: Fluxograma de triagem da infec¢do pelo virus da hepatite C por
meio de testes rapidos
(Fonte: Brasil, 2015a. Manual Técnico para o Diagnéstico das Hepatites Virais)
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Quando um resultado for reagente pelo teste rqpido € necessario confirmar a
presenca de infecgdo ativa por meio de testes moleculares ou de antigeno, visto
que este fluxograma indica contato prévio com o HCV. Entretanto, em caso de
resultado ndo reagente e permanéncia da suspeita de infeccdo, apos 30 dias
coletar uma nova amostra para repetir o teste (Brasil, 2015a).

Importante destacar que esse fluxograma pode ser utilizado em gestantes.
Mas, néo € indicado para individuos menores de 18 anos e/ou imunossuprimidos,

uma vez que esses testes detectam anticorpos do HCV.

1.2.8 Prevencao

Ainda néo existe vacina disponivel para prevencao da hepatite C. Por isso,
deve-se evitar a transmissdo do HCV através da eliminacdo dos comportamentos
de risco, como a exposi¢cdo percutanea a sangue contaminado com esse virus, que
€ um dos principais modos de transmissdo. Além do ndo compartiihamento de
seringas e agulhas, objetos perfurocortantes como laminas de barbear, alicate de
unha e outros, que contribuirdo com a reducdo das taxas de infec¢do (Klevens et
al, 2012; Hagan & Schinazi, 2013).

Apesar da transmisséo sexual do HCV ainda ser controversa, principalmente
entre casais heterossexuais € monogamicos, 0 uso de preservativos e praticas
sexuais seguras sdo aconselhadas para a prevencdo da transmissdo do HCV
(Russell et al, 2009; Hagan & Schinazi, 2013).

O cumprimento das normas sanitarias e de biosseguranga nos
estabelecimentos de saude, saldes de beleza e em lojas de tatuagem e piercing
sao essenciais para prevencéo da hepatite C e de outras infec¢oes (Klevens et al,
2012; Villar et al.,, 2014). ApoOs a adocédo dos testes de triagem anti-HCV em
doadores de sangue em 1993 e, recentemente a inclusdo de Teste de Acido
Nucleico (Nat) em bancos de sangue publicos e privados do pais, foi responsavel
por uma significativa reducdo do risco de infec¢cdo desse virus por transfusédo
sanguinea, que esta em torno de 0,001% por unidade de sangue transfundida
(Martins et al., 2011; Villar et al., 2014).

Portanto, para erradicar o HCV, a transmissdo deve ser eliminada de trés
modos: triagem de casos de HCV e consequente conscientizacdo destes individuos
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para que evitem a infeccdo de outros individuos, tratamento dos individuos
positivos e mudanca de politica e comportamento para prevenir novas infeccbes e
reinfec¢des (Hagan & schinazi, 2013; WHO, 2017c).

O principal objetivo do tratamento da hepatite C € a erradicacéo do virus. De
modo a aumentar a expectativa e a qualidade de vida do individuo infectado,
diminuindo a incidéncia de complicacdes hepaticas crbnicas e reducdo da
transmissao do HCV (Corey et al., 2010; Brasil, 2015c). Constatando a erradicacao
do virus por meio da Resposta Viroldégica Sustentada (RVS), caracterizada pelo
resultado de HCV-RNA indetectavel na 122 ou 242 semana apOs 0 inicio
tratamento, conforme o regime terapéutico estabelecido (Brasil, 2015c; EASL,
2017b).

No entanto, antes de indicar o tratamento deve se avaliar o grau de
acometimento hepatico, parametros virolégicos basais e presenca de
comorbidades, como a sindrome metabdlica, a obesidade, o etilismo e a coinfec¢éo
por HIV (Collazo et al., 2011; Brasil 2015c). A caracterizacdo genotipica
complementa a avaliagcdo clinico-laboratorial na definicdo da estratégia para o
tratamento da hepatite C crénica (Germer et al., 1999; EASL, 2017b).

1.3 Populag¢des vulneraveis as infec¢cdes pelo HBV e HCV

Apesar de todas as pessoas estarem vulneraveis a contrair hepatites virais,
do tipo B e C, algumas populacdes apresentam uma exposicado maior e um risco
aumentado em relacéo a populacao geral, tais como (PAHO, 2017):

* Pessoas com doencgas sexualmente transmissiveis (DST);
* Militares, policiais e profissionais do sistema carcerario;

* Coletores de lixo hospitalar e domiciliar;

» Comunicantes sexuais de portadores de hepatite B e C;

* Doadores de sangue;

* Lésbicas, gays, bissexuais, travestis e transexuais;

* Pessoas institucionalizadas;

» Manicures, pedicures e poddlogos;

* Populagdes de assentamentos e acampamentos;

* Populagdes indigenas;
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* Receptores de transfusdo de sangue (principalmente antes de 1993);
* Profissionais do sexo;

» Usuarios de drogas ilicitas

» Caminhoneiros.

Por isso, as campanhas de conscientizacdo e testagem tém esses grupos
como alvos. Além destes grupos, as gestantes também devem ser testadas,
visanddo impedir a transmissao vertical, principalmente da Hepatite B.

Portanto, recomenda-se que 0s grupos populacionais mencionados sejam
prioritariamente testados, objetivando a ampliacdo do acesso ao diagndstico e ao
tratamento da hepatite B e C em todo o territério nacional (Brasil, 2017a).

Dentre esses grupos pupulacionais de maior vulnerabilidade as infec¢des
por HBV e HCV, ha aqueles que possuem taxas de prevaléncia e riscos ainda mais
elevados para contracdo dessas infeccfes, sdo eles os individuos infectados pelo
HIV, doentes renais crénicos em hemodidlise e individuos portadores de
coagulopatia, especialmente os hemofilicos e com Doenca de Von Willebrand
(Edey et al., 2010; Lacombe & Rockstroh, 2012; Brasil, 2017a).

1.3.1 Coinfecg¢des: HIV/HBV e HIV/HCV

A prevaléncia de infec¢cdo por HBV e HCV é maior entre os individuos
infectados com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) em comparacdo com a
populacao geral. Pois, esses virus compartilham as principais vias de transmissao,
especialmente a via parenteral, sexual e perinatal, apesar dessas Ultimas duas vias
estarem pouco envolvidas na transmissdo do HCV. Devido a esses modos
compartilhados de transmissao, as pessoas em risco de infec¢do pelo HIV também
estdo em risco de infeccdo pelo HBV e HCV (Hoffmann et al., 2012; Kretzer et al.,
2014; WHO, 2017b).

Em todo o mundo, estima-se que em torno de 36,7 milhdes de pessoas
viviam com HIV no final de 2015. Das quais, a prevaléncia global de coinfec¢do do
HIV/HBV é de 7,4% e da coinfeccdo do HIV/HCV é de 6,2% (WHO, 2017b).
Estudos mostram que a probabilidade de infec¢do pelo HCV é seis vezes maior em
pessoas vivendo com HIV do que na populacéo geral (Platt et al., 2016).

A prevaléncia e a via de transmissado do HBV na populacéo infectada pelo
HIV variam conforme as regides geograficas. Em regiées endémicas, como a Africa
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e Asia que a prevaléncia € de 10%, a maioria da transmissdo do HBV ocorre de
mae para filho no nascimento ou antes de completar os 5 anos de idade devido o
contato intradomiciliar, procedimentos médicos ou escarificacbes (Modi & Feld,
2007; Lacombe & Rockstroh, 2012; Utsumi & Lusida, 2015). JA4 na Europa
Ocidental e Estados Unidos da América (EUA), a prevaléncia global é de 6%, onde
a maioria das coinfeccbes HIV/HBV pode ser localizada em homens que fazem
sexo com homens (Konopnicki et al., 2005; Soriano et al., 2010; Sun et al., 2014).

Enquanto, a transmissdo do HCV é altamente eficaz através do contato com
sangue contaminado, a prevaléncia de coinfeccdo HIV/HCV em diferentes paises,
regides e populagdes esta intimamente relacionada com a prevaléncia de uso de
drogas intravenosa (Utsumi & Lusida, 2015). Por isso, na Europa, Australia e EUA,
cerca de 25% da populacdo esta coinfectada HIV/HCV (Rockstroh & Spengler,
2004). Enquanto, taxas de coinfec¢cdo HIV/HCV (70%) ainda mais elevadas foram
observadas em paises da Europa Oriental, como a Ucrania e a Russia, onde o uso
de drogas injetaveis € a principal via de transmisséo do HIV (Soriano et al., 2008).

No Brasil, existem diferentes valores de prevaléncia de coinfeccdo do HIV
com HBV e HCV e um numero significativo de individuos coinfectados
assintomaticos, levando a um diagndstico tardio e subnotificacdo dos casos (Farias
et al., 2012; Oliveira et al., 2014).

Nos estudos brasileiros, a prevaléncia de HIV/HBV varia de 2,8% a 10,3%,
enquanto a coinfeccdo de HIV/HCV varia de 4,6% a 13,6% (Farias et al., 2012,
Tavora et al., 2013; Flores et al., 2016), de acordo com a regido do pais (Oliveira et
al., 2014). Nos estados de Goids, Ceard, S@o Paulo e Porto Alegre foram
encontrados, respectivamente, 3,8%, 3,7%, 2,8% e 4,2% de prevaléncia de
infeccdo por HBV (HBsAg) na populagdo vivendo com HIV/Aids. Enquanto a
prevaléncia de infeccdo por HCV (anti-HCV) foi 9,7%, 5,4%, 6,4% e 13,6% nos
mesmos estados (Farias et al., 2012; Tavora et al., 2013; Brandao et al., 2015;
Brasil, 2017a).

Segundo o boletim epidemiol6gico das hepatites virais (2017), foram
observadas taxas de coinfec¢cao HIV/HBV de 5,2% e HIV/HCV de 9,8% no periodo
de 2007 a 2016. A proporcado de individuos coinfectados variou segundo as
regides; onde a coinfeccdo HIV/HBV foi mais prevalente no Sudeste (8,1%)
seguida pelas regibes Nordeste (4,3%); Sul (4,1%), Centro-Oeste (3,9%) e Norte

(2,0%). Em relacdo a coinfeccdo HIV/HCV, a maior proporcdo de individuos
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coinfectados foir relatada na regido Sul (13,2%) seguido pelas regides Sudeste
(9,5%); Centro-Oeste (7,8%), Nordeste (3,8%) e Norte (2,7%) (Brasil, 2017a).

Sabe-se que o HIV acelera a evolugdo da lesdo hepatica causada pelo HBV
e HCV, especialmente em pacientes com maior imunodeficiéncia, levando ao
aumento da morbidade e mortalidade (Joshi et al., 2011; Utsumi & Lusida, 2015).
Geralmente o quadro clinico dos individuos coinfectados HIV/HBV e HIV/HCV pode
ser ainda mais grave devido a interagdo desses virus, acelerando a atividade
necroinflamatdria e progressdo para doenca hepética grave. Sendo o risco de
mortalidade por doencas do figado 2-3 vezes maior entre os coinfectados do que
0s pacientes monoinfectados (Lacombe & Rockstroh, 2012).

A historia natural da infeccao pelo HBV ¢ alterada pelo HIV, pois, individuos
coinfectado HIV/HBV tem cinco a seis vezes mais chance de se tornarem
portadores crénicos do HBV do que os individuos monoinfectados com HBV (Lok &
Mcmahon, 2009; Coffin et al., 2012). O HIV aumenta a replicacdo do HBV, pois,
individuos soropositivos para o HIV tém imunidade celular diminuida, possibilitado
0 aumento da replicacdo e variacdo na viruléncia do HBV. Consequentemente,
levando a forma mais grave de doenca hepatica (Lok & McMahon, 2009; Coffin et
al., 2012).

Esses individuos tendem a evoluir com menores taxas de soroconversao
espontanea do HBeAg para anti-HBe e HBsAg para anti-HBs — e apresentam altas
taxas de replicacao viral (Lok & McMahon, 2009). Formas mais graves de doenca
hepética também tem sido associadas a sindrome de reconstituicdo imune apés a
terapia antirretroviral (TARV), ocasionando piora nas provas de funcdo hepatica,
possivelmente decorrente do aumento da atividade necroinflamatoria (Drake et al.,
2004; Coffin et al., 2012; EASL, 2017a).

Em relacdo a coinfeccdo do HCV em portadores do HIV, pouco se sabe
sobre os efeitos adicionais da presenca do HCV, apesar de existir estudos que
comprovam a contribuicdo do HIV na progressao da infecgéao pelo HCV, que evolui
mais rapido para cirrose (Brasil, 2015c). Estudos recentes sugerem que o HCV
possa ser um cofator para a evolucéo da infec¢do do HIV, acelerando a queda das
células CD4 (Hoffmann et al., 2012). O HCV induz células CD4 a se proliferarem no
tecido hepatico, podendo levar a facilitagdo da replicacdo do HIV, especialmente
nos pacientes com altos titulos de HCV. Além disso, a interagdo do HCV com o HIV

interfere também na producdo de citocinas celulares levando ao aumento dos
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niveis dos dois virus. Por isso, devem ser levados em consideragcdo no suporte
clinico desses pacientes, 0s aspectos quanto ao tipo de tratamento e progressao
para fibrose (Franco et al., 2014; Hoffmann et al., 2012).

Por esse motivo, o diagndstico precoce de infeccdo por HBV e HCV é
importante, principalmente entre individuos infectados com HIV, uma vez que a
coinfeccdo pode afetar o prognostico da doenca, a definicdo de tratamento e,
consequentemente, o resultado da terapia (Lacombe & Rockstroh, 2012; Tavora et
al., 2013).

Desde 2015, a OMS recomendou o tratamento para todos com diagndstico
de infeccado pelo HIV, independentemente do estagio da doenca. No entanto,
quando héa presenca de coinfeccdo com HBV, o TARV pode ser muito desafiador.
Visto que, os individuos infectados pelo HIV geralmente sdo menos sensiveis ao
tratamento para o HBV, além de aumentar o risco de hepatotoxicidade e interacfes
medicamentosas, como € o0 exemplo do uso de alfainterferon, que esta
contraindicado nessa situacdao (Matthews et al.,, 2014). No entanto, o0s
medicamentos ativos contra o HIV e o HBV podem permitir a simplificacdo do
regime de tratamento, como € o caso do tenofovir, considerado como primeira
escolha no tratamento recomendado contra a coinfecgdo HIV/HBV (Agyeman &
Ofori-Asenso, 2016; Brasil, 2017b).

Pacientes portadores de coinfeccdo HIV/HCV devem ser priorizados para
receber um regime de tratamento compativel com sua terapia antirretroviral.
(Sulkowski et al., 2014; EASL, 2017b).

A administracdo de TARV demonstrou diminuicdo na progressao da fibrose
e na mortalidade associada a doencga hepatica (Qurishi et al., 2003). Por isso, na
maioria das diretrizes, a coinfec¢cao por HBV ou HCV representa uma comorbidade

na qual o inicio do tratamento do HIV é recomendado (Brasil, 2017b).

1.3.2 Portadores de doenca renal cronica (DRC) em hemodialise e as

infeccbes com HBV e HCV

Os pacientes portadores de DRC em hemodialise sdo considerados de alto
risco de adquirir infeccao por HBV e HCV, comparados a populacédo em geral. Pois,
a exposicdo frequente ao sangue, a contaminagcdo nosocomial, repetidas
transfusdes de sangue, transplante de 6rgdos e tempo em hemodialise que esta
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populacdo esta submetida contribui com o risco aumentado de infec¢do por HBV e
HCV. Visto que, a exposi¢cdo parenteral € a principal via de transmissdo desses
virus, que ocorre durante o tratamento de hemodialise (Edey et al., 2010; Carvalho-
Filho et al., 2015).

Doenca renal cronica afeta cerca de 10% da populacdo mundial,
independente da idade e raga (Brasil, 2015d). Estima-se que haja
aproximadamente 112.000 pessoas em dialise no Brasil em 2014 e a prevaléncia
de testes soroldgicos positivos para HBsAg e anti-HCV mostrou-se estavel nos
altimos anos, com 1,4% e 4,2%, respectivamente (Sesso et al., 2014). Moreira e
colaboradores (2010) demonstraram altas prevaléncias de HBsSAg nos servigos de
dialise analisados, de diferentes Estados do pais, sendo 15,4% em Sao Paulo
(Moreira et al.,2010), 3,3% em Recife (Albuquerque et al., 2009), 10% em Santa
Catarina (Carrilho et al., 2004) e 5,5% em Campinas (Marquesini et al., 2008).
Enquanto a prevaléncia de anti-HCV foi de 6,4%, 13,9%, 14,8% e 52% em
Campinas, Manaus, Juiz de Fora e Fortaleza, respectivamente (Medeiros et al.,
2004; Marquesini et al., 2008; Maia et al., 2009).

A incidéncia de infec¢cdes pelo HBV e HCV em populacdes em dialise
diminuiu nas ultimas décadas, principalmente devido a melhorias no controle de
infecgbes e na implementacdo da vacinagdo contra o HBV. Independentemente
disso, surtos de infec¢do continuam a ocorrer em unidades de dialise, e as taxas de
prevaléncia continuam inaceitavelmente altas. Por varias razdes, 0s pacientes em
dialise correm maior risco de adquirir esses virus (Edey et al., 2010). Portanto, os
surtos decorrentes dessas infeccbes em pacientes DRC ainda s&o uma importante
preocupacdo de salde publica, tanto de paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Estudos revelaram diferentes taxas de infeccédo por esses virus,
geralmente influenciadas pela estrutura organizacional ou processo de trabalho dos
centros de hemodialise, assim como a frequéncia na higiene e esterilizacdo dos
equipamentos e sala de dialise, a distribuicdo dos pacientes e dos trabalhadores de
saude na sala de didlise e quantidade de reutilizacdo dos capilares. Evidenciando
assim, falhas no cumprimento das normas sanitarias estabelecidas para unidades
de hemodialise (Carrilho et al 2004; Santos e Souto 2007; Moreira et al 2010;
Chang et al 2014, Fabrizi et al., 2015; Fabrizi e Messa, 2015)

A historia natural da infecgdo por HBV nos pacientes DRC em hemodialise

possui alguns aspectos peculiares. A progressao para a cronicidade ocorre em
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cerca de 60% dos casos devido ao efeito imunossupressor da insuficiéncia renal. A
maioria dos pacientes em hemodialise com infeccdo crbnica pelo HBV possui
HBeAg negativo, embora néo indique, necessariamente, a auséncia de replicacao
viral. Por isso, torna-se fundamental a avaliacdo da replicacdo viral e do grau de
acometimento hepatico nesses pacientes, na tentativa de prevenir ou minimizar as
consequéncias da infec¢do pelo HBV. Além disso, o curso clinico da doenca pode
variar de acordo com o momento de infec¢cdo e gendtipo do virus. Geralmente, a
maioria dos pacientes recentemente infectados por HBV e submetidos a dialise
apresentaram um curso clinico relativamente leve e frequentemente assintomatico,
com niveis de transaminases séricas normais ou ligeiramente elevadas (Edey et
al., 2010; Fabrizi e Messa, 2015).

A histéria natural da infeccdo pelo HCV em DRC nédo é totalmente
compreendida, apesar da evidéncia de que a infeccdo por HCV interfere
negativamente na sobrevivéncia desses pacientes e aqueles submetidos a
transplante renal. Os pacientes em hemodidlise apresentam uma doenca hepatica
mais leve com niveis menores de aminotransferase e carga viral, representados
por caracteristicas histolégicas mais leves na bidpsia hepatica. Além disso, o curso
clinico assintomético é consistente com uma progressdo da doenca mais lenta e
uma menor frequéncia de cirrose e carcinoma hepatocelular (Marinaki et al., 2015).
Entretanto, a imunossupressdo leva a uma resposta do hospedeiro menos
agressiva ao virus e a liberacédo intradialitica de citocinas "hepatoprotetoras" como
o interferon (IFN)-a e o fator de crescimento de hepatdcitos, associando assim a
hepatite C cronica a uma maior mortalidade cardiovascular e a maior progressao
da doenca renal em pacientes DRC (Wong et al., 2005; Oliveira et al., 2009).

O diagndstico da hepatite B e C em pacientes DR € dificultado em raz&o do
quadro clinico inespecifico, semelhante aos sintomas de uremia, dos niveis
normais ou flutuantes de ALT, baixa viremia observada nesses pacientes e,
consequentemente, maior chance de testes sorolégicos com resultado falso-
negativo (Alter et al., 2003; Sharif et al., 2015). Por isso, atualmente o teste HBsAg
e anti-HCV séo realizados a cada seis meses nas clinicas de dialise para monitorar
a ocorréncia de novas infec¢bes, sendo confirmado por testes de biologia
molecular (Wong et al., 2005; Oliveira et al., 2009).

Os pacientes com DRC avancada apresentam comprometimento geral da

resposta imune. Os pacientes urémicos produzem titulos baixos de anticorpos
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neutralizantes contra antigenos de superficie, aumentando os riscos de infec¢des
pelos virus da hepatite B e C, fato que pode explicar resultados de exames
soronegativos (Alter et al.,, 2003; Sharif et al., 2015). Por isso, o diagnostico
precoce da infeccdo pelo HBV e HCV tem, como principais vantagens, a instituicao
do tratamento na fase aguda da doenca, aumentando as chances de resposta
terapéutica, e a identificacdo precoce dos pacientes recém-infectados, permitindo a
adocdo de medidas que visam controlar a propagacado dessas infeccbes nas
unidades de dialise (Alter et al., 2003; Wong et al., 2005).

O tratamento de pacientes portadores de DRC e infectados por HBV ou HCV
esta indicado, desde que haja ajuste de dose ou usados com precaucao por esse
grupo. No caso do HCV, a terapia estd indicada aos pacientes ndo tratados
anteriormente com daclatasvir, simeprevir ou sofosbuvir, e que apresentem
resultados de exame indicando fibrose hepatica avancada (METAVIR F3 ou F4)
(EASL, 2017b). Ja no caso de tratamento da hepatite B, ha trés antivirais
disponiveis (tenofovir, entecavir e tenofovir), porém o tenofovir & contraindicado
para os portadores de DRC. Além disso, a funcdo renal deve ser acompanhada
durante o tratamento antiviral para identificar uma possivel necessidade de

mudanca de tratamento ou de um novo ajuste de dose (EASL, 2017a).

1.3.3 Portadores de coagulopatia (hemofilia e Doenca de Von Willebrand) e

as infeccées com HBV e HCV.

As coagulopatias hereditarias, como a hemofilia (tipo A e B) e a Doenca de
Von Willebrand (DVW), sdo doengcas hemorragicas resultantes da deficiéncia
quantitativa e/ou qualitativa de proteinas plasméticas da coagulacéo, implicando na
reducdo da formacdo de trombina que é um fator fundamental para a coagulacéo
do sangue. A hemofilia, do tipo A — possui deficiéncia do fator VIII e do tipo B —
possui deficiéncia do fator IX da coagulacdo, € uma doenca genética ligada ao
cromossomo X e acomete quase exclusivamente individuos do sexo masculino. Ja
a DVW ocorre devido a mutacdo no cromossomo 12, caracterizada por deficiéncia
qualitativa ou quantitativa do fator de Von Willebrand de coagulacdo, e acomete
individuos de ambos os sexos (Brasil, 2006; Federici et al., 2006).

Estima-se que, na populagdo mundial, a hemofilia afeta 1 em cada 10.000
recém-nascidos, sendo classificada como doenca rara. Enquanto a DVW atinge de
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0,8% a 2% da populacdo. No Brasil, em 2015 o numero de pacientes com
coagulopatias hereditarias era de 22.932, dos quais a hemofilia A era de 9.908
(43,21%), a hemofilia B era de 1.948 (8,49%) e a DVW de 7.220 (31,48%) do total
de portadores de coagulopatia hereditaria (Rezende et al., 2009; Brasil 2017).

O tratamento das coagulopatias baseia-se na reposicdo do fator de
coagulacdo deficiente, quando houver manifestacbes hemorragicas ou como
profilaxia primaria. No tratamento das hemofilias A e B, bem como da DVW, devem
ser empregados os concentrados de fator VIII, fator IX e fator Von Willebrand,
respectivamente. Esta terapia aumenta a sobrevida desses pacientes e apresenta
sucesso também na prevencao das diferentes manifestagcbes hemorragicas, como:
Na hemofilia - hemartroses, artropatia hemofilica crénica, hematoma, hematuria,
sangramento gastrointestinal e pseudotumor hemofilico ou cistos hemorragicos. Na
DVW - os episodios hemorragicos mais caracteristicos sdo os sangramentos de
mucosas, como epistaxes, gengivorragias e menometrorragias (Mannucci et al.,
2001; Brasil, 2006).

No entanto, o grande inconveniente destas terapias é que os fatores de
coagulacdo eram feitos de plasma humano congelado, conhecido como
crioprecipitado. Essa técnica gerava a possibilidade de infeccdo por
microorganismos veiculados pelo sangue, como o HBV e HCV, por exemplo. Mas
a partir de 2002, através da Resolucdo RDC n.° 23 publicada em 24 de janeiro de
2002, o Ministério da Saude proibiu a utilizacdo de crioprecipitado para terapia de
reposicdo em hemofilicos e portadores de DVW, exceto em situacdo de
inexisténcia de concentrados sintéticos. As opc¢Ges de tratamento das
coagulopatias tém evoluido rapidamente nos ultimos anos, proporcionando maior
seguranca aos pacientes que necessitam de terapia de reposicdo. Como foi o caso
da fabricacdo dos fatores de coagulacado sintéticos pela industria farmacéutica, a
qgual emprega técnicas de biologia molecular e de purificacdo para a fabricacéo dos
concentrados recombinantes (Brasil, 2006; Pimentel, 2006; Federici et al., 2006).

