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RESUMO

O presente estudo visa a adaptacaerd®ios imunoenzimaticos comerciais de diagndsiico
hepatite C para uso em amostras de sangue coletagapel de filtro (SCPF). Foram coletadas
amostras pareadas de soro e SCPF de 411 indivicros média de idade de 40 anos,
provenientes de banco de sangue e trés unidadsside. As amostras foram submetidas a dois
ensaios imunoenziméaticos (EIES) para detec¢aotimgyos anti-HCV: HCV Ab, Radim (ltalia)

e ETI-AB-HCVK-4, DiaSorin (ltalia); e a dois EIEsa@a deteccdo simultanea de antigeoe

do HCV e anticorpos anti-HCV, Monoli8a HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-Rad (Franca) e Murex
HCV Ag/Ab Combination, Abbott (Africa do Sul). A thegdo de anti-HCV e simultanea de
antigeno e anticorpos anti-HCV em amostras de fmréeita conforme recomendacdes dos
fabricantes, e em SCPF foram avaliados os parasyetnmpao de eluicdo, volumes de amostra,
de diluente de amostra e de conjugado, tempo dbagéo da amostra e valor do ponto de corte
(PC). Apods otimizacdo desses parametros foramndetados os valores de sensibilidade (S),
especificidade (E), concordancia (valorka#gppg, limite de deteccdo do teste, valores preditivos
positivo (VPP) e negativo (VPN), preciséo intraém&ainterensaio. A estabilidade das amostras
de SCPF foi avaliada em diferentes condicbes an@igeli22-26°C, 2-8°C e -20°C). Como
resultado, o tampdo PBS/BSA 0,5% foi selecionad@ pduicdo das amostras de SCPF e
estabelecido um aumento no volume de amostra pal@s tos fabricantes. Os tempos de
incubacdo e os volumes de conjugado seguiram ansxmacdo dos fabricantes. Para o EIE
HCV Ab os valores determinados foram S = 97,50%, #9,46%,kappa (k)= 0,959, VPP =
64,59% e VPN = 99,97%, para uma prevaléncia degdoéea 1% na populacdo. Para o EIE ETI-
AB-HCVK-4, o PC foi estabelecido pela curR®Ce observou-se S = 88,89%, E = 98,88%,
0,875, VPP = 44,71% e VPN = 99,89%. O PC do EIE dlied™ HCV Ag-Ab ULTRA foi
obtido pela curv&ROC e verificou-se S = 95,12%, E =100%+ 0,959, VPP = 100% e VPN =
99,95%. O PC para o EIE Murex HCV Ag/Ab Combination determinado pela média dos
valores de densidade o6tica (D.O.) das amostras QfeF Scorrespondentes aquelas de soro
negativas no teste, acrescido de trés desvios@adv@orcionando S = 78,05%, E = 99,4395,
0,838, VPP = 58,04% e VPN = 99,78%. O limite deedgfio mostrou reatividade até a diluicdo
de 1/10.000 para EIE HCV Ab e EIE ETI-AB-HCVK-4 #4/1.000 com EIE Monoli¥ HCV
Ag-Ab ULTRA e EIE Murex HCV Ag/Ab Combination. Ogsultados das amostras de SCPF
obtiveram erro total inferior a 17% e as mesmastiveram-se estaveis nas diferentes condicdes
de armazenamento por 60 dias. Os resultados obiwo&IE HCV ab e EIE MonoliS4 HCV
Ag-Ab ULTRA mostraram-se mais concordantes com lesen/ados com as amostras de soro,
indicando melhor desempenho desses ensaios enrasdstSCPF.

Palavras chaveshepatite C, diagndstico, sangue coletado em paptiad.
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ABSTRACT