Apesar desses avancos, a transfusdo sanguinea continua sendo a principal
terapia. Antes dos anos 90, o risco de contaminacdo por doencas veiculadas pelo
sangue era muito grande, mas a partir de 1993, através da Portaria N°. 1.376 de 19
de novembro de 1993 (Brasil, 1993), testes laboratoriais (entre eles o teste de
hepatite C — anti-HCV) passaram a ser obrigatorios em bancos de sangue e com

isso diminuiu significativamente este risco. Inclusive, atualmente sdo poucos 0s
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casos relatados de infeccbes derivadas de transfusfes. Mas antes disso, um
grande numero de individuos portadores de coagulopatia foi contaminado com
sangue infectado, sendo o HCV um dos principais agentes infecciosos, pois, nao
havia sido implantado nos bancos de sangue teste diagndstico para este virus
(Brasil, 2006; Pimentel, 2006).

Portanto, os portadores de coagulopatia com idade acima de 20 anos, que
receberam fatores de coagulagdo ou transfusdes sanguineas antes de 1993,
possuem uma probabilidade maior de infeccdo pelo HCV e HBV, entre outros
agentes infecciosos (Pimentel, 2009). No caso do Brasil, a prevaléncia de infec¢ao
por HBV varia de 0,7% a 2,3%, enquanto a infec¢cado pelo HCV varia de 2,5% a
34,9% nos portadores de coagulopatia, de forma geral (Rezende et al., 2009;
Ferreira et al., 2014; Brasil, 2015b).

Mas um inquérito nacional sobre as caracteristicas dos pacientes com
coagulopatias hereditarias no Brasil, revelou que entre aqueles portadores de
hemofilia A, hemofilia B e DVW a prevaléncia de sorologia positiva para hepatite B
(HBsAQ) foi de 0,98%, 0,90% e 0,35%, respectivamente. Enquanto a sorologia para
hepatite C (anti-HCV) apresentou prevaléncia de 4,06%, 4,63% e 0,76%,
respectivamente (Rezende et al., 2009; Ferreira et al., 2014)

Varios estudos tém demonstrado que o curso natural da infeccdo pelo HCV,
em pacientes hemofilicos € similar aos pacientes sem hemofilia, entretanto, sao
poucos os dados na literatura que mostram a resposta imunoldgica contra o HCV e
HBV nos pacientes portadores de coagulopatia (Federici et al., 2006; Franchini et
al.,2006; Pimentel, 2006). Além disso, estudos que avaliacdo a associacdo da
resposta imune humoral e celular, carga viral do HCV e as concentracdes de
transaminases (AST e ALT) nessa populagao infectada pelo HCV nao observaram
perfil diferente entre infectados pelo HCV e os néo infectados (Pimentel, 2006).
Hemofilicos infectados com HCV tém apresentado uma progressdo lenta de
doenca hepética, com a minoria dos casos evoluindo para uma doenca hepatica e
hepatocarcinoma em estagio final. Mas por outro lado, uma porcentagem
significativa de hemofilicos infectados com HCV também foram coinfectados com o
HIV, que pode acelerar a progressdo da doenca hepatica (Castro et al., 2014).

Quanto ao tratamento da hepatite C nessa populacdo, seu objetivo é
interromper a infecgao crénica para prevenir a progressao da hepatite para cirrose,

descompensacdo hepatica e céancer. Estudos com o0s esquemas terapéuticos
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anteriores ndo mostraram resposta adequada aos medicamentos. No entanto, o
tratamento atual do HCV, tem se mostrado altamente eficaz e com o surgimento de
novos agentes antivirais, sem interferon e geralmente com terapias de uso oral e
diario, durante 8 a 12 semanas. Alcancando resposta viral sustentada em mais de
95% e com praticamente nenhum efeito colateral, como vem mostrando a maioria
dos estudos sobre o tratamento do HCV nessa populagéo (Lee, 2015; Makris &
Konkle, 2017). Mas para o tratamento das hepatites virais nesse grupo, deve ser
criteriosamente avaliado pelo médico especialista, considerando também a
existéncia de outras comorbidades, além do perfil virolégico dessas infeccdes e

existéncia/extensdo do dano hepético (Castro et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O diagnéstico precoce da infeccao pelo HBV e HCV é de suma importancia,
principalmente nas populacbes mais vulneraveis. Mas para isso, 0s testes
digndsticos disponiveis devem oferecer boa acuracia, com capacitada de detectar
os individuos verdadeiramente infectados.

Estudos brasileiros para identificar a prevaléncia de infeccdo por HBV e HCV
sdo comuns na populacdo em geral, principalmente na regido sudeste do pais
(Pereira et al., 2009; Marques et al., 2011; Melo et al., 2015; Villar et al., 2015b;
Ximenes et al., 2015), mas dados semelhantes ainda s&o escassos na regiao
nordeste, especialmente entre os individuos HIV-positivo, pacientes com DRC em
hemodialise e pacientes com coagulopatia hereditaria. Visando a realizacdo de
diagnostico precoce a fim de tratar e prevenir a transmissédo dessas infeccdes e,
consequentementente, prevenir a progressao de dano hepético.

O diagnostico do HBV e HCV é comumente feito pelo método ELISA (do
inglés Enzime-Linked Immunosorbent Assay), um ensaio imunoenzimatico que se
baseia nas reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enzimaticas
com o soro do paciente. No entanto, para a execucao desses ensaios é necessario
profissional especializado e infraestrutura laboratorial. Enquanto, os testes de
diagnéstico rapido séo ferramentas Gteis para o diagnostico de HBV e HCV, uma
vez que, possuem baixo custo, podem ser armazenados em temperatura ambiente,
realizados por qualquer profissional treinado, sédo de execuc¢ao rapida e simples, o
que os tornam adequados para situacfes de emergéncia e em areas remotas e
sem infraestrutura.

Estudos demonstraram bom desempenho dos testes rapidos para hepatite B
e C na populacdo em geral (Randrianirina et al, 2008; Bottero et al, 2013; Kim et al,
2013). Entretanto, ainda existem poucos dados do desempenho desses testes em
grupos de individuos HIV-positivo, DRC e portador de coagulopatia. De forma que
avalie a influéncia do HIV no desempenho desses ensaios, bem como, a
interferéncia do tratamento de hemodialise e a terapia de reposicdo do fator de
coagulacéao.

Diante disso, destaca-se a importancia de determinar a eficiéncia dos testes
rapidos para HBV e HCV também nesses grupos populacionais. Pois, estes dados

poderdo ampliar o acesso ao diagndstico precoce, com menor custo, a esses
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individuos. Assim, o0 presente estudo objetivou avaliar a prevaléncia e o
desempenho de testes rapidos para detec¢cdo de marcadores da infeccdo pelos
virus das hepatites B e C em individuos com maior vulnerabilidade para aquisicdo
destas infeccdes, a fim de fornecer subsidios para definicAo de politicas e
protocolos de diagnostico das hepatites B e C.

Para esse estudo, a populacdo amostral foi selecionada nos servigos de
saude do estado do Rio de janeiro e do Ceard, sendo o grupo de pacientes HIV
recrutados em ambulatorios de HIV/Aids do Rio de Janeiro-RJ e Fortaleza-CE; o
grupo de pacientes hemodialisados recrutados em trés clinicas privadas de dialise
do Rio de Janeiro-RJ, Queimados-RJ e Fortaleza-CE; o grupo de pacientes
coagulopatas (hemofilia ou doenca de Von Willebrand) foram recrutados no Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Cear4, localizado em Fortaleza-CE.

As amostras foram selecionadas nesses locais e servicos de saude por
serem referéncia para tratamento e acompanhamento das referidas populacoes.
Além disso, a escolha de dois Estados téo distindos, um da regido sudeste e outro
da regido nordeste, foi para observar/comparar os perfis epidemiolégicos das
infeccbes pelo HBV e HCV. Além disso, avaliar o desempenho de testes rapidos
para deteccdo desses virus em estudo de campo com tais populacdes de maior
vulnerabilidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a prevaléncia e avaliar o desempenho de testes rapidos para

deteccdo de marcadores da infecgéo pelos virus das hepatites B e C em individuos

com maior vulnerabilidade para aquisicdo dessas infeccbes, a fim de fornecer

subsidios para definicdo de politicas publicas de diagndstico das hepatites B e C.

3.2 Objetivos Especificos

Investigar a prevaléncia de infeccdo pelo HBV e HCV em individuos
infectados pelo HIV, pacientes com insuficiéncia renal cronica, e
pacientes com coagulopatia residentes na regido Nordeste do Brasil e
avaliar a influéncia de caracteristicas socioeconémicas e

comportamentos de risco em relacdo a prevaléncia dessas infeccoes;

Analisar o desempenho de testes rapidos para deteccdo do HBsAg e
anti-HCV em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) em comparagdo aos resultados dos testes
imunoenzimaticos e moleculares, a fim de avaliar a aplicabilidade dos
testes rapidos para incremento ao acesso ao diagnoéstico na populacao

citada;

Analisar o desempenho dos testes rapidos para detec¢cdo do HBsAgQ e
anti-HCV em pacientes renais crénicos em comparag¢ao aos resultados
dos testes imunoenzimaticos e moleculares para determinar a utilidade

dos testes rapidos para o diagnostico das hepatites B e C nesse grupo.
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4 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados obtidos nesta tese sera no formato de

manuscrito, composto por trés artigos submetidos e publicados em revistas

cientificas internacionais e indexadas. Listamos os artigos a seguir, indicando

autoria e revista escolhida para publicacao:
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Artigo 1: Barbosa JR, Bezerra CS, Carvalho-Costa FA, Azevedo CP, Flores
GL, Colares JKB, Lima DM, Lampe E, Villar LM. Cross sectional study to
determine the prevalence of hepatitis B and C virus infection in high risk
groups in northweast region of Brazil. Int J Environ Res Public Health.
2017;14(7):793. Doi: 10.3390/ijerph14070793

Artigo 2: Barbosa JR, Colares JKB, Flores GL, Cortes VF, Miguel JC, Portilho
MM, Marques V, Potsch D, Brandao-Mello C, Amendola-Pires MM, Pilotto JH,
Lima DM, Lampe E, Villar LM. Performance of rapid tests for detection of
hepatitis B and C markers among HIV infected patients. J Virol
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Artigo 1: Cross-Sectional Study to Determine the Prevalence of Hepatitis B
and C Virus Infection in High Risk Groups in the Northeast Region of Brazil

o Objetivo: Investigar a prevaléncia de infec¢éo por HBV e HCV em pacientes
HIV-positivos, Doentes Renais Cronicos (DRC) em hemodiélise e coagulopatas em
Fortaleza-CE, Brasil.

o Situacdo do Manuscrito: Artigo publicado na revista International Journal of
Environmental Research and Public Health.

Classificacdo Qualis: Area de Medicina Il - B1, Fator de Impacto: 2.540 (2016)

Autores: Jakeline Ribeiro Barbosa, Cristianne Sousa Bezerra, Filipe Anibal
Carvalho-Costa, Carolina Pimentel de Azevedo, Geane Lopes Flores, Jeova Keny
Baima Colares, Danielle Malta Lima, Elisabeth Lampe, Livia Melo Villar

Resumo: As infeccbes por HBV e HCV sdo mais prevalentes em populacées
vulneraveis do que na populacdo em geral. O objetivo deste estudo foi investigar a
prevaléncia de infeccdo por HBV e HCV em pacientes HIV-positivos (Gl), Doente
Renal Crénica (DRC) (Gll) e individuos com coagulopatia hereditaria (GllIl). Estudo
transversal realizado de junho de 2014 a margo de 2015. Foram testadas amostras
de soro para marcadores de hepatite B e C por meio de ensaio imunoenziméatico
(ELISA). Os dados sociodemograficos, epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais e
as analises estatisticas foram realizadas com Epi Info™ 7. Foram recrutados 348
individuos, sendo 154 HIV-positivos, 143 pacientes com DRC e 51 pacientes com
coagulopatia. Entre eles, mais de 66% eram homens e a faixa etaria predominante
era de 26-35 anos em Gl e 56-65 anos em GIlIl. A maioria dos pacientes tinha mais
de 8 anos de escolaridade (66,2% na Gl, 60,6% no GlIl e 46,1% no Gll), com renda
familiar entre 100-400 dolares em mais de 48% dos pacientes. A prevaléncia do
marcador HBsAg foi de 3,9%, 7% e 3,9%, o anti-HBc total foi de 28,6%, 55,9% e
31,4% e o anti-HCV foi 1,3%, 12,6% e 47% para Gl, Gll e GlllI, respectivamente.
Contudo, a prevaléncia de anti-HBs foi superior a 70% em todos os grupos. Este
estudo mostra uma alta prevaléncia de HBV e HCV entre esses grupos. Fatores
como idade, renda, numero de parceiros sexuais, historia de infecgbes
sexualmente transmissiveis, historia de transfusdo de sangue ou plasma e
transfusdes de sangue antes de 1994 foram associados a uma maior prevaléncia
para essas infeccoes.

Palavras-chave: Prevaléncia; Virus da hepatite B; Virus da hepatite C; Virus da
Imunodeficiéncia Humana 1; Hemodialise; Coagulopatia
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Abstract: Background: HBV (Hepatitis B Virus) and HCV (Hepatitis C Virus) infections are more
prevalent in vulnerable populations than the general population. The objective of this study was to
investigate the prevalence of HBV and HCV infection in HIV-positive patients (GI), chronic renal
failure (CRF) patients (GII) and coagulation disorder individuals (GIII). Methods: A cross-sectional
study was conducted from June 2014 to March 2015. Serum samples were tested for markers
of hepatitis B and C by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Sociodemographic,
epidemiological, clinical and laboratory data and accompanying statistical analyses were performed
using Epi Info™ 7. Results: A total of 348 individuals were recruited, i.e., 154 HIV-positive, 143 CRF
and 51 coagulopathy patients. Among them, more than 66% were men, and the predominant age
group was 26—35 years in Gl and 56—65 years in GIII. Most patients had more than 8 years of education
(66.2% in GI, 60.6% in GIII and 46.1% in GII), with a family income between 100—400 dollars in more
than 48% of patients. The prevalence of the HBsAg marker was 3.9%, 7% and 3.9%, total anti-HBc was
28.6%, 55.9% and 31.4%, and anti-HCV was 1.3%, 12.6% and 47 % for GI, GII and GIII, respectively.
However, the prevalence of anti-HBs was greater than 70% in all groups. Conclusions: This study
shows a high prevalence of HBV and HCV among specific groups compared to the general population.
Factors such as age, income, number of sexual partners, sexually transmitted disease burden,
blood transfusion history or blood products and blood transfusions before 1994 were associated with
a higher prevalence for these infections.

Keywords: prevalence; hepatitis B virus; hepatitis C virus; human immunodeficiency virus 1;
haemodialysis; coagulopathy

1. Introduction

Hepatitis B Virus (HBV) and Hepatitis C Virus (HCV) can cause acute and chronic liver disease,
which can progress to cirrhosis, liver failure and/or hepatocellular carcinoma [1,2]. An estimated
240 million people are chronically infected with hepatitis B virus, which is defined as testing positive
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for hepatitis B surface antigen for at least 6 months. Of these cases, more than 686,000 people die every
year due to hepatitis B complications, such as cirrhosis and liver cancer [3]. In Brazil, the prevalence
of antibodies against HBc (anti-HBc) ranged from 8.1% to 10.3% in the Federal District and the
Central-West region, while the prevalence of HBsAg antigen was (0.19% in the Northeast, 0.47% in the
Central-West and 0.60% in the Federal District [4].

It is estimated that approximately 130—150 million people worldwide have chronic hepatitis C
infection and that approximately 700,000 people die each year from liver disease related to
hepatitis C [3]. In Brazil, the prevalence of Hepatitis C antibodies (anti-HCV) was 1.38% in the state
capitals of the five macro-regions and the Federal District, and it varied from 0.68% in the Northeast to
2.10% in the North region of the country [5].

HBV and HCV infections are prevalent worldwide, especially in the most vulnerable populations,
such as patients infected with human immunodeficiency virus (HIV), patients with chronic renal
failure (CRF) that are on haemodialysis and patients with coagulation disorders compared to the
general population [6-14].

HBV and HCV prevalence is high among individuals infected with HIV due to the shared routes of
transmission of infection, such as injecting drug use, blood transfusion and sexual intercourse [11,13,15].
In Brazil, the prevalence of HIV/HBV co-infection ranged from 2.8% to 10.3%, while HIV/HCV
co-infection ranged from 4.6% to 6.4% [14,16,17]. The high prevalence of co-infected individuals varied
according to the specific region of the country [18].

CRF patients are considered high-risk for acquiring HBV and HCV infections because parenteral
exposure during the dialysis treatment is a major route of transmission. These infections negatively
impact the survival of the haemodialysis patients and those undergoing renal transplant. In Brazil,
the prevalence of anti-HBc and HBsAg were 34.1% and 15.4%, respectively, while the prevalence of
anti-HCV ranged from 12% to 33.9% in CRF patients [7-9,19].

Hereditary coagulopathies are the result of deficiency diseases of one or more plasma clotting
proteins. Among the inherited bleeding disorders, haemophilia and Von Willebrand’s Disease (VWD)
are the most common. Haemophilia A and B are X-linked recessive bleeding disorders included among
rare diseases and caused by mutations in the factor VIII and factor IX genes. Both factors take part in
the intrinsic pathway of blood coagulation, and affected individuals have severe, moderate and mild
forms of the diseases, which are defined by factor plasma levels [20-22]. However, VWD is caused
by a decrease in or dysfunction of the protein called Von Willebrand Factor (VWF) and affects both
genders. The diversity of mutations results in various clinical manifestations, e.g., platelet dysfunction
associated with decreased serum factor VIII levels [21].

Treatment of coagulopathies involves the replacement of deficient clotting factors, which is
administered as processed concentrates from blood donors and /or synthesized by the pharmaceutical
industry. Clotting factor replacement increases the survival of coagulopathy patients. However, these
patients are at an increased risk of infection with HBV and HCV because of multiple blood transfusions
and frequent parenteral exposure. In Brazil, the prevalence of HBV infection ranged from 0.7% to 2.3%,
while HCV infection ranged from 2.5% to 34.9% in this population [12,22,23].

Brazilian studies to determine the prevalence of HBV and HCV infection are common in the
general population, mainly in the Southeast region of the country. However, few studies have been
conducted including these specific populations in Northeast Brazil, such as HIV-positive individuals,
patients with CRF on haemodialysis and patients with coagulation disorders [17]. Identifying the
prevalence of these infections in these more vulnerable groups is critical to diagnose, treat and prevent
the spread of these infections. Therefore, this study aimed to investigate the prevalence of HBV and
HCV infection in HIV-positive patients, CRF patients on haemodialysis and coagulation disorders in
Fortaleza-CE, Brazil.
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2. Materials and Methods

2.1. Study Design, Sampling and Population

A cross-sectional study was conducted during the period of June 2014 to March 2015.
Sociodemographic data from subjects were obtained through a questionnaire, including the variables
of income, risk behaviour, age, gender, marital status and education.

Three groups included were as follows: I—HIV-infected patients (n = 154); [I—patients with CRF
on haemodialysis (n = 143); and lll—patients with coagulopathy (haemophilia or von Willebrand
disease) (n = 51). These groups were recruited, respectively, from a private HIV /AIDS clinic, private
haemodialysis clinic and public Hematology and Hemotherapy Center of Ceara city, all of which are
located in Fortaleza, Northeast region of Brazil.

The inclusion criteria for the selection of participants were as follows: individuals of both genders,
aged 18 years or more and referral to one of the three health service centres involved in this study
(group L, II or III). In addition, diagnostic criteria for HIV (group I) was considered, which included
individuals who tested positive using the HIV 1/2 STAT-PAK® kit {Chembio Diagnostic Systems
Inc., Medford, NY, USA) and who may or may not have undergone antiretroviral treatment for HIV.
Group Il included CRF patients who were already diagnosed and undergoing haemodialysis treatment
in the nephrology clinic. Group Il included patients with haemophilia- (A and B) and VWD-type
coagulopathies who were diagnosed by clinical and laboratory parameters at the Center of Hematology
of Ceara, where patients are monitored since childhood.

2.2. Laboratory Analysis

Blood samples (10 mL) were collected from each subject by venipuncture, centrifuged to obtain
serum and stored at —20 “C until analysis. Serum samples were tested for markers of hepatitis B and C
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using commercially available kits. All samples were
examined for the presence of HBsAg (Bioelis.a(EJ HBsAg, Biokit, Llica d"Amunt, Spain), total anti-HBc
(anti-HBc Bioelisa®, Biokit), anti-HBs (anti-HBs Bioelisa®, Biokit) and anti-HCV (Murex anti-HCV
version 4.0%, DiaSorin, Saluggia, Italy) according to the manufacturer’s instructions. Reactive and
indeterminate samples were retested in duplicate and indeterminate results were excluded. Serological
tests were performed at the Viral Hepatitis Laboratory of the Oswaldo Cruz Institute—FIOCRUZ.

2.3. Data Analysis

Sociodemographic, epidemiological, clinical and laboratory data were entered Microsoft Access®

database (Microsoft, Redmond, WA, USA). Statistical analyses were performed using Epi Info™ 7
(Epi Info Software, CDC, Atlanta, GA, USA). Prevalence rates in distinct groups were compared with
Fisher’s exact test. Results with p values (two-tailed) < 0.05 were considered statistically significant.

2.4. Ethical Aspects

The Ethics Committee of FIOCRUZ approved this study under the numbers 34049514.7.3006.5258
and 34049514.7.3009.5051. All patients included in the study provided informed consent and study
protocols were followed according to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.

3. Results

A total of 348 patients were recruited for this study, which included 154 HIV-infected patients,
143 patients with CRF on haemodialysis and 51 patients with coagulopathies, with at least 68% of these
patients being men. More than 55% were 2635 years of age in the HIV group (GI) and coagulopathy
group (GIII), while the predominant age was 5665 years in haemodialysis group (GII) (Table 1).

Regarding marital status, 70.8% of group I and 66.7% of group III were single. However,
approximately 50% of group II subjects were married or had a stable union. The education of the
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participants was greater than 8 years in 66.2% of group I, 60.6% of group III and 46.1% of group 1L
Of which, more than 48% of participants had a monthly family per capita income between 100 and
400 dollars.

As shown in Table 2, the prevalence of the HBV surface antigen (HBsAg) was 3.9%, 7% and 3.9%
for groups I, Il and III, respectively. While the prevalence of total anti-HBc marker was 28.6%, 55.9%
and 31.4% in GI, GII and GIII, respectively, anti-HBs prevalence was greater than 70% in all groups.
The presence of total anti-HBc and anti-HBs, which indicated immunity after HBV infection, was 21.4%
(33/154) in group I, 38.5% (55/143) in group Il and 29.4% (15/51) in group IIL

Table 1. Sociodemographic characteristics of the sample.

HIV Positive  CRF « Haemodialysis  Coagulopathy

Variable (n=154) (n =143) (n =51)
N (%) N (%) N (%)
Male 131 (85.0) 98 (68.5) 50 (98.0)
Gender Female 23 (15.0) 45 (31.5) 1(2.0)
18-25 23(14.9) 1(0.7) 15 (29.4)
26-35 58 (37.7) 24 (16.8) 19 (37.3)
36-45 46 (29.9) 27 (18.9) 12 (23.5)
Age group (years) 456-55 19 (12.3) 34 (23.8) 4(7.8)
5665 7 (4.5) 36 (25.2) 0 (0.0)
=66 1(0.6) 21(14.7) 0 (0.0)
Unknown 0(0.0) 0 (0.0) 1(2.0)
M“"ii‘:é :‘;"“b le 14 (28.6) 72 (50.3) 17 (33.3)
Marital status Single 109 (70.8) 71 (49.7) 34 (66.7)
Unknown 1 {0.6) 0 (0.0) 0 (0.0)
Mliterate 2(1.3) 11{7.7) 2(39)
Education 1 to 8 years 50 (32.5) 66 (46.1) 18 (35.3)
=8 years 102 (66.2) 66 (46.1) 31 (60.8)
Zero B(5.2) 4(2.8) 4(7.8)
Monthly family =100 dollars 16 (10.4) 22(15.4) 13 (25.5)
per capita income 100 to 400 dollars 75 (48.7) 82 (57.3) 25 (49.0)
=400 dollars 55 (35.7) 35 (24.5) 9(17.6)

o CRF = chronic renal failure.

Table 2. HBV and HCV markers in population studied.

HIV-Positive CRF * Haemodialysis Coagulopathy

Variable (n =154) (n =143) (= 51)
N (%) N (%) N (%)
Marker of Exposure to HBV
HBsAg reactive 6 (3.9%) 10 (7.0%) 2(3.9%)
Total anti-HBc reactive 44 (28.6%) 80 (55.9%) 16 (31.4%)
Anti-HBs reactive 115 (74.7%) 103 (72.0%) 37 (72.5%)
Anti-HBc reactive / Anti-HBs reactive 33 (21.4%) 55 (38.5%) 15 (29.49%)
Marker of Exposure to HCV
Anti-HCV reactive 2(1.3%) 18 (12.6%) 24 (47.0%)

* CRF = chronic renal failure.

The prevalence of HCV antibody (anti-HCV) was 1.3% (2/154), 12.6% (18/143) and 47% (24/51)
in HIV-positive, CRF-haemodialysis and coagulopathy groups, respectively.
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Table 3 shows the prevalence of total anti-HBc antibody in relation to the risk factors for each
group, with males being the most prevalent, i.e., 31.1% (41/131) of group I, 56.1% (55/98) of group Il
32% (16/50) of group III. The prevalence of total anti-HBc in the respective groups was 36.9% (17/46)
in the age range of 3645 years, 69.4% (25/36) in the age range of 5665 years, and 50% (6/12) in the
range of 36-45 years. There was a statistically significant difference between the frequency of this
marker in the different age groups of group II (p = 0.013) and group III (p = 0.025).