The present study aims at adaptation of commesriayme immunoasssays for diagnosis of
hepatitis C to be used with dried blood spots (DB®ired serum and DBS samples from 411
individuals with mean age of 40 years, were codldcit Blood Center and three out patient units.
Samples were tested for the detection of anti-HOMibadies by using two enzyme
immunoassays (EIAs): HCV Ab, Radim (ltaly) and EAB-HCVK-4, DiaSorin (Italy); and two
ElAs for the simultaneous detection of hepatitevi@s (HCV) core antigen and anti-HCV
antibodies: Monolis?' HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-Rad (France) and Murex HCV Axp
Combination, Abbott (South Africa). Anti-HCV detemt and simultaneous detection of HCV
core antigen and anti-HCV antibodies in serum sampkre perfomed according to the
manufacture’s recommendations. In DBS samples petes such as elution buffer, sample,
diluent, and conjugate volumes, incubation perad cut off (CO) values were evaluated. After
optimization of these parameters, values of seisitispecificity, inter-rater agreeme(kappa
value), detection limit, intra- and inter-assay gs®n were determinated. Stability of DBS
samples was investigated in different conditiors28°C, 2-8°C e -20°C). As results, PBS/BSA
0,5% buffer was chosen as elution buffer in DBS @am and an increased volume of the
samples in all EIAs was established. Incubationatiom and volume of conjugate were in
accordance with manufacturer's recommendationsh VEitA HCV Ab values sensitivity of
97,50%, specificity 99,46%, inter-rate agreemef69, positive predictive value 64,59%, and
negative predictive value (1% of disease prevaleB8e97% were observed. For the EIA ETI-
AB-HCVK-4 best cut-off values were obtained from ®Q@urve and observed values were
sensitivity 88,89%, specificity 98,89%, inter-raagreement 0,875, positive predictive value
44,71%, and negative predictive value 99,89%. RerEIA Monolisa¥ HCV Ag-Ab ULTRA
best cut-off values were obtained from ROC curvih\gensitivity of 95,12%, specificity 100%,
inter-rate agreement 0,959, positive predictiveugall00%, and negative predictive value
99,95%. For the EIA Murex HCV Ag/Ab Combination besit-off values were obtained by
calculating the average of optical density of DB#nples correspondent to those with negative
results in serum plus three standard deviatiossiltiag in a sensitivity of 78,05%, specificity of
99,43%, inter-rate agreement of 0,838, positivediptere value of 58,04%, and a negative
predictive value of 99,78%. The lower limit of HGAb and ETI-AB-HCVK-4 tests in DBS was
1/10.000, and for Monoli$¥d HCV Ag-Ab ULTRA and Murex HCV Ag/Ab Combination sa
1/1.000. Total error of DBS results was below 114 all DBS samples maintained stable in all
storage conditions for 60 days. Results obtaineti ®IE HCV Ab and EIA Monolis®' HCV
Ag-Ab ULTRA were found to be more concordant witiose observed for serum samples,
indicating a better performance of theses assap8th samples.

Key words: hepatitis C, diagnostic, dried blood spot



1- INTRODUCAO

1.1- Histérico

A histéria da classificacdo das hepatites viraisea nas décadas de 50 e 60 com a
categorizacdo das hepatites em dois grupos priscipapatite infecciosa e hepatite por soro
homadlogo (Krugman et al. 1962). Posteriormentecéwnprovado pelo Dr. Stephen Feinstone et
al. (1973) que a infeccao por hepatite infeccioaacausada pelo virus da hepatiteHefatitis A
virus ou HAV) e Dr. Baruch Blumberg et al. (1968) praar que o virus da hepatite B
(Hepatitis B virusou HBV) era a causa da hepatite por soro homoldgodécada de 70, com o
desenvolvimento dos testes sorologicos para a gieiedo HAV e HBV, surpreendentemente
foram observados varios casos de hepatite pomtias&o sanguinea que ndo eram causadas pelo
HAV e HBV (Feinstone et al. 1975) e, assim estat®lese 0 conceito de hepatite ndo-A, ndo-B
(NANB). Observou-se, também, que pelo menos 10%rdasfusdes sanguineas resultavam em
hepatite NANB (Berman et al. 1979; Aach et al. )9&husando dano hepatico persistente e
evoluindo em pelo menos 20% dos casos para cines&tica nas infecgdes cronicas (Hoofnagle
e Alter 1985). Alem disso, uma parcela dos casosriacesporadicamente na comunidade e nao
estava associada necessariamente a transfusadresngua recepcdo de derivados do sangue
(Alter et al. 1982).

Outra fase importante foi quando o Dr. Harvey A{tE78) e outros grupos (Hollinger et
al. 1978) analizaram chimpanzés como modelo dedeséxperimental da hepatite aguda e
cronica com o uso de sangue de pacientes com feePpsaNB. A utilizacdo desse modelo
(Shimizu et al. 1979) indicou a existéncia de gmssiveis agentes das hepatites NANB, e em
um deles foram observados tubulos membranososodéotrcitoplasma dos hepatdcitos de
chimpanzeés infectados, também chamado de agemador de tubuloTubule forming agent
ou TFA). A inativacdo do TFA por solventes orgasidodicou que o agente possuia envelope
lipidico (Feinstone et al. 1983). Em seguida, enadne dos anos 80, demonstrou-se que se

tratava de um virus pequeno, pois passava atravésetinbrana com porosidade de 80 nM,



relacionando as familiadlaviridae, togaviridae ou ao agente da hepatite Delta ou
alternativamente a um novo virus envelopado (Byati$85).

Apesar de inUmeros progressos e pesquisas em taddoma hepatite NANB so foi
descoberta ap0s seis anos de intensas investigagesiodo compreendido entre 1982 e 1988
no laboratdrio d&hiron Corporation com o emprego e o desenvolvimento de diversasces
de biologia molecular (Houghton 2009a; Houghton@)0OForam avaliadas centenas de milhdes
de clones de cDNA (DNA complementar) derivadosrdesdras diferentes de plasma e figado de
chimpanzeés infectados. Um anico clone de cDNA, B-fioi eventualmente isolado em 1989 por
Choo et al. daChiron Corporation, California, EUA. Com o uso do método de triagem
imunolégica randdémicab(ind imunoscreen em biblioteca de cDNA, onde os anticorpos
provenientes de pacientes com diagnostico de hepstANB foram usados, foi possivel
identificar um clone de cDNA codificando um epitdpaunodominante dentro da proteina nao-
estrutural 4 do virus. ApoOs seis meses de anatigesas o clone 5-1-1 foi identificado e

recebeu o nome de virus da hepatite C (Choo €8481)1

1.2- Estrutura do virus e entrada do HCV na céluldospedeira

O virus da hepatite C (HCV) é classificado como mendo génerddepaciviruse da
familia Flaviviridae (Figura 1.1) (Robertson et al. 1998). O virion érfado por envelope e
nucleocapsidio. Possui forma esférica e mede apemdmente 50 nm de diametro (ICTVdB
2006).

ph.ere 2005
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International Committee on Taxonomy of Viruses
Figura 1.1- V|rosfera 2005: em destaque a farfikaviviridae do virus da hepatite C (ICTVdB 2005)



O capsidio/nucleocapsidio € arrendondado, exibetsampoliedrica e € envolvido por
envelope lipoproteico sensivel a detergente. O idmps icosaédrico e tem didametro de

aproximadamente 30 nm (Figura 1.2).

Figura 1.2- Estrutura do capsidio viral visivel (fa2011)

A entrada do virus na célula € um processo comptp® envolve diversas etapas.
Andréo et al(2007) demonstraram que a atividade cataliticapdese de lipoproteinas permite a
ligacdo e internalizacdo de particulas do HCV piferentes tipos celulares, agindo como
“ponte” entre as lipoproteinas complexadas ao HG@¥ceptores de proteoglicanos na superficie
das células. Baseado nisso, Burlone (2009) e Buska&w2009) propuseram um modelo de
entrada do virus baseado na associacdo do HC\p@wdteinas. Inicialmente, a interacdo do
virus com a superficie do hepatdcito envolve a aaséao entre o HCV complexado as
lipoproteinas, principalmente VLDLVEry-low-density lipoproteirou lipoproteina de muito
baixa densidade) e o receptor para LDIow-density lipoproteinou lipoproteina de baixa
densidade) e/ou GAG (glicosaminoglicano). Posteréarte, 0 HCV se liga ao receptor SR-BI
(scavangerclasse B tipo 1) e CD 81, gerando o sinal pareaéatdo virus. Em seguida, o HCV é
transferido para juncdes estreitas onde se lighZNEL (claudina) e ocludina. O virus entra na
célula através das juncdes estreitas via endocitesBada por clatrina seguido pela fusdo no

endossoma da célula através das glicoproteinas ndelope viral, E1 e E2, e libera o



nucleocapsideo. A entrada e saida do virus envolwera rede dinamica de microtibulos

celulares (Figura 1.3).
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Figura 1.3- Mecanismo de entrada do HCV na céBilalkowska 2009)
1.3-Organizacao do genoma viral

O genoma viral (Figura 1.4) é constituido por umARdE fita simples, de polaridade
positiva, medindo 9,6 kilobases (Kb) (ICTVdB 200&.composto por uma regido 5-néo-
codificante (NC), que inclui um sitio interno detrada do ribossomdr{ternal ribosome entry
site ou IRES), uma longa fase de leitura abeozef reading frameu ORF codificando uma
poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoacigostginas estruturais e ndo-estruturais), e
uma regido 3-NC. Por acdo de proteases virais enakpedeiro (Budkowska 2009), esta

poliproteina € clivada em trés proteinas estruigugaie formam a particula viral: proteina do



capsidio C, duas glicoproteinas do envelope E1;e®arias proteinas ndo-estruturais: o canal
ibnico P7, a protease NS2-3, a serino protease eNRBIA helicase; o polipeptidio NS4A, as
proteinas NS4B e NS5A; e NS5B RNA polimerase depetedde RNA RNA-dependent RNA
polymeraseu RdRp).
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Figura 1.4- Organizacdo do genoma do virus da hega{Moradpour et al. 2007)