Regarding the monthly family per capita income, the highest prevalence of anti-HBc was among
individuals without income in group I (50%, 4/8), among individuals with an income higher than $400
in group II (69.4%, 25/36) and among those without income in group III (75%, 3/4, p = 0.059).

Regarding sexual behaviour, men who had sex with men (MSM) had a higher prevalence of
total anti-HBc (34.5%, 30/87) in group I, while the highest prevalence of anti-HBc in groups II and 111
(55.9%, 52,/93; 32.6%, 16/49) was among non-MS5M subjects. Regarding the number of sexual partners
in the previous year, the prevalence of anti-HBc in group I was higher among those who had more than
10 partners (p = 0.003). In group II, anti-HBc was more prevalent among those who had six partners
or more. While in group I1I, it was higher among those who had only one partner in the last twelve
months (45%, 9/20). There was no statistically significant correlation between the use of a condom and
the frequency of anti-HBc in the groups.

The prevalence of anti-HBc was higher for those individuals with coagulopathy (GIII) who had
already undergone blood or plasma transfusion (p = 0.018) and for blood transfusions performed
before 1994 (p = 0.076), since testing for anti-HCV became a mandatory component of serological
screening conducted at Brazilian blood banks after November 1993,

Table 3. Prevalence of anti-HBc antibody in population groups with a high risk for HBV infection.

iy S ci 19 Comgipay
Variable — p-Value p-Value — p-Value
Positive/ Tested Positive/Tested Positive/ Tested
(% Positive) (%o Positive) (% Positive)
Gender*
Male 417131 (31.3) 0.084 55/98 (56.1) 1 16/50 (32.0) 1
Female 3/23(13.0) : 25/45 (55.5) 0/1(0.0)
Age Group (years) **
18-25 5/22(22.7) 0/1 (0.0) 1/15(6.7) 0.025
26-35 15/58 (25.9) 11/24 (45.8) 7/19(36.8)
36— 45 1?ﬂ4-b{3§.9} 0.678 14 /27 (51.8) 0.013 6/12 (50.0)
46-55 5/19(26.3) 18/34 (52.9) 2/4 (50.0)
5665 2/7 (28.6) 25/36 (69.4) 0/0(0.0)
=66 0/1(0.0) 12/21(57.1) 0/0(0.0)
Marital Status *
Married/ stable } -
mion 12/44 (27.3) 1 39/72(54.2) 0737 6/17(35.3) 0.753
Single 32/110(29.1) 41/71 (57.8) 10/34 (29.4)
Education **
Nliterate 0/2(0.0) 6/11 (54.5) 1/2 (50.0) 0.570
1 to 8 years 11/35(31.4) 0.891 28 /56 (50.0) 0.406 1/11(9.1)
>8 years 337117 (28.2) 46 /76 (60.5) 13/37 (35.1)
Monthly Family per Capita Income **
0 4/8 (50.0) 0/1(0.0) 3/4 (75.0) 0.121
<100 dollars 3/16(187) 0.837 10/21 (47.6) 0.059 4/12(33.3)
100 to 400 dollars 18/75 (24.00 : 43/82 (52.4) T 6/25(24.0)
=400 dollars 19/55 (34.5) 25/36 (69.4) 3/10(30.0)
Sexual Orientation (Males) *
MSM 30/87 (34.5) 0312 2/4(50.0) 1 0/0(0.0) 0.202
Non-MSM 10/40 (25.0) : 52,793 (55.9) 16/49 (32.6)
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Table 3. Cont.
HIE ]:el:;ll;ve CRF (1 = 143) Cna{ﬁuzluﬁl.;.;ﬂ'ly
Variable —_———  p-Value —  pValue — _ p-Value
Positive/Tested Positive/Tested Positive/Tested
(% Positive) (% Positive) (% Positive)
Sexual Partner—Last Year **
1 11/66 (16.7) 40772 (55.5) 9/20 (45.0) 0.543
<5 20/49 (40.8) 11/22 (50.0) ) 3/16(18.7)
6 to 10 7 /15 (46.7) 0.003 2/2 (100.0) 0.267 0/4(0.0)
=10 3/6(50.0) 3/3(100.0) 1/3(33.3)
Unknown 3/18(16.7) 24 /44 (54.5) 3/8(37.5)
Condom Use **
Always 29/112 (25.9) 21/35 (60.0) 6/17(35.3) 0704
Sometimes 12/29 (41.4) 0.422 14/21 (66.7) 0.285 6,20 (30.0)
Mever 2/8(25.0) 42781 (51.8) 3/9(33.3)
Unknown 1/5(20.0) 3/6(50.0) 1/5 (20.0)
ARV Treatment
Yes 6/123 (4.9) )
No 0/31 (0.0) 0.600 - -
Unknown 12/194 (6.2)
Sexually Transmitted Infection
Yes 29/69 (42.0) 0.001 23/39 (58.9) 0707 8/10(80.0) 0.000
Mo 15/84 (17.8) ’ 56,/102 (54.9) ’ 8,/40(20.00
Unknown
Oral Intercourse
Yes 37 /115 (32.2) 0.002 31/54 (57.4) 1 7/25(28.0) 0.537
Mo 6/37 (16.2) - 34 /60 (56.7) 8/21(38.1)
Unknown 1/2 (50.0) 15/29 (51.7) 1/5 (20.0)
Anal Intercourse
Yes 35/114 (30.7) 26/50 (52.0) 6/19(31.6) 1
No 8/38 (21.0) 0.302 43/72 (59.7) 0.459 9/27 (33.3)
Unknown 1/2 (50.0) 11/21 (52.4) 1/5 (20.0)
Tattoo
Yes 12/42 (28.6) ; 5/13 (38.5) 0243 2/6(33.3) 1
Mo 32/112 (28.6) 75/130(57.7) ’ 14/44 (31.8)
Unknown 0 0 01 (0.0)
Piercing
Yes 4/15(26.7) ; 1/2(50.0) 1 1/2 (50.0) 1
Mo 40/139 (28.8) 79,7141 (56.0) 15/47 (31.9)
Unknown 0 0 0,2 (0.0)
Transfusion of Blood/Plasma
Yes 5/16(31.2) 0779 51/90 (56.7) 0.861 15/35 (418) 0.018
Mo 39/136 (28.7) o 28/51 (54.9) ’ 1/15 (6.7)
Unknown 0/2(0.0) 1/2(50.0) 0/1 (0.0}
Transfusion before 1994
Yes 3/8(37.5) 11/15 (73.3) 13/25 (520} 0.076
No 1/8 (12.5) 0.569 39,75 (52.0) 0161 2/11(18.2)
Unknown 40/138 (29.0) 30/53 (56.6) 1/15 (6.7)
Attend Manicure
Yes 24 /94 (25.5) 45780 (56.2) 6,/20(30.0) 1
No 19/59 (32.2) 0460 34/62 (54.8) 1 10/30 (33.3)
Unknown 1/1 (100.0) 1/1 (100.0) 0/1 (0.0}
Injecting/Inhaled Dirug Use
"n_es 8/3 (23.5) 0525 3/8(37.5) 0,466 1!6(]1’3.?] 0.p49
Mo 36/120 (30.0) 76/134 (56.7) 15/43 (34.9)
Unknown 0 1/1 {(100.09 072 (0.0)

CRF = chronic renal failure; * Fisher's exact test; ** chi-square test for trend.
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Table 4 shows the prevalence of anti-HCV according to the socioeconomic and behavioural
characteristics of each group; there was a prevalence of 4.3% (1,/23) among females and 3.2% (1/131)
among males in group II (15.3%, 15/98) and group III (48%, 24/50). The highest age range for anti-HCV
was 46-55 years (5.2%, 1/19), 56-65 years (22.2%, 8/36) and 36-45 years (91.6%, 11/12) in GI, GI1,
and GIII, respectively. Married/stable union individuals and those with 1-8 years of education had
a higher prevalence of anti-HCV.

Participants in this study with a monthly family per capita income of less than 100 dollars had a
higher prevalence of anti-HCV in group I (6.4%, 1/16) and group II (14.3%, 3/21), while group III had
a prevalence of 56% (14/25) among those with incomes of 100 to 400 dollars.

Regarding sexual behaviour, the prevalence of anti-HCV in group Il was higher for those who had
more numerous sexual partners in the last year, whereas in the case of groups I and I1I, the prevalence
was higher for those with one sexual partner. The absence of a condom during intercourse and the
practise of oral/anal intercourse were not statistically significant for anti-HCV positivity in these
groups. Although inconsistent condom use presented a significant value of p = 0.062 in group 1L

On the other hand, individuals with a sexually transmitted infection had a higher prevalence
of anti-HCV in group I (2.9%, 2/69) and group III (80%, 8/10), with a significant p value for the
coagulopathy group (p = (.031).

Regarding individuals who previously received a blood or plasma transfusion, the highest
prevalence of anti-HCV was 15.5% (14,/90) in group II and 60% (21/35) in group III, in which results
for the coagulopathy group were statistically significant (p = 0.004). Moreover, individuals who
received blood transfusions prior to 1994 were more inclined to HCV exposure and had an anti-HCV
prevalence of 41.2% (7/17) and 64% (16/25), with p = 0.004 for the haemodialysis group (Table 4). On
the other hand, the use of injectable drugs had a significant p value (p = 0.064) in group II, albeit not
statistically significant.

Table 4. Prevalence of anti-HCV antibody in population groups with a high risk for HCV infection.

HIV Reactive CRF 1= 143 Coagulopathy
Variable . w=s p-Value - = p-Value . w=e p-Value
Positive/Tested Positive/Tested Positive/Tested
(% Positive) (% Positive) (% Positive)
Gender *
Male 1/131 (3.2) 15/98 (15.3) 24750 (48.0)
Female 1/23 (4.3) 0.277 3/45 (67) 0.182 0/1 (0.0) 1
Age Group (Years)
18-25 0,22 (0.0) 0/1 (0.0) 2,/15(13.3)
26-35 0,58 (0.0} 1/24(4.1) 9,19 (47.4)
3645 1/46 (2.1) . 5,27 (18.5) 11/12 (91.6)
46-55 1/19 (5.2) 0.367 2/34(5.9) 0.394 1/4(25.0) 0474
56—65 0/7 (0.0) B/36 (22.2) 0,/0(0.0)
>h6 0/1 (0.0) 2/21(9.5) 0/0(0.0)
Marital Status *
Married /stable union 1/44 (2.3) 0.491 G 72 (12.5) 1 11/17 (64.7) 0135
Single 1/110(0.9) ’ 9,71 (12.7) 13734 (38.2) '
Education &
MMiterate 0/2(0.0) 1/11 (9.0) 1/2 (50.0)
1 to 8 years 1/35(2.8) 0.128 11/56 (19.6) 0.144 6,11 (B4.5) 0.404
=8 years 1/117 (0.8) 6/ 76 (7.9) 16/37 (43.2)
Monthly Family Per Capita Income *
Zero 0/8 (0.0) 0/1 (0.0) 4/4 (100.0)
<100 dollars 1/16 (5.4) 3/21(14.3) 3/12 (25.0)
100 to 400 dollars 0/75 (0.0} 0.451 11/82 (134) 0.412 14/25 (56.0) 0.210
=400 dollars 1/55(1.8) 3/36(8.3) 3/10 (30.0)

63
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Table 4. Cont.
HIY Rescie Corglpatey
Variable -  pValue — 000 pValue — — p-Value
Positive/Tested Positive/Tested Positive/Tested
(% Positive) (" Positive) (%% Positive)
Sexual Orientation (Males) *
MSM 1/87 (1.1) 1 1/4 (25.0) 0,495 0,0 (0.0) 1
Non-MSM 0,40 (0.0) 14,/93 (15.0) S 23/49 (46.9)
Sexual Partner—Last Year ™
1 1/66 (1.5) 6,/72 (8.3) 13/21 (61.9)
<h 0/49 (0.0} 5/22 (217) 6,16 (37.5)
6 to 10 0,15 (0.0) 0.331 2,/2 (100.0) 0.214 1/4(25.0) 0.214
=10 076 (0.0) 1/3(33.3) 1/3(33.3)
Unknown 1/18 (5.6) 4,44 (9.1) 3/7 (42.9)
Condom Use &
Always 2/112 (1.8) 735 (20.0) 9,18 (50.0)
Sometimes 0729 (0.0) 0.165 3/22(13.6) 0.062 8/19 (42.1) 0.938
Never 0/8 (0.0} 7/81 (8.6) 5/9 (b5.5)
Unknown 0/5(0.0) 1/5 (20.0) 2/5 (40.0)
Sexually Transmitted Infection
Yes 2/69 (2.9) 4,/39 (10.2) 8,/10 (80.0)
No 0/84 (0.0) 0.201 14/102 (13.7) 0.779 15/40 (37.5) 0.051
Unknown 1 2 1
Oral Intercourse
Yes 2/115(1.7) 5/54 (9.2) _ 9,25 (36.0)
No 0/37 (0.0) 1 10/60 (16.6) 0.275 13/21 (61.9) 0.138
Unknown 0/2(0.00 3/27 (111 2/5 (40.0)
Anal Intercourse
Yes 1/114 (0.8) 7750 (14.0) 8,/19 (42.1)
No 1/38 (2.6) 0.438 8/72 (11.1) 0.780 14727 (51.8) 0.561
Unknown 0/ 2 (0.0) 1/21 (4.8) 2/ 5 (40.0)
Tattoo
Yes 1/42 (2.4) 0,13 (0) 3/6 (50.0)
No 1/112 (0.9) 042 18/130 0.372 13/21 (61.9) 1
Unknown 0 0 1,/1 (100.0)
Piercing
Yes 1/15 (6.6) ) 0/ 2 (0.0} 272 (100.00) _
No 1/139 (0.7) 0186 18,141 (12.7) 1 21/47 (44.7) 0.215
Unknown 0 0 1/2 (50.0)
Transfusion of Blood/Plasma
Yes 0/16 (0.0) 14/90(15.5) 21/35 (s0)
No 2/136(1.5) 1 3/51 (5.9) 0.110 2,/15(13.3) 0.004
Unknown 0/2(0.00 1/2 (50.0) 1,/1 (100.0)
Transfusion before 1994
Yes 0/8 (0.0} 7717 (41.2) 16/25 (64.0) i
No 0/8 (0.0) 1 7/73 (9.6) 0.004 5/11 (45.4) 0.464
Unknown 2/138 (1.4) 4/53 (7.5) 3,/15 (20.0)
Attend Manicure
Yes 2794 (2.1) _ 7/80(B7) 9,20 (45.0)
No 0/59 (0.0) 0523 10/62 (16.1) 0201 14/30 (46.6) 1
Unknown
Injecting/Inhaled Drug Use
Yes 1/34 (2.9) 3/8 (37.5) 3/6 (50.0)
No 1/120 (0.8) 0.393 15/134 (11.2) 0.064 20/43 (46.5) 1
Unknown 070 (0.0) 0/1 (0.0) 1,/2 (50.0)

64

CRF = chronic renal failure; ® Chi-Squared for trend; * Fisher's exact test.
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4, Discussion

In the present study, high HBV and HCV prevalence was found in HIV-positive (GI),
haemodialysis CRF (GII), and coagulopathies (GIII) populations compared to the general population.
We found HBsAg prevalence of 3.9%, 7% and 3.9%, anti-HBc prevalence of 28.6%, 55.9% and 31.4%,
and anti-HCV prevalence of 1.3%, 12.6% and 47% in GI, GII and GII, respectively. Pereira et al. [4,5]
showed that the HBsAg prevalence ranged from 0.19% to 0.60%, total anti-HBc prevalence ranged
from 8, 1% to 10.3%, and anti-HCV prevalence was 1.38% (ranging from 0.68% to 2.60%) in the general
population. In Brazil, the prevalence of hepatitis B and C varies according to the geographical region,
risk factors, sociodemographic- and population-based characteristics [4,5].

HBV prevalence in HIV-infected individuals was similar to previous studies [14,16-18]. In the
Northeast region of Brazil, Tavora et al. [17] found a prevalence of HBV /HIV (3.7%) similar to
the present study, despite the different profiles of the health services; we recruited individuals
from outpatient HIV/AIDS clinics, while subjects in the previous study were recruited from the
infectious disease hospital. Having more than five sexual partners per year and previous sexually
transmitted infections correlated with HBV exposure probably due to the shared common transmission
routes of both HIV and HBV, particularly through the sexual route [17,24]. As such, this highlights
the importance of health education and vaccination programmes for this group to prevent the
transmission of HBV.

In patients with CRF on haemodialysis, the prevalence of HBsAg (7%) and anti-HBc (55.9%)
were higher compared to HIV-infected individuals, which could be due to repeated blood exposure
during CRF maintenance therapy [25]. The prevalence of both were higher than the prevalence found
in the Southeast region (5.5% of HBsAg and 4% of anti-HBc) [19] and in a multicentre Brazilian
study (1.4% of HBV prevalence) [26], but lower than the HBsAg prevalence in the South (10%) [27]
and Central-West region (46.7%) [28]. These studies showed variable HBV prevalence rates in CRF
population that may have been influenced by differences in organizational structure or the work process
at haemodialysis centres, which includes the frequency of hygiene and sterilization of equipment in
the dialysis room, reuse of capillaries and distribution of patients according to the number of health
professionals [8,27,29,30].

Patients with CRF on haemodialysis who were older and received 100 to 400 dollars in monthly
family income had high anti-HBc prevalence. Older individuals could undergo longer haemodialysis
periods, which increases the risk of HBV exposure [31]. In addition, these individuals had difficulty to
maintain employment due to the length of time spent on haemodialysis and their clinical condition;
these subjects typically received social security benefits (sickness benefit) as a source of income [31,32].

Among the coagulopathy group, the prevalence of HBsAg and total anti-HBc was 3.9% and
31.4%, respectively. These results were higher than those found in the South region of Brazil
(HBsAg prevalence of 2.9% and prevalence of total anti-HBc of 28.5%) [33,34]. These differences may
have been due to the classification of haemophilia and VWD that lead to frequent blood transfusion
and a higher risk of exposure to HBV [12,22,23]. In this group, age, history of sexually transmitted
disease and blood or plasma transfusion, were associated with a high risk of HBV infection (p < 0.05),
which was similar to previous observations [35-37].

Regarding HCV infection, low anti-HCV prevalence (1.3%) was found in HIV-infected individuals
compared to studies conducted in the Northeast region (5.4%) [17] and Southeast region of Brazil
(4.6% and 6.4%) [14,16]; this was probably due to the small number of intravenous drug users enrolled
in the present study. In CRF patients, the prevalence of anti-HCV was 12.6% which is lower than
that found in studies conducted in the Southeast region (14.8%) [9], Northeast region (52%) [38] and
South region of Brazil (13.57%) [39], which could have been the result of different standards of good
practice for dialysis services [25,29,39]. In this group, receiving a blood transfusion before 1994 was
associated with HCV infection (p = 0.004), as anti-HCV screening in Brazil was initiated in blood banks
in 1993 [401.
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In coagulopathy patients, anti-HCV prevalence was 47% which is higher than that found in
the Southeast region (39.4%) [34], Northeast region (42.2%) [41] and South region of the country
(34.16%) [34] and could have been the result of different types of coagulopathy included in each
study. The anti-HCV prevalence was 34.9%, 29.7% and 12% in individuals affected by haemophilia A,
haemophilia B and VWD, respectively [23]. In this group, a history of sexually transmitted disease and
transfusion of blood and /or plasma were associated with high risk of HCV transmission (p < 0.05),
which reinforced the view that coagulopathy patients who received multiple blood transfusions or
blood preducts [39] prior to 1994 were most affected by HCV due to the lack of anti-HCV screening in
blood banks before that date [35,36].

5. Conclusions

This study showed a high prevalence of HBV and HCV among the specific groups evaluated
compared to the general population. Factors such as age, income, number of sexual partners, history of
sexually transmitted disease, blood or plasma transfusion and transfusion before 1994 were associated
with the higher prevalence of these infections. These data indicated the necessity of continuous
diagnosis, follow-up and prevention of HBV and HCV infections in these groups to prevent clinical
complications and the spread of these infections.
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Resumo: Ha pouca informacéo que descreve a influéncia da infeccao pelo HIV no
desempenho de testes de diagnéstico rapido (TDRs) para a deteccdo do virus da
hepatite B e C. Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de TDRs
para deteccdo de HBsAg e anti-HCV em individuos infectados pelo HIV. Um total
de 362 individuos infectados pelo HIV foi recrutado em ambulatorios de HIV/Aids
do sudeste e nordeste do Brasil, no periodo de janeiro de 2013 a novembro de
2014. HBsAg e anti-HCV foram detectados usando EIA comercial e quatro TDRs:
HBV (Vikia HBsAg® e Wama Imuno-Rapido HBV®) e HCV (Bioeasy Teste Rapido
HCV® e Wama Imuno-Rapido HCV®). amostras de soro com HBsAg e anti-HCV
reagentes foram testados para HBV DNA e HCV RNA. Sensibilidade,
especificidade e indice kappa foram determinados. Utilizando EIA, HBsAg e anti-
HCV foram detectados em 14 (3,9%) e 37 (10,2%) amostras de soro,
respectivamente. Considerando apenas soro, TDRs HBsAg demonstrou
sensibilidades e especificidades acima de 92,0% e valores de Kappa acima de
89,0%. Os TDR anti-HCV demonstraram sensibilidade e especificidades acima de
82,0% e Kappa superior a 89,0%. Usando amostras de sangue total, Vikia HBsAg®
e Wama Imuno-Rapido HCV® apresentaram sensibilidade e especificidade acima
de 99,0% com Kappa de 66,4% e 100%, respectivamente. A carga viral do HIV foi
maior entre os resultados discordantes do TDR anti-HCV. Os TDRs demonstraram
um bom desempenho em individuos infectados pelo HIV mostrando a utilidade dos
ensaios nessa populacao.

Palavras-chave: HBV; HCV; HIV-1; Teste de diagnostico rapido; Diagnostico.

69



Journal of Virological Methods 248 (2017) 244-249

Contents lists available at ScienceDirect

: Journal of Virological Methods
4]

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jviromet

Performance of rapid diagnostic tests for detection of Hepatitis B and C
markers in HIV infected patients

Chack for
Lpdates

Jakeline Ribeiro Barbosa®™", Jeovd Keny Baima Colares™, Geane Lopes Flores?,

Vanessa Faria Cortes”, Juliana Custédio Miguel®, Moyra Machado Portilho?,

Vanessa Alves Marques®, Denise Vigo Potsch®, Carlos Eduardo Brandio-Mello',

Marcia Amendola-Pires’, José Henrique Pilotto?, Danielle Malta Lima®™c, Elisabeth Lampe®,

Livia Melo Villar™*

* Laboratory of Viral Hepatitis, Oswaldo Cruz Institute, Fiooruz, Rio de Janeiro, Brazil

B Postgraduate Program in Pathology, Federal University of Ceard, Fortaleza, Ceard State, Brazid

“ Postgradunte Program in Medical Sdences University of Fortaleza, Fortolza, Ceard State, Brozi

“ Federal University of Sdo Jodo Del Rey, Campus Divindgpolis, Minas Gerais Stote, Brazid

* University Haspitnl Clementino Fraga Filho, Federal University of Rio de Janeiro State, Brozil

T Gaffree and Guinle University Hospital, Federal University of Rio de Janeiro State, Rio de Janeiro, Brozil
£ Nova Iguagu General Hospital & AIDS and Molecular Immunology Loboratory, Oswaldo Cne Institute, Fiocnz, Rio de Joneiro, Brozil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: There is little informarion deseribing the influence of HIV infection upon the performance of rapid diagnostic
£ up pe P agn

HEW tests (RDTs) for hepatitis B and C virus diagnosis. This study aims to evaluate the performance of RDTs for HBsAg

HCV and anti-HCV detection among HIV-infected individuals. A total of 362 HIV infected individuals were recruited

H“"_"li di . from clinics between January 2013 to November 2014 in the southeast and northeast of Brazil. HBsAg and anti-

g‘_‘:'l:m:'t e st HCV were detected using commercial EIAs and four RDTs: HBV (Vikia HBsAg® and Wama Imuno-Rapido HBV')

and HCV (Bioeasy Teste Ripido HCV' and Wama Imuno-Rapido HCV'). Reactive HBsAg and anti- HCV serum
samples were tested for HBV DNA and HCV RNA. Sensitivity, specificity and kappa statistic were determined.
Using EIA, HBsAg and anti-HCV were detected in 14 (3.9%) and 37 (10.2%) serum samples respectively. Using
serum only, HBsAg RDTs demonstrated sensitivities and specificities above 92.0% and Kappa values above
89.0%. Anti-HCV RDTs demonstrated sensitivity and specificities above 82.0% and Kappa higher than 89,086,
Using whole blood samples, Vikia HBsAg" and Wama Imuno-Rapido HCV® showed sensitivity and specificity
above 99.0% with Kappa of 66.4% and 100%, respectively. HIV viral load was higher among discordant results
for anti-HCV RDT. RDTs demonstrated good performance in HIV infected individuals showing the usefulness of
assays in this population.

1. Introduction HBV transmission occurs parenterally and, especially sexually.

Vertical transmission is also a frequent cause of HBV spread in highly

Hepatitis B and C viruses (HBV and HCV) are important causes of
chronic liver disease worldwide. The prevalence of HBV and HCV in-
fection is higher among individuals infected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV) compared to the general population
(Pereira et al., 2009; Pereira et al., 2013; Kretzer et al., 2014; Brandao
et al., 2015; Flores et al., 2016). Worldwide, it is estimated that 36.9
million people are living with HIV, 2-15% of whom are coinfected with
HCV and 5-20% chronic carriers of HBV (World Health Organization-
WHO, 2016a; World Health Organization-WHO, 2016b).

endemic regions. While the transmission of HCV occurs mainly par-
enterally, by sharing needles, syringes or contaminated objects, sexual
and vertical transmission is uncommon (Kretzer et al., 2014; World
Health Organization-WHO, 2016a).

Early diagnosis of HBV and HCV infection is especially important
among HIV infected individuals as coinfection may affect the prognosis
of disease, definition of treatment and, consequently, the outcome of
therapy (Lacombe and Rockstroh, 2012; T4vora et al., 2013). Identifi-
cation of HBsAg and anti-HCV markers is commonly done using enzyme

« Corresponding author at: Viral Hepatitis Laboratory, Hélio and Pegey Pereira Pavillion, Ground Floor, Office B09, FIOCRUZ Av. Brasil, 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, Postal

Code: 210360 — 040, Brazil.
E-mail addresses: Ivillar@ioc ficouzbr, liviafiocruz@gmail.com (LM, Villar).

httpe//dx doi.org/10.1016/).jviromet 2017.08.001

Received 25 February 2017; Received in revised form 30 July 2017; Accepted 3 August 2017

Avallable online 04 August 2017
0166-0034/ © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

70



J.B. Barbosa et al.

immunoassay (EIA) (Villar et al., 2015). However, these assays require
specialized technicians and infrastructure. Rapid diagnostic tests (RDT)
could be useful tools for HBV and HCV diagnosis as their simplicity
makes them suitable for emergency situations and remote areas without
infrastructure (Randrianirina. et al., 2008; Silva et al., 2011; Smith
et al,, 2011; Franzeck et al., 2013; Scalioni et al., 2014; Cruz et al.,
2015).

Some studies have shown good performance of RDTs for HBsAg and
anti-HCV detection in the general population (Randrianirina. et al.,
2008; Kim et al.,, 2013; Firdaus et al., 2013; Bottero et al., 2013).
However, there is little data regarding the performance of RDTs for
HBsAg and anti-HCV detection among HIV-infected individuals
(Franzeck et al., 2013; Scalioni et al., 2014; Cruz et al., 2015). In these
studies, only a few participants were included or the influence of HIV
viral load, treatment and CD4 cell count were not included in the
performance of these assays.

This study aims to evaluate the performance of rapid tests for HBsAg
and anti-HCV detection in HIV-infected individuals using serum and
whole blood samples to determine the applicability of these tests. In
addition, the influence of HIV viral load, antiretroviral treatment, and
CD4+ cell count were also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Studied population

This study comprised 362 HIV-infected individuals of both genders,
aged 18 years or over, referred from infectious disease clinics located in
southeast and northeast regions of Brazil. The HIV positive status of
each patient was predicated upon the presentation of a positive diag-
nostic serology test for HIV (The Vitros Anti-HIV 1 + 2 assay (a regis-
tered trademark of Ortho-Clinical Diagnostics, Rochester, NY)

HIV viral load, CD4 + cell count, antiretroviral treatment and time
of HIV diagnosis were obtained from each individual in medical re-
cords. Blood samples were collected from January 2013 to November
2014.

2.2, Serological and molecular asays

Blood samples were collected by venipuncture to obtain whole
blood and serum samples. Serum samples were tested for HBsAg, anti-
HBc total, anti-HBs, and anti-HCV using commercial EIAs according to
the manufacturer’s instructions (Bioelisa” HBsAg assay, Bioelisa” anti-
HBe, Biokit and Bioelisa” anti-HBs, Biokit, Spain and Murex Ant-HCV
Version 4.0°, DiaSorin, Italy). Reactive and indeterminate samples were
retested in duplicate and indeterminate results were excluded.

HBsAg and anti-HCV reactive samples were submitted to HBV DNA
and HCV RNA molecular assays (Abbott” RealTime HBV, Abbott
Molecular Inc., EUA and Abbott” RealTime HCV, Abbott Molecular Ine.,
EUA). HBV DNA and HCV RNA reactive samples were genotyped using
INNO-LIPA" Genotyping HBV test (Innogenetics N.V, Belgium) and
Versant™ HCV Genotype 2.0 (LIPA, Siemens, Germany) HCV IL re-
spectively.

2.3. HBsAg and anti-HCV rapid diagnostic tests

Two rapid diagnostic tests were evaluated for HBsAg detection
(Vikia”~ HBsAg, BioMérieux, France and Wama Imuno-Rapido HBV",
Wama Diagnostica, Brazil) and two RDTs were used for anti-HCV de-
tection (Bioeasy Teste Rapido HCV', Bioeasy Diagnostica Ltda, Brazil
and Wama Imuno-Rapido HCV", Wama Diagnostica, Brazil). Tests were
conducted according to the manufacturer’s instructions.

Manufacturer’s instructions describe an analytical sensitivity of
RDTs is <2 IU/mL for Vikia® HBsAg and =10 IU/mL for Wama Imuno-
Répido HBsAg'. Suppliers did not describe the limit of detection of
RDTs for anti-HCV detection.
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All RDTs are qualitative tests based on the lateral im-
munochromatographic technique. RDTs for HBV surface antigen
(HBsAg) use a combination of monoclonal and polyclonal antibodies
specific for HBsAg. For the execution of RDT Vikia HBsAg", 75 pL serum
or whole blood was added to the sample region on the test plate (“S”
area), migrating by capillarity along the membrane. Capillary blood by
fingerstick can also be used in this test. In the case of the whole blood
sample, it is necessary to add 75 pL of diluent immediately after the
blood. The test reading should be taken between 15 and 30 min
thereafter. For the execution of RDT Wama Immuno-rapid HBsAg",
100 pL serum was added to the test plate and the reading taken between
10 and 20 min later. This version of RDT Wama Immuno-rapid HBsAg"
can be processed only with a serum sample.

The RDTs for HCV antibody (ant-HCV) use a mixture of re-
combinant and synthetic proteins of HCV (Core, NS3, NS4 and NS5) on
the test plate as detection and capture agents. For the implementation
of RDT Wama Immuno-rapid ant-HCV", 10 pL of serum or whole blood
sample with 3 drops of diluent buffer were added into the sample area
on the test plate. The results were interpreted after 15-20 min. For RDT
Bioeasy HCV Rapid Test’, 10 L of the sample and 4 drops of the diluent
buffer were added to the sample area on the test plate, and a reading
taken 5-20 min thereafter. Capillary blood by fingerstick can also be
used in both tests.

The RDTs were read by two researchers to aveid interpretation error
and positive test samples were retested. For negative samples it was
necessary to wait 30 min to confirm the result.

2.4. Data analysis

Data analysis comprised samples with well-defined serology.
Samples exhibiting indeterminate EIA results were excluded. Socio-
demographic, epidemiological, clinical, EIA and RDT results were en-
tered into an Access’ database. Statistical analyses were performed
using Epi Info™ 7 (Epi Info Software, CDC, Atlanta, USA). Parameters
associated with test performance were evaluated using GraphPad InStat
Programs, version 3.01 (GraphPad Software, San Diego, USA) and
MedCale, version 9.2.1.0 (MedCalc Software, Mari-akerke, Belgium).

The clinical sensitivity (Cs), specificity (8), positive predictive value
(PPV), and negative predictive value (NPV) for each rapid test was
evaluated, and their respective 95% confidence intervals (95% CI)
calculated. Concordance between the results of rapid tests and the re-
sults of the EIA was evaluated by kappa statistics. P-values (two-
tailed) < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Studied population

A total of 362 HIV-infected individuals were recruited; most of them
male (67.7%). Median age of the general population was 41 (18-80)
years and HIV/HCV coinfected individuals showed a higher median age
53 (31-72) years (Table 1).

Using EIA, HBsAg, anti-HBs and anti-HBc were detected in 14
(3.8%), 217 (59.8%), and 132 (36.4%) serum samples respectively.
Simultaneous detection of anti-HBc and anti-HBs was observed in 77
samples (21.2%). HBV DNA was detected in 5 (38.5%) HBsAg reactive
serum samples with a mean viral load of 2.1 + 0.7 log IU/mL.

Anti-HCV was detected in 37 (10.2%) serum samples using EIA, 30
of which also tested positive for the presence of HCV RNA (81.1%) with
amean viral load of 5.5 + 1.2log IU/mL and an undetectable viral load
of HCV RNA in 7 (18.9%) samples. Genotype 1 (92.3%) was the most
prevalent followed by genotype 3 (7.7%).

The HIV viral load was greater in 87 (32.3%) monoinfected samples
than in 2/8 (25.0%) HIV/HBV and 2/16 (12.5%) HIV/HCV coinfected
samples. Antiretroviral treatment of HIV was more common in HIV
monoinfected 242/311 (77.8%) and HIV/HBV coinfected 11/14
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Table 1

Clinical and laboratary data of HIV infection and co-infection HIV/HBV or HIV/HCV in the study population (n = 362).
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Variable HIV HIV/HBV HIV/HCV Total

N (%) N (%) N (%) N (30)
Gender N = 311 N=14 N =137 N = 362
Male 208 (66.9) 13 (92.9) 24 (64.9) 245 (67.7)
Female 103 (33.1) 1(7.1) 13 (35.1) 117 (32.3)
Median Age (years) 39 (18-80) 47 (34-65) 53 (31-72) 41 (18-80)
HIV
Anti-HIV-1 absorbance (0D) Mean ( + SD) 298 [+ 012) 2,45 ( * 0.965) 2.90( = 0.389) 2,95 ( =0.293)
HIV Viral Load ()"
Detected 87,269 (32.3) 2/8 (25.0) 2/16 (12.5) 91,293 (31.1)
Undetected (%) 182/269 (67.7) 6/8 (75.0) 14/16 (87.5) 202/293 (68.9)
Log (U1/mL) mean ( + SD) 25 (+13) 1.7 (+0.32) 1.9( + 0.6) 25(%13)
CD4 Count (cells/mL) mean { + SD)" 623.8 ( + 617.02) 6891 ( + 297.6) 726.8 ( + 258.9) 631.0 ( + 597.2)
CD4 + = 350 cells/mm? 56,/261(21.5%) 2/8 (25.00) 2/17 (11.8%) 60,286 (21.006)
CD4 + < 350 cells/mm? 205/261 (78.5%) 678 (75.0%) 15/17(88.2%) 226/286(79.0%)
CD8 Count (cells/mL) mean ( £ SD) 1028.1 ( £ 524.8) 836.8 ( = 244.4) 1318.3 ( = 611.1) 1037.2 ( £ 528.9)
Diagnostic time HIV Mean ( = DP) year 7.9 (£ 62) 9.9 ( = 8.7) 13.4( = 5.9) 817 ( £6.5)
Antiretroviral Treatment [%)
Yes 242,311 (77.8) 11/14 (78.6) 26,37 (70.3) 279/362 (77.1)
No 35,311 (11.3) 0,14 (0.0) 437 (10.8) 39,362 (10.8)
Unknown 34,311 (10.9) 3,14 (21.4) 7437 (18.9) 44,362 (12.1)
Serology for Hepatitis B n = 362
HBsAg o 14 (3.9) 1] 14/362(3.9)
Anti-HBe total 101 (32.5) 13 (92.8) 18 (48.6) 132/362 (36.4)
Anti-HBs 197 (63.3) o 20 (54.0) 217/362 (59.8)
Anti-HBEc and anti-HBs 66 (21.2) o 11 (29.7) TAI362 (21.2)
Serology for Hepatitis C n = 37
Anti-HCV 1] 1] 37 (10.2) 37/362 (10.2)

""Some partid pants did not respond.
# some samples were not the result of HIV RNAL
" not all samples had exhibited CD4.

(78.6%) participants than in HIV/HCV coinfected 26,37 (70.3%) par-
ticipants. Of the 11 (78.6%) HIV/HBV coinfected participants receiving
antiretrovirals, 10 (90.9%) used lamivudine (3TC) and tenofovir (TDF).
Of the 26 HIV/HCV coinfected participants receiving antiretroviral
treatment, 10 (38.5%) used a 3TC + TDF regimen and 16 (61.5%) re-
ceived other combination treatments with or without 3TC.

Owverall, participants showed good condition of the immune system,
where 226 (79%) samples had CD4 cell counts above 350 cells/mm®. In
monoinfected (HIV) individuals, the mean CD4 cell count was
623.8 + 617.0 cells/mm” and mean CD8 count was 1028.1 + 524.8
cells/mm®. While in cases of coinfection with HIV/HBV, mean CD4
count was 689.1 * 207.6 cellsymm® and mean CD8 count was
836.8 + 244, 4 cells/mm”. Among coinfected HIV/HCV samples, of
mean CD4 count was 726.8 + 258.9 cells/mm® and mean CD8 count
was 1318.3 + 611.1 cells/mm®.

The participants co-infected with HIV/HCV (13.4 + 5.9 years) and
HIV/HBV (9.9 * 8.7 years) showed an average time of diagnosis of
HIV infection higher than those mono-infected HIV samples
(7.9 + 6.2).

3.2. Evaluation of sensitivity and specificity of RDTs for HBsAg detection

When only HBsAg reactive results by EIA were considered as true
positives, sensitivity of RDT varies from 92.9% to 100% depending on
the RDT and specimen evaluated (serum or whole blood) and specifi-
cities were above 99% for all RDTs (Table 2). When HBsAg/HBV DNA
reactive samples were considered as true positives, sensitivity of RDT
WAMA Imuno-Répido HBsAg decreased to 80% and sensitivity of RDT
VIKIA HBsAg remained at 100% (Table 3).

The RDT VIKIA HBsAg evaluated with whole blood also performed
well, with sensitivity and specificity above 99% (Table 2). When the
ElA-derived for HBsAg-reactive samples were verified by HBV DNA
assay (Table 3), performance was undiminished, though with increased
confidence intervals.
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True positive samples for RDTs for HBsAg detection showed high
mean optical-density-to-cut-off ratio (OD/CO) values compared to false
negative samples. However, it was not possible to calculate the p value
or to compare the mean HBsAg OD/CO for two RDTs evaluated
(Table 4).

3.3. Evaluation of sensitivity and specificity of RDTs for anti-HCV detection

When EIA-derived anti-HCV reactive results were considered as true
positives, sensitivities of RDT varied from 82.3% to 100% depending on
the RDT and specimen evaluated, while specificities were above 99%
(Table 2). When anti-HCV/HCV RNA reactive samples were considered
as true positives, sensitivities increased from 95.8% to 100% and spe-
cificities remained above 99% (Table 3).

The RDT WAMA Immuno-rapid ant-HCV evaluated with whole
blood also performed well, with sensitivity and specificity above 99%
(Table Z). When EIA-derived anti-HCV reactive samples were also
verified by the HCV RNA assay (Table 3), performance was improved as
the PPV increased from 50% to 100% and agreement (Kappa) increased
from 66.4% to 100%.

The viral load of HIV and HCV seems to have influenced the per-
formance of anti-HCV RDTs in relation to the EIA and consequently
produced statistically significant differences between discordant and
concordant results of the anti-HCV RDT (p = 0.05) (Table 5). CD4 cell
count and antiretroviral treatment for HIV was not significant.

True positive samples for anti-HCV detection showed high mean
optical-density-to-cut-off ratio (OD/CO) values compared to false ne-
gative samples. This difference was significant (p < 0.05) for RDT
anti-HCV detection (Table 4).

4. Discussion

The present study demonstrated good performance of rapid tests for
HBsAg and anti-HCV detection in HIV infected individuals compared to
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Table 2
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Rapid test assessment for HBsAg and anti-HCV detection in samples of HIV-positive patients compared to EIA. Brazil.

Rapid Tests Total (N) TP FP TN EN % Sensitivity (IC 95%) % Specificity (IC 95%) % PPV % NPV (IC95%) 9% Kappa
a b D c (IC95%) (1C95%)

1- HBsAg marker

WAMA Imuno-Répido HBsAg — Serum 362 13 2 346 1 929 99,4 86.7 99,7 89.2
(66.1-99.8) (97.9—9.9) (59.5-98.3) (98.4-100) (77.1-100)

VIKLA HBsAg — Serum 362 13 0 348 1 1000 99.7 928 100.0 9602
(75.3-100) (98.4-100) (66.1-99.8) (98.9-100) (88.6-100)

VIKIA HBsAg — whole Hood 228 6 0 222 0 1000 100.0 100.0 100.0 100.0
(54.1-100) (98.3-100) (54.1-100)  (98.3-100) (100 - 100)

2- Anti-HCV marker

BIOEASY HOV Rapid Test — Serum 355 30 0 321 4 888 100 100 98.8 93.1
(72.5-96.7) (98.6-100) (88.4-100)  (96.9-99.6) (86.5-99.8)

WAMA Imune-Répido anti-HCV — Serum 355 28 0 321 6 823 100 100.0 98.7 89.4
(65.5-93.2) (98.8-100) (87.6-100) (95-99.3) (81-97.7)

WAMA Imuno-Répido anti-HCV — whole blood 154 1 0 152 1 1000 99.3 50.0 100.0 6604
(2.5-100) (96.4-100) (1.3-98.7)  (97.6-100) (4.5-100)

Rapid Tests evaluated: VIKIA® HBsAg. WAMA® HBsAg, BIOEASY" anti-HCW ¢ WAMA® anti-HCV TP- True Positive. FP-False positive. TN-True negative. EN-false negative. PPV- Positive

Predictive Value and NPV-Negative Predictive Value.

EIA results. The RDTs Vikia HBsAg and Wama Immuno-Rapid HBsAg
showed high sensitivity (> 92%) and specificity (> 99%) using both
serum and whole blood specimens. This has previously been observed
in healthy and HBV monoinfected individuals (Franzeck et al., 2013;
Cruz et al., 2015). Franzeck et al. (2013) found sensitivity and speci-
ficity of 96% and 100%, respectively for RDT Determine HBsAg using
serum and whole blood from HIV-1 positive patients in recent anti-
retroviral treatment in Tanzania demonstrating a similar result to the
present work.

In the present study, low sensitivity and agreement of Wama
Immuno-Rapid HBsAg compared to EIA was found when true positive
samples were those presenting HBsAg and HBV DNA in serum. These
findings could have been attributed to the small number of HEV DNA
reactive samples included in the study due to antiviral treatment
(Brandao et al., 2015; Raboni et al., 2014). Indeed, approximately 60%
of HBsAg reactive samples did not have HBV DNA in serum. Almost
80% (11/14) of the HIV/HBV coinfected individuals were on anti-
retroviral treatment and the majority (90%) had a combination regimen
consisting of lamivudine (3TC) and tenofovir (TDF), which are used to
treat HBV and HIV (Raboni et al.,, 2014; Phung et al., 2014).

Great variation of limit of detection of HBsAg RDT and enzyme
immunoassays is found among different assays. Scheiblaver et al.
(2010) reported range of sensitivity between HBsAg ElAs of 0.021 IU/

Table 3

mL to = 2.33 IU/mL with the PEI ad standard and 0.013 IU/mL to = 4
IU/mL with the International Consortium for Blood Safety (ICBS)
Quantitative Panel. They also evaluated 19 HBsAg rapid assays, one
was able to detect 1.5 TU/mL, two rapid assays had sensitivities of 1.7-4
IU/mL, three rapid assays barely detected 4 IU/mL, and 13 rapid assays
failed to detect any of the ICBS standard dilutions as positive, i.e., these
tests can only detect undiluted specimens with HBsAg levels of over 4
IU/mL. These assays were not evaluated in the present work, but these
findings demonstrate great divergence in different assays of different
regions of the world.

In the present study, RDTs for anti-HCV detection (Wama Immuno-
rapid anti-HCV" and Bioeasy HCV Rapid Test™) revealed sensitivities
greater than 80%. This is lower than demonstrated in studies conducted
among non-HIV infected individuals (Scalioni et al., 2014; Rosa et al.,
2013). However this could indicate the interference of HIV in assay
performance due to suppression of the humoral immune system of the
HIV infected individual. Such an effect would decrease their ability to
produce antibodies, and by extension the concentration of anti- HCV
(Ross et al., 2015; Chonwattana et al., 2016). On the other hand, sen-
sitivity of anti-HCV RDT increased when anti-HCV/HCV RNA positive
samples were considered as true-positive samples, showing the effi-
ciency of RDT in identifying cases of active Hepatitis C viremia.

Performance of RDTs for detection of HBsAg and anti-HCV appears

Performance of rapid tests for HEsAg and ant-HCV detection in comparison to E1IA fBi.ucLisa'[—lBs}\,g assay.Biokit and Murex HCV Ab Version 4.0". DiaSorin) using HEV DNA and HCV RNA
status in serum. (1) Performance of HEV RT when HBsAg/HBEV DNA reactive samples were considered true positives. (2) Performance of HCV BT when HCV Ab/HOV RNA reactive

samples were considered true positives.

Rapid Tests Total (N) TP FP TN BN % Sensitivity (IC 95%) % Specificity (IC 95%) % PPV % NPV % Kappa
a b d c (1C95%) (1C95%) (IC95%)

1- HBsAg and HBV DNA reactive

WAMA Imuno-Répido HBsAg — Serum 353 4 2 346 1 8O 99.4 66.7 99.7 72.3
(28.3-99.5) (97.9-99.9) (22.3-95.7) (98.4-100) (42.2-100)

VIKLA HBsAg — Serum 353 5 0 348 0 100 100 100 100 100
(47.8-100) (98.9-100) (47.8-100) (98.9-100) (100 -100)

VIKIA HBsAg — whole Hood 225 3 0 2 0 100 100 100 100 100
(29.2-100) (98.3-100) (29.2-100) (98.3-100) (100-100)

2- Anti-HCV and HCV RNA reactive

BIOEASY HOV Rapid Test — Serum 339 23 1 314 1 958 99.7 95.8 99.7 95.5
(78.9-99.9) (98.2-100) (78.9-99.9) (98.2-100) (89.3-100)

WAMA Imune-Répido anti-HCV — Serum 339 22 0 315 2 100 99.4 91.7 100 95.3
(84.5-100) (97.7-99.2) (73-98.9) (98.8-100)  (88.9-100)

WAMA Imune-Répido anti-HCV — whole blood 153 1 0 182 0 100 100 100 100 100
(2.5-100) (97.6-100) (2.5-100) (97.6-100) (100 -100)
247

73
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Table 4
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0OD/CO value for HEsAg and anti-HCV obtained using ElA acoording to false negative and true positive results by rapid tests.

Enzyme immunoassay (ELA) Rapid Tests
HBsAg marker WAMA Imuno-répido HBsAg” WVikia HBsAg™
False negative True positive False negative True positive
DOACO mean = SD DOCD mean = 5D DOACO mean = SD DO/CO mean * SD
Bioclisa® HBsAyg assay (Biokit) ND 39.12 ( + 10.16) ND 39.89 ( +10.12)
p value - -

Anti-HCV marker WAMA Imuno-répido Anti-HOV®

BIOEASY HCV Rapid Test”

True positdve
DOYCD mean *= SD

False negative
DOACO mean = SD

True positdve
DO/CO mean + SD

False negative
DO/CO mean = SD
Murex Anti-HCV Version 4.0° (Diasorin) 3.01 ( = 1.56)
p value 0.0007

4.13 [ = 0.34)

208 ( * 1.49)
= (1

4.12 [ + 0.34)

ODACO: Optical Density/Cut Off.
ND: not done sinoe just ane false negative result by RTs HBsAg was detected.

to be influenced by antigen and antibody concentration since false-
negative results in RDTs had lower mean OD/CO wvalues in EIA com-
pared to true-positive samples. Bottero et al. (2013)) also found that
samples showing false-negative HBsAg results by RDTs Vikia HBsAg",
Determine™ HBsAg and Quick Profile” demonstrated lower HBsAg an-
tigen levels than true-positive samples.

HIV and HCV viral load appears to have influenced the performance
of anti-HCV RDTs compared to EIA since samples with discordant re-
sults from anti-HCV RDTs had a higher mean HIV viral load than
concordant results, thus showing a negative impact of HIV viral load on
the efficiency of RDTs. In this respect high HIV viral load causes dys-
function in the patient's immune system, especially in the humoral re-
sponse, causing a lower production of antibodies and consequently
interference in the amount of anti-HCV available in the blood of the
coinfected patient (Ross et al, 2015; Chonwattana et al., 2016).

Firdaus et al. (20132) recommended that anti-HCV RDTs should not
be used as the only diagnostic tool in a high-risk group, such as HIV-
positive individuals. Hoffmann et al. (Hoffmann et al, 2012) have hy-
pothesized that interaction with HIV infection itself could affect the
performance of RDTs. Despite this, it is not clear how the sensitivity of
RDTs to HBsAg and anti-HCV are affected by the concomitant presence
of HIV.

In the present study, CD4 cell count and antiretroviral treatment for
HIV did not interfere in HBsAg and anti-HCV RDT performance,
something that could be due to a lack of representation of im-
munosuppressed individuals, since nearly 80% of patients had CD4 cell
count above 350 cells/mm. Hoffmann et al. (Hoffmann et al., 2012)
found high rates of HBsAg positivity in RDTs among individuals pre-
senting low CD4 count.

Table 5

This study presented some limitations, such as: the low number of
HBV and HCV individuals coinfected by HIV that may have interfered
in the evaluation of the sensitivity and predictive value of the RDTs,
generating broad confidence intervals; lack of data for some parameters
as showed in tables; absence of HIV RNA data in all samples and the
rate of undetectable HBV infection which may lead to false negative
results (Brandao et al., 2015; Raboni et al., 2014). Despite these lim-
itations, RDTs represent a useful tool for HBV and HCV detection in HIV
infected individuals in areas without laboratorial infrastructure and
limited resources.
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Analysis of discordant and concordant results obtained by Bioeasy HCV Rapid Test and Wama Imuno-Répi do anti-HCV inrelation to ELA and the clinical and laboratory variables selected.

Variable rapid test result anti-HCV p value
discordant N (%) concordant N (36)
HIV Viral Load (copies/mL) mean ( = SD) 2518 = 2468 45 [ = 5) 0.0238
Log (Ul/mL) ( = 8D} 265 (£ 1.0) 1.65 ( + 0.05) 0.0295
CD4 mean ( x SD) T742 (= 2945) 741.8 ( = 290.9) 0.8586
D4 = 350 Ulﬂ]s,l‘mmj 0/4 (0.0} 1/10 (10.0) 1
D4 < 350 cells/mm? 4/4 (100.0) 9/10 (90.0) 1
unknown 2 20
CD8 mean ( = SD) 1,566.2 ( + 559.8) 1241 ( = 4823) 0.3194
CD4/CD8 mean (= SD) 0.65 ( = 0.3) 0.74 (= 0.4) 0.7017
Treatment for HIV 66 (100) 19423 (82.6) 0.5530
HCV viral load mean ( + SD) 4,547,426 ( + 1,492,156) 1,265,434 ( + 1,759,165) 0.0172
Log HCV mean ( = SD) 66 (= 0.1) 5.6 ( = 0.9) 0.1354
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Resumo: O Teste Répido (TR) foi usado para o diagnostico de hepatite B e C na
populacdo em geral, mas pouco se sabe sobre a influéncia das condi¢des clinicas
na preciséo desses ensaios. Este estudo tem como objetivo avaliar o desempenho
de TRs para a detec¢do de antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) e
anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) em pacientes com doenca renal
cronica (DRC). Foram incluidos neste estudo 286 individuos em hemodidlise,
recrutados em clinicas de dialise do Rio de Janeiro-RJ, Queimados-RJ e Fortaleza-
CE, no periodo de dezembro de 2013 a fevereiro de 2015. HBsAg e anti-HCV
foram detectados usando EIA comercial e quatro TRs: HBsAg (WAMA Imuno-
Rapido HBsAg e VIKIA HBsAgQ) e anti-HCV (DOLES HCV teste rapido e WAMA
ImunoR&pido anti-HCV) em soro e sangue total. Usando o EIA, a prevaléncia de
HBsAg e anti-HCV foi de 4,5% e 16,1% em pacientes com DRC. Os TRs HBsAg e
anti-HCV tiveram sensibilidades de 92,3% a 100% e 84,8% a 89,1%, enquanto as
especificidades foram de 99,3% a 100% e 99,2% a 99,6%, respectivamente. Os
TRs, que utlizaram amostras de soro, tiveram melhor desempenho em
comparagcdo com amostras de sangue total. Enquanto, as amostras verdadeiro-
positivas pelos TRs apresentaram valores de densidade Optica elevada para
valores de corte (DO/CO) em comparagdo com o EIA. Este estudo demonstra o
bom desempenho de TRs HBsAg e anti-HCV em pacientes com DRC,
especialmente em amostras de soro, indicando baixa interferéncia clinica das
doencas no desempenho desses ensaios. Os TRs podem ser uma ferramenta
importante para o rastreamento de HBV e HCV em populagbes de alto risco.

Palavras-chave: Virus da hepatite B; Virus da hepatite C; Teste rapido;
Diagnéstico; doenca renal crénica
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ABSTRACT

Aims Point of care testing (POCT) has been used for
hepatitis B and C diagnosis in general population, but
little is known about the influence of clinical conditions
in the accuracy of these assays. This study aims to
evaluate the performance of POCTs for detection of
hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) and antibodies
to Hepatitis C Virus (anti-HCV) in Chronic Kidney Disease
(CKD) patients.

Methods A total of 286 subjects were included in

this study. HBsAg and anti-HCV were detected using
commercial ElAs and four POCTs: HBsAg (WAMA Imuno-
Répido HBsAg and VIKIA HBsAg) and anti-HCV (DOLES
HCV teste rapido and WAMA Imuno-Rapido anti-HCV) in
serum and whole blood.

Results Using EIA, HBsAg and anti-HCV prevalence
was 4.5% and 16.1% in CKD patients. HBsAg and
anti-HCV POCTs had sensitivities from 92.3% to 100%
and 84.8% to 89.1% while specificities were 99.3% to
100% and 99.2% to 99.6%, respectively. POCT using
serum samples performed well compared with whole
blood samples and true positive samples of POCTs had
high optical density to cut-off {(0D/CO) values compared
with EIA.

Conclusions This study demonstrates good
performance of HBsAg and anti-HCV POCTs in CKD
patients, especially in serum samples indicating low
interference of this disease in the performance of these
assays. POCTs could be an important tool for HBV and
HCY screening in high-risk populations.

INTRODUCTION
Hepatitis B and C viruses (HBV and HCV) are
important causes of chronic liver disease world-
wide. HBV and HCV prevalence are higher in
patients with frequent parenteral exposure than the
general population, such as Chronic Kidney Disease
(CKD) patients on dialysis.'~

In Brazil, population-based studies have shown
HBsAg prevalence is less than 19 (ranging from
0.19% in the northeast and 0.60% in the Federal
District)* and 1.38% anti-HCV prevalence in the
general population.” HBsAg prevalence of 1% and
1.4% and anti-HCV prevalence of 4.2% and 4.7%
were found in hemodialysis.® These individuals
have an increased risk of infection by HBEV and
HCV due to the nosocomial nature of infection in
hemodialysis rooms and repeated blood transfu-

B 12
510MSs.

It is estimated that there were approximately
112000 people on dialysis in Brazil in 2014, and
the prevalence of serological tests positive for
HBsAg and anti-HCV have been stable in recent
vears, at 1.4% and 4.296, respectively.®

Dialysis therapy have increased the survival of
patients with CKD in recent decades. However,
transmission of infectious agents, such as hepatitis
viruses, may occur during these procedures.”

Viral hepatitis diagnosis in CKD patients on
hemodialysis is difficult due to non-specific symp-
toms such as lower levels of alanine aminetrans-
ferase (ALT), serology with false negative results
and low viremia, probably due to the loss of anti-
bedies and changes in the immune system the over
time.®?

Currently several point-of-care testing (POCT)
for hepatitis B and C are commercially avail-
able, but the sensitivity of HBsAg POCTs showed
substantial variance and heterogeneity (43.5%00—
99.800)%) while their specificity was closer to
1009 (range of 90% to 10096).” Khuroo et al'®
also demonstrated substantial variability in sensi-
tivity (range: 16.0%6-99.90%) and specificity (range:
77.890-99.790) of anti-HCV POCT:s. Several
studies have found POCTs perform well for HEsAg
and anti-HCV detection in several groups,**™ but
little data is available describing the performance
of those assays for HBsAg and anti-HCV detection
in CKD. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the performance of POCTs for detec-
tion of HBEsAg and anti-HCV in CKD patients
under hemodialysis.

METHODS

Population study

CKD individuals were recruited from three private
hemodialysis clinics that receive individuals from
the public and private health system located in
Southeast and Northeast region of Brazil. The
clinics run from Monday to Saturday, performing 3
rounds of dialysis a day.

Individuals from both genders over 18 years of age
were included. Demographic and risk factor charac-
teristics such as age, sex, marital status, education,
monthly income, number of sexual partners and
history of the sexually transmitted infection were
obtained using a questionnaire. In addition, clinical
data such as period of dialysis, received blood trans-
fusions and renal transplantation were also asked.

BM)
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FIOCRUZ ethics committee approved this study (CAAE
n." 34049514.7.3006.5258 and 34049514.7.3009.5051) and
informed consent was cbtained from each individual before
inclusion in the study. The study protocol was followed according
to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.

Biochemical, serological and molecular assays

Blood samples were collected and processed to obtain serum.
HBsAg, anti-HBc total, anti-HBs and anti-HCV were detected
using commercial ElAs according to manufacturer’s instruc-
tions (Bicelisa HBsAg assay, Bicelisa anti-HBc, Biokit and
Bioelisa anti-HBs, Biokit, Spain and Murex Anti-HCV Version
4.0, DiaSorin, Italy). Reactive and indeterminate samples were
retested in duplicate and indeterminate results were excluded.

HBsAg and anti-HCV reactive samples were submitted to
HBV DNA and HCV RNA molecular assays (Abbott RealTime
HBV, Abbott Molecular Inc., EUA and Abbott RealTime HCV,
Abbott Molecular Inc., EUA).

Serum samples were also tested for aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), gama glutamyltrans-
ferase (GGT) using kinetic assay and, creatinine, urea, alkaline
phosphatase (ALP) and iron using colorimetric methodelogy in
an automatic analyser LabMax 560 (Labtest Diagndstica 5.A.,
Minas Gerais, Brazil).

HBsAg and anti-HCV POCTs

Two POCTs were evaluated for HBsAg detection (Vikia HBsAg,
BioMérieux, France and Wama Imuno-Ripido HBV, Wama
Diagnostica, Brazil) and two POCTs were used for anti-HCV
detection (Doles HCV Teste Ripido, Doles reagents, Brazil and
Wama Imuno-Rdpide HCV, Wama Diagnostica, Brazil). The
tests were performed using serum and whole blood samples
where indicated by supplier and according to manufacturer's
instructions. All POCTs are qualitative tests based on immuno-
chromatographic techniques using lateral association of specific
monoclonal and pelyclonal antibodies for HBsAg and anti-HCV.

Data analysis

Statistical analyses were performed using Epi Info 7 (Epi Info
Software, CDC, Atlanta, USA). The clinical sensitivity (Cs),
specificity (S), positive predictive value (PPV), and negative
predictive value (NPV) for each POCT were evaluated, and
their respective 95% confidence intervals (95% CI) were calcu-
lated. Agreement between the results of point-of-care tests
and the results of the EIA was evaluated by kappa statistics.
P-values (two-tailed) <0.05 were considered statistically signif-
icant. These analyses were conducted using GraphPad InStat
software, version 3.01 (GraphPad Software, San Diego, USA)
and MedCale software, version 9.2.1.0 (MedCalc Software,
Mari-akerke, Belgium).

RESULTS

Population studied

A total of 286 CKD individuals on hemodialysis were included
in this study, mean age of 51.3+13.8 years (ranging from 18 to
90 years), most participants were male (64%0), married (519%),
over 41 years of age (76%6), had more than 8 years of education
(48.996) and received a monthly family income of US$ 100 to
USS$ 400 (58.90%).

HBsAg prevalence was 4.5% (13/286) and anti-HCV was
16.1% (46/286), with a median time of hemodialysis of 48
months (range of 3-384) for HBsAg positive and 108 months
(range of 7—468) for anti-HCV positive subjects. HBV DNA was

detected in 7/13 HBsAg positive samples (53.896), with mean
viral load equal to 3.38 log*” (£2.21) Ul/mL. While HCV RNA
was detected in 34/46 anti-HCV positive samples (73.994), of
which the mean viral load was equal to 4.92 log'® (+1.44) Ul/
mL.

Most HBsAg and anti-HCWV positive subjects had normal
values of ALT and GGT and statistical significance was found for
GGT in HCV positive subjects. AST values were normal in most
of HBsAg positive individuals and higher among anti-HCV posi-
tive subjects. Most HBsAg and anti-HCV positive individuals
had high values of urea, alkaline phosphatase and iron (table 1).

Performance of HBV and HCV POCTs in sample of CKD

Vikia HBsAg and Wama Imuno-Ripido HBsAg demonstrated
more than 90% agreement with EIA results for HBEsAg detection.
The former showed agreement and sensitivity equal to 100%
when tested with serum. However, using whole blood and Vikia
HRBsAg test, results presented agreement and sensitivity greater
than 90% compared with EIA results in serum (table 2).

Anti-HCV POCTs showed about 20% agreement compared
with EIA results. While the sensitivity of the Wama Imuno-
Ripido HCV and Doles HCV teste rdpido showed higher sensi-
tivity (89.1%0) when tested with serum samples than with whole
blood samples (84.8% and 86.99%, respectively). The specificity
of these two POCTS was greater than 9996 both when tested with
serum and whole blood samples (table 2).

False positive HBsAg POCT results were found in individuals
who did not report kidney transplantation, but time on hemedi-
alysis was 24 months for Vikia HBsAg and 120 to 156 months
for Wama HBsAg. These samples were not tested for HEV DNA
due to lack of sample. False negative HBsAg sample for Vikia
HBsAg using whole blood was observed in one individual that
had previous history of transplantation, about 384 months of
hemodialysis, but HBV DNA was not detected in serum sample.

Five to seven false-megative anti-HCV POCTs results were
found using serum and whole blood. All of them were HCV
RNA negative in serum except for one sample (880 IU/ml/2.98
lcgwj. In those presenting false negative results, two reported
kidney transplantation and time of hemodialysis varies from 48
to 468 months. False positive results for HCV POCTs did not
report kidney transplantation and time of hemodialysis varies
from 96 to 144 months.

When the performance of anti-HCV POCTs was evaluated
considering true-positive samples those anti-HCV reactive
by EIA and HCV RNA, both Wama Immuno-Rapid HCV test
and the Doles HCV rapid test increased sensitivity to 97% and
100%, with concordance greater than 96% (table 3).

Mean optical-density-to-cut-off (OD/CQO) ratio values
produced by EIA were lower in false-negative anti-HCV POCT
results when compared with true positive anti-HCV samples for
both anti-HCV POCTs (P<0.0001). Patients with false negative
results produced by anti-HCV POCTs had a higher mean time of
hemodialysis compared with individuals from which true posi-
tive results were obtained. In addition, true positive anti-HCV
POCTs presented a higher number of altered AIT, AST and GGT
values compared with false-negative results (table 4).

DISCUSSION

The main objective of this study was to evaluate POCTs for
HBsAg and anti-HCWV detection in CKD patients where good
agreement was observed according EIA results. High prevalence
of HBsAg (4.5%0) and anti-HCV (16.1%) was found in this group
in comparison to similar studies.'*
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Table 1 Demographics and dlinical parameters of patients with Chronic Kidney Disease on hemodialysis in relation to the results of HBsAg and
anti-HCV by EIA

HBsAg Anti-HCV

Variable HBsAg- (n=273) HBsAg+ (n=13) Pvalues  Anti-HCV- (n=240) Anti-HCV+ (n=46) P values

Gender
Male, n (56) 173 (94.5%) 10 (5.5%) 0.389 149 (81.4%) 34 (18.68%) 0.135
Female, n (%) 100 (97.1%}) 3 (2.9%) 91 (88.3%) 12 (11.7%)

Age (years)
<40 anos 66 (97.1%) 2 (2.9%) 0.740 60 (88.2%) 8(11.8%) 0.345
=41 anos 204 (94.9%) 11 (5.1%) 177 (82.3%) 38 (17.7%)

Marital status
marriedistable union 134 (97.2%) 4(2.9%) 0.161 119 (86.2%) 19 (13.8%,) 0.732
not married 123 (93.2%) 9 (6.8%) 111 (84.1%) 21 (13.9%)

Schooling™
lliterate 19 (90.5%) 2 (9.5%) 0.189 18 (85.7¢%) 3(14.3%) 0.572
one to &years 110 (94.8%) 6 (5.2%) 101 (87.1%) 15 (12.9%)
>Byears 126 (96.2%) 5 (3.8%%) 109 (83.2%) 22 (16.8%)

Monthly family income per capita*
810 9(90.0%) 1 (10.0%) 0.016 9(90.0%) 1({10.0%) 0.175
<100 dollars 33 (91.7%) 3(8.3%) 30 (83.3%) 6 (16.7%)
100 to 400 dollars 140 (94.6%) 8 (5.4%) 127 (85.8%) 21 (14.2%)
=400 dollars 67 (100%) 0(0.0%) 58 (86.5%) 9 (13.4%)
Time on hemodialysis (ma), median 48 (1-468) 48 (3-384) 47 (1-444) 108 (7—468)

Blood transfusion
Yes 197 (95.6%) 0 (4.4%) 1 152 (73.8%) 54 (26.2%) 0.000
No 106 (95.5%) 5 (4.5%) 103 (92.8%) 8 (7.2%)
Kidney transplantation 24 (85.7%) 4(14.3%) 16 (57.1%) 12 (42.8%)

History of sexually transmitted infection
Yes 50 (96.7%) 2 (3.3%) 0.738 51 (83.6%) 10 (16.4%) 0.682
No 194 (94.6%) 11 (5.4%) 176 (85.9%) 29 (14.1%)

Sexual partner - last year*
just one 140 (95.9%) 6 (4.1%) 0.989 127 (87.0%) 19 (13.0%) 0.139
<5 54 (93.1%) 4 (6.9%) 49 (84.5%) 9 (15.5%)
61010 2 (100%) 0 (0.0%) 0(0.0%) 2 (100%)
=10 4 (100%) 0 (0.0%) 3(75.0%) 1 (25.0%)

ALT — alanine aminotransferase
normal values 196 (94.7%) 11 (5.3%) 0525 173 (83.6%) 34 (16.4%) 0.859
high values 77 (97.5%) 2 (2.5%) 67 (84.8%) 12 (15.2%)

AST - aspartate aminotransferase
normal values 149 (94.3%) 9 (5.7%) 0.396 138 (87.3%) 20 (12.7%) 0.105
high values 124 (96.9%) 4(3.1%) 102 (79.7%) 26 (20.3%)

GGT - Gamma glutamyttransferase
normal values 198 (96.6%) 7 (3.4%) 0.203 180 (87.8%) 25 (12.2%) 0.006
high values 75 (92.6%) B (7.4%) B0 (74.1%) 21 (25.9%)

Urea
normal values 1{100%) 0(0.0%) 1 0 (0.0%) 1 (100%) 0.160
high values 272 (95.4%) 13 (4.6%) 240 (84.2%) 45 (15.8%)

ALP - Alkaline Phosphatase
normal values 21 (95.5%) 1(4.5%) 1 17 (77.3%) 5 (22.7%) 0.349
high values 249 (95.4%) 12 (4.6%) 223 (85.4%) 38 (14.6%)

Iron
normal values 133 (93.0%) 10 (7.0%) 0.092 129 (90.2%) 14 {9.8%) 0.074
high values 123 (97.6%) 3 (2.4%) 104 (82.5%) 22 (17.5%)

*+ for Trend.

**AST altered (UML) ==38 for females and =40 for males; «<ALT alterad {U/L) ==38 for females and =46 for males; GGT altered (U/L) ==40 for females and =59 for males; Urea
(mg/dLj==46 for males and females; ALP (U/Lj==44 for males and females; Iron (pg/dL)==>170 for males and females.

ALP Alkaline Phosphatase; ALT, Alanina aminotransferase; AST, Aspartato aminotransferase; GGT, Gama glutamiltransferase.

ND, not done.
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Table 2 Point-of-care tests (POCT) assessment for HBsAg and anti-HCV detection in samples of Chronic Kidney Disease patients on hemodialysis

compared with EIA
9 Sensitivity % Specifidty % Kappa

POCT Total (N) TP FP TN FN  (IC95%) (IC 95%) % PPV (IC95%) % NPV (IC95%) (IC 95%)
HBsAg marker

WAMA Imuno — Rapido 286 13 2 n 0 100 (75.3-100) 99.3(97.4-99.9)  86.7 (62.0-96.3) 100 {100-100) 92.5 (82.1-100)

HBsAg — Serum

286 13 0 23 0 100 (75.3-100) 100 (98.7-100) 100 (100-100) 100 (100-100) 100 {100-100)

VIKIA HBsAg —Serum

VIKIA HBsAg — Sangue 286 12 1 272 1 92.3(p3.9-99.8) 99.6(97.9-99.9) 923 (62.7-98.8) 99.6(97.6-99.9) 91.9 (80.8-100)
Anti-HCV marker

DOLES HCV teste rapido 286 41 1 239 5 89.1(76.4-96.4) 996 (97.7-99.9) 97.6(85.2-99.6)  97.9(95.4-99.1) 91.9 (85.6-98.3)

— Serum

DOLES HCV teste ripido— 286 39 1 239 7 848(711.1-93.7) 99.6(97.7-99.9) 975 (84.699.6) 97.1(94.5-98.5) 89.1 (81.6-96.5)

whole blood

WAMA Imuno-Rapido 286 4 1 39 5 89.1(76.4-96.4) 99.6(97.7-99.9) 976 (85.2-99.6)  97.9(95.4-99.1) 91.9 (85.6-98.3)

anti-HCW — Serum

WAMA Imuno-Rapido 286 0 2 38 6 86.9(73.7-95.1) 99.2(97.0-99.9) 952 (83.3-98.7)  97.5(94.9-98.8)  89.3 (81.9-96.6)

anti-HCV - whole blood

Hemodialysis are considered risk factor for HCV and HBV
infection due to numerous vascular access procedures, periodic
blood transfusions and potential nosocomial transmission in
which patients with CKD are submitted.'

Therefore, this population should be frequently tested to iden-
tify early infections to treat them and avoid the progression of
liver damage, which can progress to cirrhosis, hepatic decom-
pensation and liver cancer.'® The use of POCTs may improve the
screening and diagnostic access of those infected with hepatitis
Band C

A wide variety of point-of-care tests for the detection of Hepa-
titis B and C markers are available worldwide. Studies have been
shown good performance of the point-of-care tests for the HBV
surface antigen (HBsAg) and the HCV antibody (anti-HCV).*™"
However, studies evaluating the performance of these point-of-
care tests for HBsAg and anti-HCV in individuals with CKD on
hemodialysis are scarce.”

Therefore, when evaluating the POCTs Vikia HBsAg and
Wama Immuno-Ripido HBEsAg, both with serum and whole
blood samples, we identified sensitivity and specificity above
9090, with agreement above 90% compared with EIA results. On
the other hand, the confidence intervals we found for sensitivity
and positive predictive value (PPV) varied widely. Similar data
were found by Cruz e aI** in their study comparing groups of
patients with low and high risk of HBV infection, without CKD.

The size of the CI may be influenced by sample size, HEsAg
prevalence, confidence level and population variability, since a

larger sample will normally lead to a better estimate of the popu-
lation parameter.’” In the present study, HBsAg POCT presented
good performance, however false negative results were observed
in subject without HBEV DNA in serum and more than 380
months of hemodialysis. Honge ef al*® found that most of false
negative HBsAg POCT result in immunosuppressed patients
were in those presenting low HBsAg concentrations and HBV
DNA viral load than the true positives.

HBsAg POCTs were more sensitive and concordant (>9004)
than anti-HCV POCTE (> 849%0) when compared with EIA, either
with serum or whole blood samples (table 2). Scalioni et al™ also
found similar agreement (80.5%) when Wama Immuno-Rapid
HCV was used in a population at high risk of HCV infection.

Similarly, Chevaliez et al*® evaluated the Toyo anti-HCV test
(Turklab Medical Devices, Izmir, Turkey) and OraQuick HCV
Rapid Antibody Test (OraSure Technologies, Bethlehem, Penn-
sylvania) with total capillary blood and identified sensitivities of
95.80%0 and 99.4% and specificities of 98.8%0 and 100%, respec-
tively. On the other hand, Firdaus ef al*® have demonstrated that
anti-HCV POCT: cannot be used as an absolute and accurate
diagnostic tool to track HCV infection, especially in patients
with CKD on hemodialysis, since many of the samples declared
negative by POCT anti-HCV had detectable HCV RNA.

These divergences may be due to differences in population
characteristics or the point-of-care tests employed. The CKD
patients have specific characteristics that may interfere with the
diagnosis of HCV, as intermittent viremia and negative anti-HCV

Table 3 Point-of-care tests (POCT) assessment for anti-HCV detection in samples of Chronic Kidney Disease patients on hemodialysis when anti-

HCV and HCV RNA reactive samples were considered true positive

% Sensitivity % Specificity

Rapid Tests Total (N) TP FP N FN (IC 95%) (1€ 95%) % PPV (IC95%) % NPV (1C95%) % Kappa (1C95%)
Anti-HCV and HCV RNA reactive

DOLES HCV teste rapido 274 34 1 239 0 100 (89.7-100) 99.6 (97.7-99.9) 97.1(82.8-99.6) 100 (100-100) 98.3 (95.1-100)

- Serum

DOLES HCV teste rapido 274 33 1 239 1 97.0 (84.799.9)  99.6(97.7-99.9) 97.0(82.3-99.6)  99.6 (97.2-99.9) 96.6 (92.0-100)

— whole blood

WAMA Imuno —Rapido 274 34 1 239 0 100 (89.7-100) 99.6 (97.7-99.9) 97.1(82.8-99.6) 100 (100-100) 98.3 (95.1-100)

anti-HCW — Serum

WAMA Imuno-Rapido 274 34 2 238 0 100 (89.7-100) 99.2 (97.0-99.9) 94.4(81.0-98.5) 100 (100-100) 96.7 (92.2-100)

anti-HCV — whole blood
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Table 4 False negative and true positive results obtained by anti-HCV point-of-care tests in samples from patients with Chronic Kidney Disease

according to EIA results and laboratory variables

DOLES HCV teste rapido

WAMA Imuno-rapido Anti-HCV

point-of-care test result anti-HCV

point-of-care result anti-HCV

False negative

False negative

Variable N (%) True positive N (%) P values N (%) True positive N (%) P values
Haemodialysis patients
DOVCO hemodialysis (mean=5D) 33z1.2 43+0.2 <0.0001 3.0+1.2 43102 <0.0001
Log HCV (mean+5D) not detected 49£1.5 NP not detected 4915 NP
ALT IU/ml (mean=5D) 37.3:29 46x19.7 0.467 37329 46x19.7 0.467
Mean£SDtime on hemodialysis (months)  231:210.2 144.2£111.06 0.186 240£217.5 143.2+108.9 0.139
AST - Altered values* 4/128 (3.1%) 221128 (17.2%) - 3/128 (2.3%) 23128 (17.9%) -
ALT - Altered valuest 3/79 (3.8%) 9779 (11.4%) - 3/79 (3.8%) 9779 (11.4%) -
Gama GT - Altered valuest 1781 (1.2%) 20081 (24.7%) - 1781 (1.2%) 20181 (24.7%) -

0D/CO, Optical Density/Cut-off; AST, Aspartate aminotransferase; ALT, Alanine aminotransferase; GGT, Gamma glutamyltransferase.

*AST altered ==38 for females and =40 for males.
TALT altered ==38 for females and =46 for males.
+GGT altered ==40 for females and =59 for males.NP: not possible.

serology are characteristics commeonly found in this population
for a long period after infection.”* On the other hand, Sharma et
al** has shown that screening with POCT [Rapid anti-HCV Test
(Health-Chem Diagnostics LLC, FL, USA)] may also be useful
tor high-risk individuals, such as CKD sufferers, with frequent
percutanecus exposures, among others,

The interference of the clinical and laboratory data was
evaluated in relation to false-negative and true-positive results
obtained by anti-HCV POCTs compared with EIA. Most of
false negative results by anti-HCV POCT: did not present HCV
RNA in serum. We observed that sensitivity of anti-HCV POCTs
increased in those presenting anti-HCV and HCV RNA in serum
as the same as previeusly demonstrated.”® In addition, the mean
OD/CO values were lower among the false negatives compared
with true positive samples with the same assays as also observed
in other studies.? 2 ** Thus, there is a possibility that low levels
of antibodies are not detected by POCTs, regardless of the popu-
lation studied.

In addition, these patients with false-negative results by POCT
Wama Immuno-rapido anti-HCV and Doles HCV teste rdpido
exhibited longer mean hemodialysis time than true positive
results (240+217.55 months vs 143.17+108.92 months and
231£210.23 months vs 144.20+111.06 months, respectively).
A similar relationship was also observed in the EIA results found
by Kalantar-Zadeh et al,** suggesting the influence of hemodial-
ysis in serological tests for antibody detection.

Although the conditions of the immune system of CKD
patients were not evaluated, such as CD#4 cell count, it is known
that CKD causes dysfunction in the patient's immune system,
causing less production of antibodies, which could interferes
with the amount of anti- HCV available in the blood of patients
on hemodialysis. Due to impaired glomerular filtration in CKD
patients, there is accumulation of uremic toxins and, therefore,
disturbed renal metabolic activities interfere with the immune
defense of CKD individuals.™

Most of the true-positive results for anti-HCV POCTs in
patients with CKD had altered AST, AIT and GGT enzyme
values, as evidenced in other studies.*' ** Thus, POCTs could
detect viremia activity. While the reason for the low enzymatic
activity in patients with CKD is not fully understood, there are
some possible reasons; enzymatic inhibition of aminotransfer-
ases by uremic toxins, loss of enzymes in hemodialysis or inter-
ference of other dialyzable substances.” ** ¢

This study presented some limitations, such as: low number
of HBsAg-positive samples, no molecular testing for all samples
showing discordant results in POCT and absence of evaluation
of reproducibility and repetitively of the POCTs due to lack
of sufficient sample. However, previous studies demonstrated
high reproducibility and repetitively of the same POCTs HBsAg
(Vikia HBsAg and Wama Immunc-Rapid HEsAg) and anti-HCV
POCTs (Wama Immuno-Rapid HCV and Bioeasy HCV Rapid
Test).13 H

In conclusion, the performance of point-of-care tests for
HBV and HCV was good in CKD patients. Those assays had
better performance in serum samples compared with whole
bloed samples and high performance of anti-HCV POCTs was
demonstrated when HCV RNA/anti-HCV reactive samples were
considered true positive samples. These demonstrated ability of
the assay to identify individuals with active HCV infection which
may help health authorities in the future to reduce the risk of
transmission of the virus to uninfected individuals. However,
due to suboptimal sensitivities and high rate of false negative
results of the anti-HCV POCTs (10%6-1596), these assays are not
suitable to be used as the sole criterion for screening patients in
this high-risk group.

» HBsAg and anti-HCV RTs demonstrated good performance
using serum samples of CKD patients.

» Samples with false negative results by RTs had longer mean
hemodialysis time and lower OD/CO values compared with
the results of true positive samples.

» Anti-HCV RTs demonstrated the highest performance in those
individuals presenting HCV RNA/anti-HCV in serum, showing
the usefulness of these assays for identifying individuals with
active HCV infection.
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5 DISCUSSAO

5.1 Prevaléncia de infec¢cao do virus da hepatite B e C em grupos

de alto risco em Fortaleza-CE

Apesar dos avancos na melhoria das condicbes de saude da populacéo, as
infec¢des por HBV e HCV sdo um importante problema de salde publica em todo o
mundo, especialmente nas populacbes mais vulneraveis, como individuos
infectados com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com doenca renal crénica
(DRC) em hemodialise, e com coagulopatia em relacdo a populacdo geral.
Portanto, a identificacdo do perfil sociodemogréfico, comportamental e
epidemioldgico dessas infecgbes € (til para o planejamento de acdes de prevencéo
e controle, tratamento e assisténcia a esses grupos populacionais.

Estudos brasileiros para determinar a prevaléncia de infeccdo por HBV e
HCV sdo comuns na populacdo em geral, principalmente no sudeste do pais
(Pereira et al., 2009; Marques et al., 2011; Melo et al., 2015; Villar et al., 2015b;
Ximenes et al., 2015), mas apesar disso, ainda faltam informacdes sobre
populacdes especificas, como individuos HIV positivos, pacientes com DRC em
hemodialise e pacientes com coagulopatia, especialmente na regidao Nordeste do
Brasil. A fim de identificar a prevaléncia dessas infec¢coes nesses grupos mais
vulneraveis na cidade de Fortaleza, regido nordeste do pais, visando diagnosticar,
tratar e prevenir a propagacao dessas infeccoes.

O Artigo 1 teve como objetivo principal determinar a prevaléncia de infeccao
por HBV e HCV em pacientes de Fortaleza-CE: HIV positivos (Gl), com DRC em
hemodialise (GIl) e com distarbios de coagulacdo (Glll), bem como fatores
sociodemograficos e comportamentais associados a essas infecgcdes nos grupos
populacionais selecionados. Encontramos altas prevaléncias de HBV e HCV nos
trés grupos analisados, em comparacdo com a populacdo em geral, destacando a
prevaléncia em GlI, Gll e Glll, respectivamente, de: HBsAg de 3,9%, 7% e 3,9%;
anti-HBc de 28,6%, 55,9% e 31,4%; e anti-HCV de 1,3%, 12,6% e 47%.

Os estudos de Pereira e colaboradores (2009, 2013) mostraram que a
prevaléncia de HBsAg variou de 0,19% a 0,60%, a prevaléncia total de anti-HBc
variou de 8,1% a 10,3% e a prevaléncia anti-HCV foi de 1,38% (variando de 0,68%
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a 2,60%) na populacdo em geral, de acordo com a regido geogréfica. O “Boletim
Epidemiolégico de Hepatites Virais” (Brasil, 2017a), elaborado a partir dos casos de
hepatites virais registrados no Sinan, identificou um total de 196.701 casos
confirmados de hepatite B no pais até 2015, distribuidos nas regibes Sudeste
(35,5%), Sul (31,4%), Norte (14,3%), Nordeste (9,4%) e Centro-Oeste (9,3%). Os
casos de hepatite C detectados no mesmo periodo foram de 289.459, com
resultado anti-HCV ou HCV RNA reagentes. Destes, 144.024 casos tiveram ambos
os marcadores detectados, sendo distribuidos respectivamente nas regides
Sudeste (64,2%), Sul (24,2%), Nordeste (5,6%), Centro-Oeste (3,2%) e Norte
(2,7%) (Brasil, 2016). Estes diferentes valores de prevaléncia encontrados no Brasil
refletem os distintos padrdes de comportamento de risco da populagéo.

Quanto a infeccdo por HBV nos trés grupos estudados, foi possivel observar
gue no Gl (individuos infectados pelo HIV), a prevaléncia de HBsAg e anti-HBc total
foi de 3,9% e 28,6%, sendo semelhante a estudos anteriores, em que a coinfec¢ao
HIV/HBV variou de 2,8% a 10,3% na literatura (Farias et al., 2012; Tavora et al.,
2013; Flores et al., 2016).

Foram encontradas altas prevaléncias de HBV entre individuos coinfectados
com HIV e esses valores variaram de acordo com a regido do Brasil considerada
no estudo (Oliveira et al., 2014). Na regido Nordeste, Tavora e colaboradores
(2013) encontraram uma prevaléncia de HIV/HBV (3,7%) semelhante ao nosso
estudo, apesar dos diferentes perfis dos servicos de saude a que os individuos tém
acesso. Os que participaram do nosso estudo vém do ambulatério de HIV/Aids,
enquanto os do estudo anterior foram recrutados em um hospital de doencas
infecciosas no Estado do Ceara, que recebe casos mais graves da doenca.

A prevaléncia de anti-HBc total na Tabela 3 (artigol) revelou que as
variaveis “idade, mais de cinco parceiros sexuais por ano e historia de infeccdes
sexualmente transmissiveis” estavam relacionadas aos fatores de risco para a
exposicdo ao HBV nessa populacdo (p>0,05). Provavelmente, tal fato tenha
ocorrido devido ao HIV e ao HBV compartilharem rotas comuns de transmissao,
especialmente a via sexual (Kapembwa et al., 2011; Tavora et al., 2013),
destacando a importancia da educacéo para a saude e programas de vacinacéo
para esta populagéo, a fim de prevenir a transmissao do HBV.

No Gll (pacientes com DRC em hemodidlise), a prevaléncia de HBsAg (7%)

e anti-HBc (55,9%) foi maior do que no GI. Provavelmente influenciado pela terapia
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de manutencdo da DRC, que tem um ambiente de alto risco para infec¢ao por virus
transmitidos pelo sangue, como HBV e HCV, por exemplo, e cuja exposi¢cao
parenteral € frequente e a transfusdo de sangue é a terapia primaria para a anemia
renal (Halle et al., 2016).

Quando comparado com outros estudos, observamos que as prevaléncias
que encontramos foram maiores do que nos estudos de Marquesini e
colaboradores (2008), realizado em Campinas-SP, com 5,5% de HBsSAg e 4% de
anti-HBc. Sesso e colaboradores (2014) também identificaram uma baixa
prevaléncia de HBV (1,4%) em um inquérito nacional com DRC em didlise no
Brasil. No entanto, nosso estudo pode ter uma baixa prevaléncia de HBsSAg em
relacdo ao encontrado em Santa Catarina, com 10% (Carrilho et al., 2004) e em
Goiania-GO, com 46,7% (Carneiro et al., 2001).

Esses estudos mostraram as diferentes taxas de prevaléncia de HBV na
populacdo de DRC no Brasil, que pode ter sido influenciada por vérios fatores
relacionados a estrutura organizacional ou ao processo de trabalho dos centros de
hemodidlise dos diferentes estudos citados, bem como a frequéncia de higiene e
esterilizacdo de equipamentos na sala de didlise, reutilizacdo de capilares e
distribuicdo de pacientes de acordo com o numero de profissionais de saude, como
ja mencionado por outros autores (Carrilho et al., 2004; Santos; Souto, 2007;
Moreira et al., 2010; Chang et al., 2014).

Além disso, as variaveis “idade e renda” foram associadas ao risco de
infeccdo pelo HBV, em que os individuos mais velhos e aqueles com renda familiar
mensal per capita de até dois salarios minimos (100 a 400 dolares) apresentaram
maior positividade para o anticorpo anti-HBc total. A associagéo da variavel “idade”
com o HBV pode ser justificada pelo fato da doenca afetar pessoas mais velhas
com maior frequéncia e com mais tempo de hemodialise, aumentando, dessa
forma, o risco de exposicdo ao HBV (Zambonato et al., 2008). A associacdo da
variavel “renda” pode ser explicada pela dificuldade desses individuos em manter
uma relacdo de trabalho, devido ao tempo gasto no tratamento de hemodialise e
suas condicbes clinicas. Por isso, esses pacientes tém direito a receber um
beneficio social (beneficio de doencga) de um salario minimo como fonte de renda
para sua subsisténcia (Carmo et al., 2002; Zambonato et al., 2008).

No Glll, composto por 47 individuos com hemofilia (A e B) e 4 individuos

com Doenca de Von Willebrand (DVW), a prevaléncia de HBsAg e anti-HBc total foi
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de 3,9% e 31,4%, respectivamente. Esses resultados foram semelhantes aos
achados por Carmo e colaboradores (2002) em Minas Gerais, que identificaram
3,7% de HBsAg entre os hemofilicos, mas o anticorpo de exposi¢ao prévia ao HBV
(anti-HBc total) apresentou maior prevaléncia (67,9%) do que no nosso estudo. No
entanto, em relacdo a outros estudos, nossas taxas de prevaléncia foram
superiores as encontradas por Fontes e colaboradores (2003), que identificaram
2,9% de HBsAg em hemofilicos na cidade do Rio de Janeiro, e por Hoepers (2008)
gue encontrou uma prevaléncia de anti-HBc total de 28,5% em Santa Catarina.

Essas diferencas podem ser justificadas pelo tipo de coagulopatia
considerada para cada estudo. No estudo apresentado no Artigo 1, nao foi possivel
avaliar cada tipo de coagulopatia separadamente (hemofilia A, hemofilia B e DVW,
devido ao pequeno tamanho da amostra (n = 51). Ao mesmo tempo, Rezende e
colaboradores (2009) avaliaram dados do Ministério da Saude sobre coagulopatias
no Brasil e encontraram prevaléncias diferentes quando avaliaram separadamente
cada tipo de coagulopatia, sendo a prevaléncia de HBsAg de 3,8%, 2,6% e 1% de
individuos com hemofilia A, hemofilia B e DVW, respectivamente.

Além disso, tanto a hemofilia quanto a DVW séo classificadas de acordo
com o nivel de deficiéncia na producdo plasmética dos respectivos fatores de
coagulacdo, que podem apresentar uma forma grave, moderada e leve na
incapacidade de producdo. Esse fato influencia diretamente na exposicdo do
individuo as infeccBes virais, uma vez que ele pode precisar de transfusdo de
sangue com mais frequéncia (Rezende et al., 2009; Ferreira et al., 2014; Brasil,
2015b).

Além dessas caracteristicas clinicas, as variaveis “idade, historia de doencas
sexualmente transmissiveis e transfusdo de sangue ou plasma” foram associadas
ao risco de infeccdo por HBV (p < 0,05), corroborando com outros estudos
(Medeiros et al., 2004; Ziaee et al., 2015; Kucharska et al., 2016).

Em relac&o a infeccdo por HCV nos diferentes grupos estudados, observou-
se que no GI, a prevaléncia do anti-HCV foi de 1,3%. Enquanto isso, no Estado do
Ceara, onde a cidade de Fortaleza esta localizada, Tavora e colaboradores (2013)
encontraram maior prevaléncia de coinfeccdo HIV/HCV (5,4%). Talvez essa
diferenca seja justificada pelo perfil de maior gravidade dos pacientes atendidos no
hospital de referéncia para doengas infecciosas do Estado do Ceard, onde os

autores recrutaram sua amostra.
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Por outro lado, a prevaléncia de coinfeccdo HIV/HCV (1,3%) que
encontramos esta abaixo da estimada por Farias e colaboradores (2012), que
encontraram uma prevaléncia de 6,4% de anti-HCV entre individuos infectados por
HIV em Séo Paulo; Oliveira e colaboradores (2014) identificaram 1,6% de anti-HCV
entre os casos de Aids notificados no Brasil de 1999 a 2010; Flores e
colaboradores (2016) observaram 4,6% de anti-HCV em pacientes HIV positivos do
Rio de Janeiro.

Considerando esta variacdo de prevaléncias, € importante destacar os
diferentes perfis dos individuos inseridos nesses estudos. Portanto, € possivel que
0 baixo nimero de usuarios de drogas intravenosas, que é um dos fatores de risco
para coinfeccdo HIV/HCV, seja menor na regido Nordeste do que em outros
centros urbanos brasileiros (Tavora et al., 2013). Quanto aos fatores de risco para
o HCV, néo foi possivel fazer essa andlise devido ao pequeno numero de amostras
positivas neste grupo.

No Gll, a prevaléncia de anti-HCV foi de 12,6%. Embora o ambiente de
didlise tenha sido considerado um risco elevado para a infeccdo por HCV, nosso
resultado foi menor que a prevaléncia anti-HCV (14,8%) encontrada por Ledo e
colaboradores (2010) em Juiz de Fora-MG; menor do que os 52% de anti-HCV
identificados por Medeiros e colaboradores (2004) em Fortaleza-CE e os 13,57%
de anti-HCV identificados por Sassaki e colaboradores (2006) na cidade de Toledo-
PR.

Por outro lado, nosso resultado foi maior do que a prevaléncia de anti-HCV
(10,4%) encontrada no estudo de Marquesini e colaboradores (2008) em
Campinas-SP e no estudo de Sesso e colaboradores (2014), com 4,2% de anti-
HCV identificados pelo inquérito nacional com DRC em dialise no Brasil. Embora
todos esses estudos tenham sido realizados com individuos DRC em dialise, foi
possivel observar diferentes taxas de infeccéo pelo HCV, o que pode ser justificado
pelo diferente perfil epidemiolégico do HCV nas regides brasileiras. Além disso,
algumas clinicas de dialise podem nao ter cumprido adequadamente as normas de
boas praticas estabelecidas para servigos de dialise (Sassaki et al., 2006; Santos e
Solto, 2007; Halle et al., 2016).

No Gll, a variavel “transfusdo de sangue antes de 1994” foi associada a
infeccéo pelo HCV (p = 0,004), uma vez que apenas a partir de novembro de 1993,

o HCV teve o diagndstico obrigatério em bancos de sangue no Brasil, estabelecido
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pela portaria n® 1.376, de 19 de novembro de 1993 (Brasil, 1993). Embora as
variaveis “uso de preservativo e uso de drogas injetaveis” ndo tenham mostrado
associacgao positiva com HCV, apresentaram valores importantes de p (p = 0,062 e
p = 0,064, respectivamente). No estudo aqui apresentado, encontramos uma
similaridade com os fatores de risco encontrados por outros autores (Santos; Solto,
2007; Moreira et al., 2010; Leé&o et al., 2010; Chang et al., 2014).

O GlII apresentou 47% da prevaléncia anti-HCV, uma taxa de infecgao muito
maior que a encontrada em Gl e GIlI, devido ao fato da hepatite C ser a principal
comorbidade que afeta individuos com coagulopatia, em quem essa infeccao
geralmente ocorreu através do tratamento com concentrados de fatores de
coagulacéo, em vigor de 1970 a 1985 (Medeiros et al., 2004; Rezende et al., 2009;
Brasil, 2015b; Kucharska et al., 2016).

No entanto, em relacdo a outros estudos, nossas amostras tiveram
prevaléncia de anti-HCV semelhante aos 44,6% encontrados por Carmo et al.
(2002) em Minas Gerais. Entretanto, outros autores identificaram prevaléncias mais
baixas que as nossas, dos quais Fontes e colaboradores (2003) encontraram
39,4% de anti-HCV nos hemofilicos da cidade do Rio de Janeiro, Silva e
colaboradores (2005) descobriram que 42,2% de anti-HCV na Bahia, e Hoepers
(2008) diagnosticou 34,16% de anti-HCV em Santa Catarina.

O estudo de Ferreira e colaboradores (2014), realizado com hemofilicos de
tipo A (deficiéncia de fator VIII) no Brasil, chama a atencao pela alta prevaléncia de
anti-HCV (59,3%). E importante enfatizar as caracteristicas do tipo de fator de
coagulacéao que apresenta producédo deficiente (hemofilia A — fator VIII, hemofilia B
— fator IX e DVW - fator Von Willebrand) e o nivel de deficiéncia (grave, moderada
e leve). Essas caracteristicas sdo inerentes as coagulopatias e podem interferir na
manifestagéo clinica da propria doenca e também influenciar a exposicao desses
individuos ao risco de infeccédo por HCV. Como mostrado no artigo de Rezende e
colaboradores (2009), que avaliaram o0s registros do Ministério da Saude sobre
coagulopatias no Brasil e encontraram prevaléncias diferentes de HCV quando
avaliado separadamente para cada tipo de coagulopatia, com prevaléncia anti-HCV
em 34,9%, 29,7% e 12% entre os individuos com hemofilicos A, hemofilicos B e
DVW, respectivamente. Diante disso, € importante ressaltar que, no estudo aqui
apresentado, ndo foi possivel avaliar separadamente cada tipo de coagulopatia

(hemofilia A, hemofilia B e DVW), devido ao pequeno tamanho da amostra (n = 51).
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Para o Glll, as variaveis “historia de doencas sexualmente transmissiveis e
transfusdo de sangue e/ou plasma” foram associadas ao risco de transmissao do
HCV (p < 0,05) entre os coagulopatas incluidos neste estudo. A literatura mostra
que o0s pacientes com coagulopatia que receberam transfusdes multiplas de
sangue ou produtos sanguineos (Medeiros et al., 2004) antes de 1994 foram mais
afetados pelo HCV porque n&o havia triagem nos bancos de sangue antes dessa
data, visto que no Brasil a triagem para HCV so6 foi obrigatéria no final de 1993
(Ximenes et al., 2015; Ziaee et al., 2015).

Nossos resultados mostraram uma alta prevaléncia de infeccdo por HBV e
HCV entre os individuos com DRC em hemodiélise e com coagulopatia em relacéo
a populacdo em geral. Alguns fatores mostraram-se associados a maior
prevaléncia dessas infec¢cdes, como renda, transfusdo de sangue ou plasma,
histéria de IST prévia, nimero de parceiro sexual e dosagem de marcadores
bioguimicos (AST, GGT e ferro sérico).

Um fato importante foi a associacdo entre a renda e a prevaléncia de
hepatite B na populacdo DRC, demonstrando que as condi¢cdes de pobreza e a
falta de acesso aos servicos de saude contribuem com a persisténcia da infeccao
neste grupo. Logo, acdes de prevencdo e diagndstico rapido para infecgdes por
HBVY e HCV em grupos com maior risco (HIV, DRC, coagulopatas) sé&o
fundamentais para evitar a progressdo da doenca, complicacdes clinicas e

disseminacao dessas infec¢des.

5.2 Desempenho dos testes rapidos para deteccao de HBsAg e
anti-HCV em individuos infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV)

O diagndstico precoce de infeccdo pelo HBV e pelo HCV é de suma
importancia, principalmente entre individuos infectados pelo HIV, uma vez que a
coinfeccdo pode afetar o progndstico da doenca, a definicho e duracdo do
tratamento e, consequentemente, o0 resultado do tratamento antirretroviral
(Lacombe; Rockstroh, 2012; Tavora et al., 2013; Coppola et al., 2015).

A deteccdo do HBV e do HCV é comumente feita pelo método sorologico

ELISA para identificacdo do antigeno HBsSAg e do anticorpo anti-HCV,
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respectivamente, no soro do paciente (Villar et al.,, 2015b). No entanto, para a
execucao desses ensaios € necessario contar com profissional especializado e
infraestrutura laboratorial. Por isso, testes rapidos (TRs) podem ser ferramentas
Uteis para o diagnoéstico de HBV e HCV, uma vez que, possuem baixo custo,
podem ser armazenados em temperatura ambiente, realizados por qualquer
profissional minimamente treinado, sdo de execucédo rapida e simples, o que 0s
tornam adequados para situacbes de emergéncia e areas remotas e sem
infraestrutura (Randrianirina et al., 2008; Silva et al., 2011; Smith et al., 2011;
Franzeck et al., 2013; Scalioni et al., 2014; Cruz et al., 2015; WHO, 2017c).

Alguns estudos mostraram um bom desempenho de TRs para deteccdo de
HBsAg e anti-HCV na populacdo em geral (Randrianirina et al., 2008; Firdaus et al.,
2013; Bottero et al., 2013; Kim et al.,, 2013). No entanto, existem poucos dados
sobre o desempenho de TRs para HBsAg e anti-HCV em individuos infectados pelo
HIV, como os de Franzeck et al. (2013), Scalioni et al. (2014) e Cruz et al. (2015),
mas nesses estudos foram incluidos poucos individuos HIV positivos ou néo foi
avaliada a influéncia da carga viral do HIV, do tratamento antirretroviral ou da
contagem de células CD4 no desempenho desses ensaios.

Por isso, nosso segundo artigo (Artigo 2) teve como objetivo principal avaliar
o desempenho de TRs para deteccdo de HBsAg e anti-HCV entre individuos
infectados pelo HIV, usando amosRTas de soro e sangue total para determinar a
aplicabilidade desses testes nesse grupo. Além disso, a influéncia da carga viral do
HIV, tratamento antirretroviral, contagem de células CD4 também foram avaliados.
Observamos um bom desempenho dos TRs HBsAg e anti-HCV, avaliados em
individuos infectados pelo HIV em relacdo ao ELISA.

Os TRs Vikia HBsAg e Wama Immuno-Rapid HBsSAg mostraram altas
sensibilidade (> 92%) e especificidade (> 99%) com soro e sangue total, conforme
foi observado também em outros estudos, com individuos saudaveis e
monoinfectados com HBV, sensibilidade e especificidade acima que 90% (Bottero
et al., 2013; Cruz et al., 2015).

Cruz e colaboradores (2015) avaliaram as mesmas marcas de TRs (Wama
Immuno-Rapid HBsAg e Vikia HBsAg) para trés grupos populacionais e
encontraram desempenhos diferentes entre os grupos. O grupo 1 (casos suspeitos
de infeccao por HBV) apresentou resultados similares aos nossos: sensibilidade de
93,40% e especificidade de 99,50%.
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No entanto, encontramos uma menor sensibilidade e concordancia do TR
Wama Imuno-Rapido HBsAg quando as amostras com HBV DNA detectadas foram
consideradas como verdadeiro-positivas, 0 que poderia ter sido provocado pelo
pequeno numero de amostras com presenca de HBV DNA incluidas no estudo, ou
carga viral de HBV DNA indetectavel ou temporariamente suprimida pelos
medicamentos antirretrovirais (Raboni et al., 2014; Brand&o et al., 2015).

A menor sensibilidade e concordancia do TR em relagcdo ao HBV DNA
detectado pode ser atribuida também a baixa carga viral do HBV, visto que cerca
de 60% das amostras com sorologia HBsAg reagente apresentaram HBV DNA nao
detectado, sendo que destes, quase 80% (11/14) dos individuos coinfectados
HIV/HBV estavam em TARV e a maioria deles (90%) tinha o esquema terapéutico
composto por lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF), que sdo usados para tratar
ambas as infec¢des (Phung et al., 2014; Raboni et al., 2014).

Franzeck e colaboradores (2013) avaliaram um TR de outro fabricante (TR
Determine HBsAQ) no soro e sangue total de pacientes HIV-1 positivos em TARV
recente na Tanzania e também identificaram um bom desempenho, com
sensibilidade e especificidade de 96% e 100%, respectivamente. Embora este
estudo tenha avaliado um fabricante diferente, os resultados do teste foram
semelhantes aos nossos achados.

No nosso estudo, os TRs para detec¢do de anti-HCV (Wama Immuno-Rapid
Anti-HCV® e Bioeasy HCV Rapid Test®) revelaram sensibilidades superiores a
80%. Mesmo assim, foi considerado menor do que o evidenciado anteriormente em
outros estudos, com individuos néo infectados pelo HIV (Rosa et al., 2013; Scalioni
et al., 2014). Tal fato poderia indicar a interferéncia do HIV no desempenho desses
ensaios, pois o HIV provoca uma supressdo do sistema imunologico humoral do
individuo infectado, o qual diminuirda sua capacidade de producéo de anticorpos e,
consequentemente, apresentara também uma baixa concentracdo de anticorpos
anti-HCV (Ross et al.,, 2015; Chonwattana et al., 2016). Como foi observado
anteriormente, a sensibilidade do TR anti-HCV aumentou quando as amostras
positivas para HCV RNA foram consideradas como amostras verdadeiro-positivas,
ressaltando a eficiéncia do TR para identificar casos de hepatite C com viremia
ativa.

O desempenho dos TRs para detecgdo de HBsAg e anti-HCV parece ser

influenciado pela concentracdo de antigenos e anticorpos. Por isso, amostras com
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resultados falso-negativos apresentaram valores médios de DO/CO (xDP) menores
(2,08 £ 1,49) do que as amostras verdadeiro-positivas (4,12 + 0,34). Bottero e
colaboradores (2013) também observaram que amostras com HBsAg falso-
negativo pelo TRs Vikia HBsAg®, Determine™ HBsAg e Quick Profile®
apresentaram niveis médios de antigeno HBsSAg inferior as amostras com
resultados verdadeiro-positivos.

A carga viral do HIV e HCV parece ter influenciado o desempenho dos TRs
anti-HCV em relacdo ao ELISA, pois apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando os resultados discordantes e concordantes dos TRs anti-HCV
foram comparados (p < 0,05). Uma vez que as amostras com resultado discordante
pelos TRs anti-HCV apresentaram maior carga viral média de HIV do que os
resultados concordantes (2.518 + 2.468 vs 45 + 5 cOpias/ml), evidenciando assim
um impacto negativo da carga viral do HIV na eficiéncia do TR. Vale ressaltar que
alta carga viral do HIV causa disfungdo no sistema imunolégico do paciente,
especialmente na resposta humoral, causando uma menor producao de anticorpos
que interfere indiretamente na quantidade de anti-HCV disponivel no sangue do
paciente coinfectado (Ross et al., 2015; Chonwattana et al., 2016).

Tal justificativa também foi abordada por Firdaus e colaboradores (2013) ao
recomendarem que os TRs anti-HCV ndo devem ser utilizados como Unica
ferramenta diagndstica em grupo de alto risco, como em individuos HIV positivos,
entre outros. Ja Hoffmann e colaboradores (2012) levantaram a hipétese de que a
interacdo com a propria infeccdo do HIV poderia afetar o desempenho do TR.
Apesar disso, ndo esta claro como a sensibilidade dos TRs para HBsAg e anti-HCV
sao afetados pela presenca concomitante do HIV.

Embora a contagem de células CD4 e o tratamento antirretroviral para o HIV
nao tenham apresentado relacdo estatisticamente significativa com resultados
discordantes e concordantes pelos TRs, esse dado nos chama a atencéo pelo fato
de ndo ter evidenciado na analise estatistica a existéncia de influéncia do estado
imunoldgico dos pacientes no desempenho dos TRs. Talvez isso tenha ocorrido
devido a falta de representacédo de individuos imunossuprimidos, visto que quase
80% dos pacientes tinham contagem de células CD4 acima de 350 células/mm. Em
um estudo realizado na Africa, Hoffmann e colaboradores (2012) encontraram
resultados diferentes do nosso, pois encontraram influéncia da infeccédo pelo HBV

na menor contagem de CD4.
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O presente estudo apresentou algumas limitacdes, como: o baixo numero de
amostras positivas para HBV e HCV pode ter interferido na avaliagdo da
sensibilidade e do valor preditivo dos TRs, gerando amplos intervalos de confianca;
falta de dados para alguns parametros; o HIV RNA néo foi testado em todas as
amostras e a taxa de infeccdo HBV oculta ndo foi detectada, o que pode causar
resultados falso-negativos (Raboni et al., 2014; Brandéo et al., 2015). Apesar das
limitagbes, os TRs podem ser uma ferramenta util em &areas sem infraestrutura
laboratorial e de recursos limitados para a deteccéo de infeccdo pelo HBV e HCV

em pacientes infectados pelo HIV.

5.3 Desempenho dos testes rapidos para deteccao do HBsAg e

anti-HCV em individuos doentes renais cronicos

O Brasil, por meio do Ministério da Saude, tem desenvolvido um amplo
trabalho de educacéo e sensibilizacdo da populacdo para a realizacdo de testes
diagnésticos, estimulando o diagnéstico precoce e, consequentemente, 0
tratamento, de modo a interromper a cadeia de transmissdo e a progressao da
doenca. Diante disso, os TRs para deteccao de antigeno HBsAgQ e anticorpos anti-
HCV vém sendo introduzidos nos servicos de salude como uma promissora
ferramenta pratica para o diagnostico da hepatite B e C (Brasil, 2015a; Teles,
2017).

Os TRs para hepatite B e C sdo produzidos e comercializados por diferentes
fabricantes em todo o mundo. Estudos tém demonstrado um bom desempenho
desses TRs para a deteccao de HBsAg e de anti-HCV (Rosa et al., 2013; Bottero et
al., 2013; Kim et al., 2013; Scalioni et al., 2014; Cruz et al., 2015). No entanto,
ainda sdo escassos estudos que avaliam o desempenho de testes rapidos em
pessoas com DRC em hemodidlise (Firdaus et al., 2013).

O Artigo 3 teve como objetivo principal avaliar os TRs para deteccdo de
HBsAg e anti-HCV em pacientes com DRC em comparagédo com o ELISA. Nesse
grupo populacional, identificamos altas prevaléncias de HBsAg (4,5%) e anti-HCV
(16,1%), conforme foi observado também em outros estudos, 0s quais encontraram

altas prevaléncias dessas infeccbes, que variaram em relacdo as regibes ou
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cidades brasileiras onde foram realizados (Marquesini et al., 2008; Rezende et al.,
2009; Moreira et al., 2010; Da Silva et al., 2013; Ferreira et al., 2014; Brasil, 2015b).

A hemodialise é considerada fator de risco para a infec¢édo pelo HCV e HBV,
devido a numerosos procedimentos de acesso venoso, transfusdes periodicas de
sangue e potencial transmissdo nosocomial, em que pacientes com DRC sao
submetidos (Da Silva et al., 2013; Jang et al., 2017).

Por isso, essa popullacdo deve ser frequentemente testada a fim de
identificar precocemente as infec¢des para trata-las e evitar a progressédo do dano
hepatico que pode evoluir para cirrose, descompensacdo hepatica e cancer de
figado (Lee et al., 2015; Makris; Konkle, 2017). Portanto, o emprego de TRs
poderia ser mais um instrumento para triagem, a favor de ampliar o acesso ao
diagnéstico das pessoas infectadas com HBV e HCV. Mas € necessario comprovar
antes disso o desempenho dos TRs também para esse grupo populacional.

Uma ampla variedade de testes no local de atendimento para a deteccao de
marcadores de Hepatite B e C estd disponivel em todo o mundo. Estudos
demonstraram bom desempenho nos testes de point-of-care para o antigeno de
superficie do HBV (HBsAQ) e o anticorpo do HCV (anti-HCV) (Bottero et al., 2013;
Kim et al., 2013; Scalioni et al., 2014; Cruz et al., 2015; Barbosa et al., 2017). No
entanto, estudos avaliando o desempenho desses testes no local de atendimento
para HBsAg e anti-HCV em individuos com DRC em hemodialise sdo escassos
(Khuroo et al., 2014).

Logo, ao avaliar os TRs Vikia HBsAg® e Wama Immuno-Rapid HBsAg® com
amostras de individuos DRC, tanto com amostra de soro quanto de sangue total,
identificamos sensibilidade e especificidade acima de 90%, com concordancia
acima de 90% desses testes em relacdo ao ELISA. Por outro lado, os intervalos de
confianca que encontramos para a sensibilidade e valor preditivo positivo (VPP)
apresentaram ampla variacdo. Dados semelhantes foram encontrados por Cruz e
colaboradores (2015) ao compararem grupos de pacientes com baixo e alto risco
de infecgéo pelo HBV, sem DRC.

O tamanho do intervalo de confianca pode ser influenciado pelo tamanho da
amostra, prevaléncia de HBsAg, o nivel de confianga e a variabilidade da
populacdo, visto que uma amostra maior normalmente levara a uma estimativa
melhor do parametro populacional (Kalinowski, 2010). Apesar disso, o desempenho

dos TRs que identificamos demonstram baixa interferéncia da condicao clinica
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desses pacientes nos resultados dos TRs para HBsAg e habilidade destes para
detectar amostras verdadeiro-negativas (Bottero et al.,, 2013; Cruz et al., 2015).
Mas esse desempenho pode ter sido superestimado devido ao pequeno tamanho
da amostra utilizada para o estudo.

Por outro lado, apesar da condicdo imunossupressora sofrida pelos
pacientes submetidos ao tratamento dialitico, o desempenho doss TRs HBsAg
parece ndo ter sofrido tal interferéncia. Contrario aos achados de Honge e
colaboradores (2014), que identificaram menor desempenho do POCT HBsAg em
pacientes imunossuprimidos, dos quais a maioria dos resultados falso-negativos
apresentou menores concentragdes de HBsAg e, geralmente, menor carga viral
(DNA-VHB) do que os verdadeiros positivos.

Os TRs HBsAg foram mais sensiveis e concordantes (> 90%) do que os TRs
anti-HCV (> 84%) quando comparados ao ELISA, com amostras de soro ou sangue
total (Artigo 3). Scalioni e colaboradores (2014) também encontraram concordancia
semelhante (80,5%) quando o Wama Immune-Rapid HCV® foi usado em uma
populacdo com alto risco de infeccao pelo HCV.

De mesma forma, Chevaliez e colaboradores (2016) avaliaram o teste anti-
HCV Toyo® (Tirklab Medical Devices, Izmir, Turquia) e OraQuick® HCV Rapid
Antibody Test (OraSure Technologies, Bethlehem, Pensilvania) com sangue capilar
total e identificaram sensibilidades de 95,8% e 99,4% e especificidades de 98,8% e
100%, respectivamente. Por outro lado, Firdaus et al. (2013) demonstraram que 0s
TRs para anti-HCV ndo podem ser usados como uma ferramenta diagnostica
absoluta e acurada para rastrear a infeccdo por HCV, especialmente em pacientes
com DRC em hemodialise, uma vez que muitas das amostras declaradas como
negativas pelo TR anti-HCV tiveram, de fato, o HCV RNA detectado.

Essas divergéncias podem ser resultantes de diferentes caracteristicas da
populacdo ou dos testes rapidos utilizados. Os pacientes renais cronicos
apresentam caracteristicas especificas que podem interferir no diagnéstico de
HCV, uma vez que a viremia intermitente e a sorologia anti-HCV negativa durante
um longo periodo apos a infecgdo s&o caracteristicas comumente encontradas
nessa populacdo (Da Silva et al., 2013). Mas um estudo de Sharma e
colaboradores (2015) mostrou que a triagem com TRs (Rapid Anti-HCV Test® -
Health-Chem Diagnostics LLC, FL, USA) também pode ser util para individuos de
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alto risco, como os DRC e hemofilicos, com exposi¢cdes percutaneas frequentes,
entre outros.

A interferéncia dos dados clinicos e laboratoriais foi avaliada em relagcdo aos
resultados falso-negativos e verdadeiros positivos obtidos pelos TRs anti-HCV em
comparacao com o ELISA. Mas essa mesma analise comparativa néo foi possivel
para os TRs HBsAg devido ao baixo nimero de resultados falso-negativos (apenas
1 amostra).

Portanto, observamos que as amostras que apresentaram resultados falso-
negativos pelos TRs Doles HCV Teste Rapido® e Wama Imuno-Répido Anti-HCV®
em pacientes com DRC néo tiveram carga viral (HCV RNA) detectada, exceto para
uma amostra (880 Ul/ml ou 2,98 log'®). Provavelmente devido ao fato de que essas
pessoas ja eliminaram o virus através do tratamento de hemodiélise e, portanto,
apenas o anticorpo (anti-HCV) foi detectado pelo ELISA. Além disso, os valores
médios de DO/CO foram menores entre os falsos negativos em comparagdo com
amostras verdadeiras positivas com os mesmos testes (Artigo 3), como também
observado em outros estudos (Kalantar-Zadeh et al., 2005; Cohen & Hoérl, 2012;
Scalioni et al., 2014). Assim, existe a possibilidade de baixos niveis de anticorpos
nao serem detectados por TRs, independentemente da populacdo estudada.

Além disso, esses pacientes com resultados falso-negativos pelo POCT
Wama Immuno-rapido anti-HCV® e Doles HCV teste rapido® apresentaram tempo
médio de hemodialise mais longo que os resultados verdadeiro-positivos (240 +
217,55 meses vs 143,17 + 108,92 meses e 231+210,23 meses vs 144,20+111,06
meses, respectivamente). Relacdo semelhante também foi observada nos
resultados de ELISA encontrados por Kalantar-Zadeh e colabboradores (2005),
sugerindo a influéncia da hemodialise nos testes sorolégicos para deteccdo de
anticorpos.

Embora ndo tenhamos avaliado as condicbes do sistema imune dos
pacientes, como a contagem de CD4, por exemplo, sabe-se que a DRC causa
disfuncdo no sistema imunolégico do paciente, causando menor producdo de
anticorpos, o que interfere indiretamente na quantidade de anti-HCV disponivel no
sangue de pacientes em hemodialise. Devido ao comprometimento da filtragdo
glomerular em pacientes com DRC, h4d acumulo de toxinas urémicas e, portanto,
atividades metabolicas renais que interferem na defesa imunolédgica de individuos
com DRC (Halle et al., 2016).
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A maioria dos resultados verdadeiro-positivo pelos TRs anti-HCV em
pacientes com DRC tinha os valores alterados das enzimas AST, ALT e GGT,
como evidenciado também em outros estudos (Kalantar-Zadeh et al., 2005; Da
Silva et al., 2013). Isso mostra que os TRs poderiam detectar individuos com
enzimas hepaticas anormais. Embora a razdo para a baixa atividade enzimatica em
pacientes com DRC néo seja totalmente compreendida, existem algumas questdes
possiveis: inibicdo enzimética das aminotransferases por toxinas urémicas, perda
de enzimas em hemodialise, interferéncia de outras substancias dialisaveis, entre
outras (Marinaki et al., 2015; Halle et al., 2016).

Este estudo apresentou algumas limitacdes, tais como: baixo numero de
amostras positivas para HBsAg e a nao realizagdo de testes moleculares para
todas as amostras com resultados discordantes em relacdo ao teste padrdo. Além
disso, os parametros de precisédo (reprodutibilidade e repetitividade) dos TRs nao
foram analisados por falta de amostra suficiente.

No entanto, outros estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, do
laboratorio de hepatites virais, avaliaram a reprodutibilidade e repetitivamente dos
mesmos TRs HBsAg (Vikia HBsAg® e Wama Immuno-Rapid HBsAg®) em relacéo
ao ELISA, encontrando 100% de valor kappa (Cruz et al., 2015). Assim como
Scalioni e colabboradoress (2014), que avaliaram a reprodutibilidade e a
repetibilidade de TRs anti-HCV (Wama Immuno-Rapid HCV® e Bioeasy HCV Rapid
Test®) também identificaram 100% do valor de kappa para esses testes em
comparacdo ao ELISA. Mostrando em ambos os estudos a concordancia dos
resultados obtidos por esses dois métodos.

Diante dos resultados encontrados, é possivel concluir gue a DRC parece
nao interferir no desempenho de TRs para detec¢cdo do HBV e HCV. Além disso,
esses ensaios tiveram melhor desempenho em amostras de soro em comparacgao
com amostras de sangue total. O alto desempenho de TRs anti-HCV foi
demonstrado quando amostras positivas de HCV RNA e anti-HCV foram
consideradas amostras verdadeiro-positivas. A capacidade demonstrada do ensaio
para identificar individuos com infeccao ativa pelo HCV pode ajudar as autoridades
de saude a reduzir no futuro o risco de transmissdo do virus a individuos néo
infectados. No entanto, o uso de um teste confirmatério pode ser recomendado
para confirmar o diagnostico de HCV.
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6 CONCLUSOES

e Observamos altas prevaléncias de HBV e HCV em individuos HIV positivos,
doentes renais cronicos em hemodiélise ou com coagulopatia residentes na
cidade de Fortaleza-CE, indicando a necessidade de acdes de prevencao e
controle dessas infec¢des nos grupos estudados.

e A prevaléncia de hepatite B foi associada as variaveis: idade (Gll e Glll),
namero de parceiros sexuais no ultimo ano (Gl), histéria de IST prévia (Gl e
Glll) e transfusdo de sangue ou plasma (Glll), demonstrando que medidas
educativas voltadas ao comportamento sexual e triagem sorologica da
hepatite B seriam importantes para diminuicdo da prevaléncia dessa doenca
nesses grupos.

e A prevaléncia de hepatite C foi associada a transfusdo de sangue antes de
1994 (Gll), & histéria de IST prévia e a transfusdo de sangue/plasma (Glll),
demonstrando a necessidade de medidas educativas para reducdo da

transmissao do HCV na populagéo estudada.

e Foi possivel observar um bom desempenho dos TRs para HBsAg (Wama
Imuno-Réapido HBsAg® e Vikia HBsAg®) e anti-HCV (Bioeasy HCV Rapid
Test® e Wama Imuno-Rapido Anti-HCV®) em amostras de soro e sangue
total de individuos infectados pelo HIV em comparacdo aos resultados
obtidos no teste padrédo ouro (ELISA), indicando que estes podem ser

utilizados nessa populacéo de alta vulnerabilidade.

e A avaliacdo de desempenho dos TRs para deteccdo de HBsAg e anti-HCV
mostrou a influéncia da concentracdo de antigenos e anticorpos, pois
amostras com resultados falso-negativos apresentaram valores médios da
razdo de DO/CO menores do que o0 observado em amostras verdadeiro-
positivas na populacdo com HIV.

e Amostras com resultado discordante pelos TRs anti-HCV em relacdo ao
ELISA, apresentaram maior carga viral média de HIV, sugerindo um impacto

negativo da carga viral do HIV na eficiéncia desses TRs.
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Os TRs anti-HCV (Doles HCV Teste Rapido® e Wama Imuno-Rapido Anti-
HCV®) apresentaram maior sensibilidade e concordancia (> 89%) em
relacdo ao ELISA, quando testado com soro e sangue total de individuos
com DRC,.

Verificamos que amostras com resultados falso-negativos pelos TRs em
pacientes com DRC apresentaram maior tempo médio de hemodialise e
valores mais baixos de DO/CO em comparacédo aos resultados de amostras
verdadeiramente positivas, demonstrando assim, possivel interferéncia do

tempo de didlise no desempenho dos TRs para detec¢éo de anti-HCV.

Os TRs para deteccdo de HBsAg e anti-HCV podem ser uma importante
ferramenta para ampliar o acesso ao diagnostico das hepatites B e C nos
grupos estudados, principalmente em areas sem infraestrutura laboratorial e

de recursos limitados.
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7 RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, recomendamos as seguintes
estratégias de prevencdo, diagnostico e avaliacdo de desempenho de testes

rapidos para as hepatites virais B e C.
% Recomendacéao 1

No Artigo 1, o perfil epidemiolégico identificado nos trés grupos
populacionais de Fortaleza-CE, compostos por individuos HIV positivos, DRC em
hemodialise e com coagulopatia, reforca a necessidade de recomendarmos acdes
de saude voltadas para promocado em saude, ampliacdo da oferta e acesso aos
testes diagnostico para HBV e HCV direcionados para essas populacdes,
principalmente para as camadas mais pobres da sociedade, a fim de identificar os
casos assintoméaticos e subnotificados da doenca e, consequentemente, evitar a

progresséo clinica da hepatite B e C.
% Recomendacdo 2

A partir dos resultados obtidos no Artigo 2, em que avaliamos o
desempenho dos testes rapidos para HBsAg (Wama Imuno-Répido HBsAg® e Vikia
HBsAg®) e anti-HCV (Bioeasy HCV Rapid Test® e Wama Imuno-Rapido Anti-HCV®)
em amostras de soro e sangue total de individuos infectados pelo HIV,
recomendamos o0 uso desses testes rapidos em individuos monoinfectados pelo
HIV e coinfectados HIV/HBV ou HIV/HCV. A sensibilidade dos TRs foi maior em
individuos com infeccéo ativa (HBV DNA e HCV RNA detectado), exceto o teste
Wama Imuno-Rapido HBsAg®, processado com amostras de soro. Isso demonstra
a capacidade dos TRs de identificar aqueles individuos com possibilidade de

transmitirem a infeccao e que devem ser encaminhados ao tratamento.
% Recomendacéao 3

Com base nos resultados do Artigo 3, recomendamos o0 uso de testes

rapidos para deteccdo de HBsAg e anti-HCV em pacientes com DRC em é&reas
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remotas ou sem infraestrutura, apesar de ser recomendado a confirmacdo de

resultados reagentes com outro método diagndstico.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar o limite de deteccdo de HBsAg e anti-HCV pelos testes rapidos
em amostras de soro e sangue total de individuos HIV positivos, DRC e
coagulopatas.

e Avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade dos testes rapidos para
detecgéo de HBsAg e anti-HCV nos grupos estudados.

e Realizar um estudo de -custo-efetividade dos testes rapidos para
deteccdo do HBsAg e anti-HCV em comparacdo a técnicas
convencionais de diagnostico em populagéo de risco para hepatite B e C.
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9 LIMITACOES

Este estudo apresentou algumas limitacdes, como:

e Baixo numero de individuos HBV e HCV co-infectados pelo HIV que pode ter

interferido na avaliacédo da sensibilidade e valor preditivo dos testes rapidos;

e Falta de resultados da carga viral do HIV (HIV RNA) para todas as amostras
da populacao HIV (Gl), ndo apenas para as amostras coinfectadas pelo HBV
ou HCV (HBsAg ou anti-HCV reagentes);

¢ Nao foi calculada a taxa de infeccdo oculta por HBV que podem provocar

resultados falso-negativos;

e Na&o realizagdo de teste molecular para HBV e HCV em todas as amostras
das trés populacdos (Gl, Gll e Glll), apenas para as amostras positivas pelo
EIA (HBsAg e anti-HCV), de modo que fosse possivel avaliar os resultados

discordantes pelos testes rapidos;

e Auséncia de avaliacdo da reprodutibilidade e repetitivamente dos Testes

Rapidos, por falta de amostra suficiente.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA PERFORMANCE DE TESTES RAFPIDOS PARA O DIAGNOSTICO
DE MARCADORES DAS INFECCOES PELOS VIRUS DAS HEPATITES B E C

Pesquisador: LIVIA MELO VILLAR

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 34049514.7.0000.5248

Instituigdo Proponente: Fundacéo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/OC

Patrocinador Principal: Fundac&o Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/N0OC
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 389 606
Data da Relatoria: 17/11/2014

Apresentacao do Projeto:

A pesquisadora principal apresenta as vantagens e a necessidade de se ter testes rapidos de diagndstico
para triagem de individuos infectados, principalmente em condi¢gdes urgentes, tais como pacientes que
necessitam de hemodialise iImediata e quando o status da infecgéo pelo HBY ou HCV & desconhecido ou
para inicio de medidas pos exposicéo em profissionais de saude envolvidos em acidentes biologicos com
material desconhecido. Informa que antes de implementar um teste rapido como ferramenta de triagem,
devem ser avaliados os valores de sensibilidade e especificidade do teste de acordo com o teste padréao
para diminuir a possibilidade de resultados falso positivos ou falso negativos. Para Tanto, € proposto a
validag&o de procedimentos diagnosticos envolvendo testes rapidos de diagnostico das hepatites B e C para
fins de estudos epidemiolégicos de campo.

Neste estudo, os pesquisadores pretendem estabelecer os padrées necessarios para a avaliagéo da
performance dos testes rapidos, mediante a confeccéo de painéis de referéncia composta por amostras
positivas e negativas para o HBsAg e HCV, caracterizadas frente a testes de diagnostico disponiveis
comercialmente (ELISA, MEIA e Quimioluminescencia); avaliar parametros relacionados com a acuracia do
teste como a sensibilidade, especificidade, bem como os valores preditivo positivo e preditivo negativo de

testes rapidos de diferentes fabricantes; avaliar o uso de fluidos
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alternativos (saliva e sangue coletado em papel de filtro) em testes rapidos de diagnostico para hepatite B e
C; avaliar os parametros relacionados com a precisdo do teste como a repetibilidade e reprodutibilidade
intermediaria; avaliar a reag&o cruzada dos testes rapidos para hepatite B e C em amostras de soro com
outras infecgdes presentes; e avaliar a efici@éncia dos testes rapidos em diferentes populagdes.

Os voluntarios dessa pesquisa seréo recrutados nos seguintes locais: 300 individuos atendidos no
Ambulatorio de Hepatites Virais; 300 individuos atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(UFRJ/RJ); 500 individuos atendidos no Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA); 250 individuos
atendidos no Hospital da Unimed (PETROPOLIS/RJ); 300 individuos residentes em Mato Grosso do Sul;
100 individuos residentes no Norte Fluminense do Rio de Janeiro; 300 profissionais de beleza do Rio de
Janeiro; 200 pacientes do Instituto de Psiquiatria do Rio de Janeiro; 1500 Individuos residentes no Municipio
de Tocantinopolis; 500 Individuos residentes no Municipio de Teresina (Piaui); 200 Individuos atendidos no
HGNI (Nova Iguacgu, Rio de Janeiro); 200 Individuos atendidos no HGB (Bonsucesso, Rio de Janeiro); 200
Individuos atendidos no HUGG (UNIRIO); 200 Individuos atendidos no HUAP/UFF (UFF); 200 Individuos
atendidos no Servigo de dialise/hemodialise do Hospital Universitario Walter Cantidio; 200 Individuos
atendidos no Ambulatorio de hemofilia do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE); 200
Individuos atendidos no Nucleo de Atencéo Medica Integrada NANMI UNIFOR; 200 Individuos atendidos no
Instituto de Nefrologia de Queimados (INQUE); 200 Individuos atendidos no Centro de Doenc¢as Renais (Rio
de Janeiro). As amostras de sangue serdo coletadas de cada participante e o soro obtido sera
acondicionado em um microtubo previamente identificado com o niamero de registro e armazenado a
temperatura de -20.°C até a realizac&o das analises. As amostras de saliva seré&o coletas por quatro
métodos e armazenadas a -20°C até a realizagdo dos testes. As amostras de SSPF ser&o coletadas por
puncéo digital com lanceta e aplicadas em papel de filtro Whatmann 903. As amostras de soro seréao
submetidas a detec¢éo dos marcadores HBsAg, anti- HBc total, anti-HBc 1gM, anti-HBs, HBeAg, anti- HBe e
anti-HCV por ELISA comercial (Diasorin, ltalia). As amostras de soro HBsAg e anti-HCV reagentes tambéem
serdo submetidas a testes moleculares para detecg¢éo e quantificag&o do genoma viral, pelo teste comercial
Cobas Tagman HBV test, v.2.0 (Roche Diagnostics) e Cobas Tagman HCV test, v.2.0 (Roche Diagnostics,
Franca). As amostras HBY DNA e HCV RNA reagentes serdo submetidas a genotipagem, utilizando os
testes INNO-LIPA HBY Genotyping (Innogenetics) e Versant HCV Genotype 2.0 (LIPA, Siemens) HCV I,
respectivamente. Amosiras de soro, sangue total e saliva serdo submetidas a testes rapidos (TR) para

deteccdo do HBsAg de 3 fabricantes distintos serdo avaliados: Vikia HBsAg (BioMérieux),
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Wama Imuno-Rapido HBsAg (Wama Diagnostica) e HBsAg teste rapido (Doles), anti-HBs (anti-HBs, Wama),
anti-HBe (anti-HBe Wama) e anti-HCV: Wama Imuno-Rapido HCV (Wama Diagnastica), Teste Rapido anti-
HCV (Bioeasy) e HCV teste rapido (Doles). Todos os ensaios terdao seus resultados interpretados de acordo
com as recomendacdes e orientagdes do fabricante contidas nas respectivas embalagens. A sensibilidade e
especificidade diagnodstica do teste seréo avaliadas com a utilizac&o das amostras coletadas neste estudo.
A cada Kit avaliado serdo testadas 30 replicadas do soro-controle por um mesmo individuo, visando avaliar
a reprodutibilidade intra-teste (repetibilidade). A reprodutibilidade inter-teste (precisdo intermediaria) sera
verificada, computando-se os resultados entre dois operadores distintos. Os testes seréo realizados em dias
diferentes, por técnicos diferentes. Todos 6050 participantes devem ter mais de 18 de anos de idade e
concordarem em participar do estudo. Nos hospitais, também serdo selecionados individuos com os
seguintes perfis sorolégicos: casos agudos e crdnicos para hepatite B e C; individuos suscetiveis a infecgéo
pelos virus das hepatites B e C; individuos com infec¢éo prévia pelo HBY (anti-HBc/anti-HBs reagente) e
individuos vacinados para hepatite B (anti-HBs reagente). N&o participardo do estudo, mulheres com teste
de gravidez beta-HCG positivo; ter taxa de hemoglobina abaixo de 13,3 g/dL ou acima de 18 g/dL para
homens adultos, ou taxa de hemoglobina abaixo de 12,0 g/dL ou acima de 16 g/dL para mulheres adultas;
uso abusivo de alcool nos ultimos seis meses; uso regular de drogas ilicitas; doeng¢a hepatica e/ou
tireoidiana descompensada e ndo concordancia com os termos do consentimento informado. Os prontuarios
dos pacientes serdo consultados pelos pesquisadores do estudo em colaborac&o com os médicos das

instituicdes coparticipantes mantendo a privacidade e sigilo dos participantes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
O objetivo geral do presente estudo consiste em avaliar a performance de testes rapidos para o

diagnostico das hepatites B e C.

Objetivos Secundarios:

1-Estabelecer os padrdes necessarios para a avaliacdo da performance dos testes rapidos, mediante a
confeccéo de paineis de referéncia composto por amostras positivas e negativas para o HBsAg e HCV,
caracterizadas frente a ensaios imunoenzimaticos de diferentes fabricantes e uso corrente;

2-Determinar o desempenho dos testes rapidos para deteccéo do HBsAg, anti-HBs, anti-HBe e
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anti-HCV em pacientes renais crénicos;

3-Determinar o desempenho dos testes rapidos para detecgdo do HBsAg, anti-HBs, anti-HBe e anti-HCV
em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV);

4-Determinar o desempenho dos testes rapidos para detecgédo do HBsAg, anti-HBs, anti-HBe e anti-HCV
emindividuos hemofilicos;

5-Determinar o desempenho dos testes rapidos para deteccéo individuos com e sem infeccéo pelo HBY e
HCV;

6-Avaliar o desempenho dos testes rapidos para detec¢do do HBsAg, anti-HBs, anti-HBe e anti-HCV em
relacdo a fatores clinicos (carga viral e gendtipo infectante) e socio-demograficos (renda mensal,
escolaridade e local de moradia);

7-Determinar o custo minimiza¢&do dos testes rapidos para deteccdo do HBsAg, anti-HBs, anti-HBe e anti-
HCWV em comparacéo ao padr&o ouro (ELISA) nas diferentes populacdes estudadas;

8-Avaliar parametros relacionados com a acuracia do teste como a sensibilidade, especificidade, bem
como os valores preditivo positivo e preditivo negativo do Kit;

9- Avaliar parametros relacionados com a precisédo do teste como a repetibilidade e reprodutibilidade
intermediaria.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os possivels riscos e desconfortos séo aqueles relacionados com a retirada rotineira de sangue, dor ou
rouxid&o no local. Estes riscos serao minimizados pela coleta de sangue por profissionais treinados dentro

das normas de biosseguranca.

Beneficios:
Os beneficios associados ao projeto seria a identificacéo de individuos infectados pelos virus das
hepatites que poderdo ser encaminhados para acompanhamento e tratamento antiviral, assim como

identificac&o de individuos suscetiveis a infeccéo pelo HBY que podem ser encaminhados para vacinacéo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta suficientemente claro, bem fundamentado, sem necessidade de ser encaminhado para a
CONEP.

O estudo proposto é pertinente e possui valor cientifico.
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O projeto apos os ajustes feitos pela pesquisadora principal esta em conformidade com a Resolugédo CNS
466/2012.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram anexados:

1- Termo de anuéncia das Instituices coparticipantes; 2- CV dos membros da equipe; 3- Projeto Detalhado;
4- TCLE; 5- Parecer do CEP Fiocruz de 2009; 6-Regulamento do Biorrepositério LAHEP v2 16-12, 2014 e
Termo de Compromisso e sigilo dos pesquisadores envolvidos na pesquisa

Recomendagoes:

Aprovar o projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Os ajustes solicitados foram realizados pela pesquisadora principal, estando citados ponto a ponto na carta

de 24 de setembro de 2014 anexada a Plataforma Brasil. A saber:

1- Foi esclarecido que o Dr. Christian Niel n&o participa do projeto. A pesquisadora principal explicou que,
por ter assinado a folha de rosto do projeto original como diretor do Instituto Oswaldo Cruz, as
correspondéncias eram encaminhadas em nome da Dra Livia Villar e do Dr Niel.

2- Foram incluidos, na plataforma Brasil, os Termos de Compromisso e sigilo dos membros da equipe.

3- A pesquisadora principal esclareceu o porqué dos Termos de anuéncias das Instituicdes coparticipantes
terem datas que variam de 2011 a 2014. Todos estao participando do estudo.

4- Esclareceu que o Departamento de Patologia pertence a Universidade Federal do Ceara, sendo a
responsavel pelo estudo, naquele estado, a Dra. Cristiane Frota.

5-TCLE:

a) Foi incluida a informac&o de que a participag&o do individuo & isenta de

despesas e, sendo voluntaria, n&o existira remuneracéo ou vinculo
empregaticio.
b) Endereco e telefone dos pesquisadores responsaveis em cada unidade foram ]

incluidos no documento.

6- Com relacgé&o aos prontuarios a pesquisadora principal esclareceu que:

a) A consulta dos prontuarios seré realizada pelos membros do estudo sob
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supervisédo do médico responsavel de cada instituicéo coparticipante.
b) Os membros do estudo que irdo coletar os dados nos prontuarios assinarao o

termo de compromisso e sigilo.

c) Os dados serdo armazenados em banco de dados do Microsoft Office e mantidos

sob a guarda do coordenador do projeto.
d) Os dados serdo codificados de modo a manter o sigilo e privacidade de cada

participante.

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - %‘

Plataforma

asil

7- Os responsaveis pelos hospitais forneceram os termos de anuéncia para participacéo do estudo que

inclui @ anuéncia para coleta destes dados.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Né&o

Considera¢oes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/IOC), de

acordo com as atribuigdes definidas na Res.CNS 466/12, manifesta-se por APROVAR, ad referendum, o

projeto da forma como foi apresentado.

Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatorio final do projeto de pesquisa & responsabilidade

indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificacdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta devera ser submetida a apreciac&o do

CEP Fiocruz/10C.

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termao de Consentimento

Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido
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Termo.

RIO DE JANEIRO, 27 de Novembro de 2014

Assinado por:
Maria Regina Reis Amendoeira
(Coordenador)
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12 APENDICES

12.1Apéndice 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

_I.i.ﬁ_.‘l

o9 UNIVERSIDADE
e FEDERAL po CEARA ]n:”[ﬂggﬁlﬁ

- ) OSWAL DO CRUZ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEAR/
FACULDADE DE MEDICINA
INSTITUTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROJETO INTERINSTITUCIONAL / UFC - FIOCRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdes: Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC e Laboratério de Hepatites Virais do
Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo do desempenho de testes rapidos para deteccdo de marcadores da
infeccdo pelos virus da hepatite B e C em diferentes grupos populacionais.

Pesquisadores responsaveis: Msc. Jakeline Ribeiro Barbosa e Dra. Livia Melo Villar

Como voluntario, o (a) Sr. (a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa realizada pela Universidade
Federal do Ceara, sob a coordenacédo da Msc. Jakeline Ribeiro Barbosa e Dra. Livia Melo Villar. O objetivo da
pesquisa é avaliar o desempenho dos testes rapidos para o diagndstico de marcadores das infec¢des pelos
virus das hepatites B e C em diferentes grupos populacionais, como a populagdo em hemodialise, HIV
positivo e hemofilicos.

Este documento pretende fornecer a (0) Sr. (a) informagdes sobre o problema de satde em estudo, detalhando
0s procedimentos, exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. O (a) Sr.(a) possui a liberdade de
recusar a participar da pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagédo
e sem prejuizo ao seu cuidado.

Os investigadores se obrigam a n&o revelar sua identidade em qualquer publicacdo resultante de
informacgdes obtidas durante o estudo. Os exames e procedimentos aplicados sdo gratuitos. O (a) Sr. (a)
recebera todos os cuidados médicos adequados para o controle dos efeitos colaterais que possam ocorrer em
consequéncia de sua participagdo na pesquisa.

Antes de assinar este termo, o Sr.(a) sera informado plenamente sobre a pesquisa, ndo hesitando em
formular perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das
seguintes condicgdes:

1. Entrevista, exames e procedimentos que serdo realizados: o voluntario sera convidado a participar
da pesquisa e recebera todas as informacGes pertinentes. Se ele aceitar participar desse estudo
devera assinar o Termo de Consentimento (TCLE). Entéo, o pesquisador entrevistara o voluntario e
em seguida realizara a coleta de uma amostra de sangue, por puncao venosa periférica (3 tubos de 5
ml de sangue) para a realizacéo dos testes diagnéstico.

2. Beneficios: Obter resultado de exames laboratoriais para as Hepatites B e C que serdo entregues
acompanhados de esclarecimentos sobre o significado dos resultados de maneira confidencial. O (a)
Sr. (a) também serd encaminhado para unidades de salude do Estado do Cear4, caso o tratamento da
hepatite se fizer necessario.

3. Inconvenientes: Caso seja necessario, o (a) Sr. (a) sera contatado por um dos membros da pesquisa
gue ira perguntar se o (a) Sr. (a) esta disposto a doar nova amostra de sangue. O (a) Sr. (a) estara
livre para recusar esta solicitagcao.

4. Riscos potenciais conhecidos até o dia de hoje: Os possiveis riscos e desconfortos séo aqueles

relacionados com a retirada rotineira de sangue, dor ou hematoma no local que serdo controladas por
uma coleta de sangue realizada dentro das normas de biosseguranca.
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5. Garantia de esclarecimentos: Todos os esclarecimentos sobre a metodologia da pesquisa antes e
durante o desenvolvimento da mesma serao realizados pela equipe da Pesquisa.

Eu, (nome do(a)
participante), abaixo identificado(a) e firmado(a), declaro ter sido informado(a) claramente sobre todas as
indicacdes e riscos relacionados a coleta de sangue.

Os termos médicos foram explicados e todas as minhas duvidas foram esclarecidas pelo pesquisador
(nome do pesquisador).

Expresso também minha concordancia e espontanea vontade em submeter-me ao referido
procedimento (coleta de sangue e responder o questiondrio da pesquisa).

Entendi que minhas informag6es pessoais poderdo ser revistas por pessoas devidamente autorizadas
para conduzir a pesquisa, porém serdo estritamente CONFIDENCIAIS e, de forma alguma, poderdo tornar-se

publicas. E minha participacdo é isenta de despesas, sendo voluntaria e sem remuneracdo ou vinculo
empregaticio. Assim, declaro que:

- Fui claramente informado a respeito dos beneficios que a pesquisa pode trazer na avaliacdo dos
resultados dos exames usados no diagndstico das hepatites virais.

- Fui também claramente informado a respeito dos potenciais riscos relacionados a coleta de sangue
para a realizac@o desses exames.

Participante: RG do participante:
Sexo do participante: () Masculino ( Idade: Telefone: ()
) Feminino
Endereco: Cidade: CEP:

Responsavel legal (quando for o caso):

RG do responsavel legal:

Assinatura do participante ou do responsavel legal:

Pesquisadores Responsaveis: Jakeline Ribeiro Barbosa RG: 4390694 SSP/GO
Livia Melo Villar RG:11403613-0/IFP

Caso tenha alguma duavida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode entrar em
contato com o pesquisador ou instituicdes envolvidas abaixo:

Ms. Jakeline Ribeiro Barbosa, Departamento de patologia da UFC, Rua Monsenhor Furtado, S/N,
Rodolfo Tedfilo, Fortaleza — CE, fone (85) 3366 — 8304/ 9821-2020

Dra. Livia Melo Villar, Laboratério de Hepatites Virais, Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira- térreo- sala B09, Av.
Brasil, 4365 — Manguinhos/ Rio de Janeiro — RJ, fone (21) 2562-1918/1898

NAMI/UNIFOR - Dr. Rodrigo Dornfeld Escalante, Rua Desembargador Floriano Benevides, 221, Edson
Queiroz/ Fortaleza - CE, fone (85) 3477-3611

PRONEFRON - Dra. Alzenir Holanda Castelo, Rua José Vilar, 500, Aldeota / Fortaleza - CE, fone: (85) 3208-
3101

HEMOCE - Dra. Luciana Maria de Barros Carlos, Rua José Bastos, 3390 - Rodolfo Tedfilo, Fortaleza /CE,
fone: (85) 3101-2296

Fortaleza, __ / /20

Assinatura do pesquisador responsavel.
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12.2 Apéndice 2: Questionario Sécio-comportamental

¥

A Ministério da Sadde

UN IVERSIDADE
FEDERAL po CEARA, FIOCRUZ

PESQUISA: AVALIACAO DO DESEMPENHO DE TESTES RAPIDOS PARA O DIAGNOSTICO DE
MARCADORES DAS INFECGCOES PELOS VIRUS DAS HEPATITES B E C EM DIFERENTES
GRUPOS POPULACIONAIS.

IDENTIFICACAO

P1

Populagéo entrevistada: ( ) 1. hemodialisados ( ) 2. HIV positivo ( ) 3. hemofilicos

P2)

Data de Nascimento: /|  P3) Profisséo:
P4)ldade:

P5)

Sexo: () 1.Masculino () 2.Feminino

P6)

Estado Civil: ( ) 1.Casado ( ) 2. Solteiro ( ) 3. Separado ( ) 4. Viavo ( ) 5. Unido
estavel/Amigado ( ) 9. Nao Informado

P7)

Cor: () 1.Branco ( ) 2.Negro ( ) 3.Amarela ( ) 4.Parda ( ) 5.Indigena ( ) 6. Asiatico ( ) 9.
Ignorado

P8)

Escolaridade
( ) 1.Analfabeto

() 2.Educacéo Infantil

() 3.EF(1°grau)completo

( )4.EF(1°grau) incompleto

( )5.EM(2°grau)completo

( ) 6.EM(2°grau) incompleto

() 7.ES completo

( ) 8.ESincompleto

( ) 9.Curso de P4s-Graduagéo completo

() 10. Curso de P6s-Graduagédo incompleto

P9)

Quantas pessoas moram com vocé?

P10)

Qual é arenda de sua familia (Que mora com vc)?

P11)

Vocé alguma vez ja ficou com a pele e os olhos amarelos e/ou urina muito escura (cor
de “cha preto” ou “coca-cola” ou teve hepatite confirmada por exame de sangue?
( )2.Sim () 2.N&o () 3.Nao sabe () 4. Nao se lembra

P12)

No caso de ter hepatite, ja fez ou faz uso de algum medicamento para hepatite?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ( )4.Nao quis responder

P13)

Vocé ja foi vacinado contra Hepatite B ?
( )1.Sim () 2.N&o () 3.N&o sabe ( ) 4.N&o quis responder

P14)

No caso de ter sido vacinado, quantas doses tomou?
( )1. 3doses ( )2. 2doses ( )3. 1dose ( )4. Nao quis responder ( )5. Nao sabe (
)6. N&o foi vacinado

P15)

Vocé ja foi submetido(a) a transfuséo de sangue ou plasma? Em caso negativo ir para
P17
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ()4.N&o quis responder

P16)

Foi transfundido antes de 19947
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ()4.N&o quis responder

P17)

Vocé tem alguma tatuagem no corpo?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ()4. N&o quis responder

P18)

Vocé tem algum piercing no corpo?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ( )4.Nao quis responder

P19)

Vocé jafurou a orelha para colocar brincos?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
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P20)

Vocé ja fez acupuntura?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )3.N&o sabe ( )4. Nao quis responder

P21) | Vocé ja cuidou das unhas na manicure?  Em caso negativo ir para P24
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ( )4. Nao quis responder
P22) | Usou o seu proprio alicate?
() 1. Sim, usou () 2. N&o, ndo usou ( ) 3. Nao frequenta manicure
P23) | O alicate que usava era esterilizado?
( )1.Sim ( )2.Nao( )3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
P24) | Jafez depilagdo em saldo de beleza? Em negativo P26
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
P25) | Os materiais eram descartaveis ou esterilizados?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ()4.Nao quis responder
P26) | Vocé ja compartilhou laminas ou gilete com outra pessoa?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ()4.Nao quis responder
P27) | Vocé ja compartilhou escova de dentes com outra pessoa?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ()4.N&o quis responder
P28) | Vocé jafez algum tipo de tratamento dentério (extragéo, canal, cirurgia gengival,
implante)?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ()4.Nao quis responder
P29) | Vocé jafez uso de algum tipo de droga ilicita injetavel ou inalatéria?
( )1.Sim ( )2.Nao( )3.Naosabe ( ) 4. N&ao quis responder
Em caso negativo P33
P30) | Se sim, com que frequéncia faz uso de drogas?
() 1. Frequentemente ( ) 2. Raramente ( ) 3. Nao sabe ( )4. Nao quis responder
( ) 5. De vez em quando
P31) | Se sim, qual o tipo de droga?
( ) 1. Cocaina ( ) 2.Heroina ( ) 3.Crack ( ) 4. Extase ( ) 5. Outra ( ) 6. Ndo sabe
( ) 7.N&o quis responder
P32) | Se sim, ja compartilhou agulha, seringa, canudo ou outro objeto com outra pessoa?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&o sabe ( )4. Nao quis responder
P33) | Qual a sua orientac&o sexual?
( )1.Heterossexual ( ) 2.Homossexual ( ) 3.Bissexual ( ) 4.N&o sabe ( )5.N&o quis
responder
P34) | Vocé jateve relacdo sexual com alguém?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
Em caso negativo P44
P35) | Qual o numero de parceiros (as) nos ultimos 12 meses?
()1.Menosde5 () 2.entre 6-10 ( ) 3. Mais de 10 ( ) 4. Fixo ( ) 5. Nao sabe
( ) 6. Nao quis responder
P36) | Com que frequéncia faz uso de camisinha?
() 1. Sempre () 2.Nunca ( ) 3. Raramente ( ) 4. De vez em quando ( ) 5. Frequentemente
( ) 6. N&o sabe () 7. N&o quis responder
P37) | Vocéjafezsexooral? ( )1.Sim ( )2.N&o ( )3.N&o sabe ( )4. N&o quis responder
P38) | Vocé jafezsexo anal? ( ) 1.Sim ( )2.N&o ( ) 3. Ndo sabe ( ) 4. Nao quis responder.
Em caso negativo P42
P39) | Qual foi o tipo de sexo anal?
() 1. Insertivo () 2. Receptivo () 3.Nao sabe ( ) 4. N&o quis responder
P40) | Houve sangramento durante o sexo anal?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ()4.N&o quis responder
P41) | Houve ejaculacéo (sexo anal)?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )3.N&o sabe ( ) 4. Nao quis responder ( )5. Nao se aplica
P42) | Vocé jateve relagdo sexual com parceiro (a) com hepatite viral ou AIDS?
( )1.Sim ( )2.Nao( )3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
P43) | De que tipo (hepatite)?
P44) | Vocé jateve contato dentro de casa com alguém com hepatite viral ou AIDS?
( )1.Sim ( )2.Nao () 3.N&osabe ()4.Nao quis responder
P45) | Vocé jateve alguma doencga sexualmente transmissivel ou venérea?
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( )1.Sim () 2.Nao () 3.N&o sabe () 4. Nao quis responder

P46) | Qual?
P47) | Vocé ingere bebida alcodlica?
( )1.Sim ( )2.Nao( )3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
Em caso afirmativo P49
P48) | Se sim, com que frequéncia ingere bebida alcodlica?
( )1 1xsemana( )2.2xsemana ( ) 3.3xsemana ( ) 4. 4x semana( ) 5.5x ou
mais/semana
P49) | Toma algum medicamento regularmente?
( )1.Sim ( )2.Nao( )3.N&osabe ( )4.Nao quis responder
P50) | Qual medicamento?
P51) | Possui alguma doenca auto-imune? ( ) 1. Sim ( ) 2. Ndo ( ) 3. Nao sabe
P52 | Sesim, qual?
HEMODIALISE
P53) | Vocé faz hemodialise quantas vezes na semana?
P54) | Quando vocé comecou a fazer hemodiélise/Quanto tempo?
P55) | Vocé ja fez transplante renal? ( ) 1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 3. Nao sabe ( ) 4. Nao quis
responder
HIV POSITIVO
P56) | Quanto tempo sabe o diagndstico?
P57) | Faz tratamento antirretroviral para HIV? ( ) 1. Sim ( ) 2. Nao
P58) | Se sim, qual o esquema terapéutico?
COAGULOPATIA
P59) | Qual o tipo de coagulopatia? ( ) hemofilico () Von Willebrand
P60) | Qual o Tipo de hemofilia? ( ) A- deficiéncia dos fatores VIII
( ) B - deficiéncia dos fatores IV
P61) | Qual agravidade da coagulopatia? ( ) Grave ou tipo 3 ( ) Moderada ou tipo 2 ( ) Leve ou
tipo 1
P62) | Possui anticorpos inibidores: () 1. Presente () 2. Ausente

Assinatura do entrevistador
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