A regido 5’NC com aproximadamente 341 nucleotidéadfamente conservada entre 0s
diferentes gendtipos do HCV e contém o IRES, geeséncial para a iniciagdo da traducéo de
uma formacapindependente do RNA viral. E composto por quatimithios ordenados de | a
IV, sendo os dominios | e Il essenciais para rapfio do RNA viral. A regido 3'NC é composta
de uma regido variavel de 80 nucleotideos, um patioU/UC de comprimento variavel e uma
regido altamente conservada de aproximadamentai€8otideos chamada cauda X, que séo
importantes para replicacdo e infecciosidade das\iBrass et al. 2006; Moradpour et al. 2007).
Ao lado das regides 5’NC e 3'NC, foi identificadelemento de replicac&@is-acting(cis-acting
replication element ou CRE) que codifica a regidtei@inal do NS5B.Uma haste principal
denominada 5B-SL3.2 foi identificada dentro de umnde elemento cruciforme chamado de
5B-SL3. O laco superior do 5B-SL3.2 interage colmaate principal na cauda X, sugerindo a

formacdo de unpseudoknota regido final 3' do genoma do HCV essencial pamicacéo



viral. Um pseudoknoé uma estrutura secundaria de RNA contendo dsassharincipais na qual
a primeira alca forma parte da segunda haste (Motackt al. 2007).

A traducdo do RNA do HCV resulta na formagdo de yoiproteina precursora que
sofre processamento proteolitico co- e pos- tramlugédiado por proteases virais e da célula
hospedeira para dar origem as proteinas estrutio@is E1, E2 e p7) e ndo-estruturais (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B). As proteinas estaisue o0 polipeptideo p7 sédo processados
no reticulo endoplasmatico (RE) atraves de pem&lag\s proteinas nao-estruturais séo
processadas por duas proteases virais: proteas® H32serino protease NS3-4A (Moradpour et
al. 2007).

1.4-Estrutura e funcdo das proteinas virais

1.4.1- Proteinas estruturais

A proteinacore possui estrutura-helicoidal, sendo encontrada nas membranas do RE
dentro de redes membranosas e na superficie dduossde lipidios (Boulant et al. 2006).
Existem evidéncias de que a interacdo da protaireacom os residuos de lipidios pode afetar o
metabolismo lipidico, contribuindo para o desenwvoénto de esteatose hepatica, que ocorre
principalmente em pacientes infectados com o gea@&i(Asselah et al. 2006). Esta proteina tem
papel fundamental na formag¢do do nucleocapsideanagdulacdo do gene de transcricdo, na
proliferacdo celular, morte celular e nos mecansd®sinalizacdo celular (Murphy et al. 2007).

As proteinas E1 e E2 séo glicosiladas constituinto complexo néo-covalente
responsavel pela formacgédo do envelope do HCV ept@mel importante na entrada do virus na
célula (Moradpour et al.2007).

A proteina p7 é formada por duahélices transmembrana, TM1 e TM2, conectadas por
uma alca voltada para o citoplasma. E uma prot@itegral de membrana, hidrofébica,
localizada entre a regido estrutural e ndo-esabdw HCV. Sua funcdo consiste em um ion
oligomérico presente na formagéo do canal ibnipazae mediar o fluxo de cétions através das
membranas artificiais. O HCV também depende dad&wonga proteina p7 para montagem,
liberacdo e producdo dérions infecciosos para célula hepética, porém acreditgte esta

proteina ndo tenha funcéo na replicacéo viral (i§retlal. 2011).



1.4.2- Proteinas nao-estruturais

A proteina NS2 desempenha um papel central na gemtala particula viral. Popescu et
al. (2011) demonstraram que a NS2 se acumula emtwess derivadas das membranas do
reticulo endoplasmatico e, juntamente com as giatepmas do envelope e componentes do
complexo de replicagdo viral, ficam muito proxinass proteinagore e goticulas de gordura,
localizacdo esta essencial para a montagem dapartiral. Essas observagfes parecem indicar
gue a NS2 atrai as proteinas do envelope viral pasédio de montagem do virus, e tem de
promover a interacdo entre as demais proteinaestaaturais para a montagem da particula
viral.

A proteina NS3-4A apresenta fungéo de serino psetea seu terco inicial da regido N-
terminal, e funcdo de RNA helicase/NTPase nos teog®s da regido C-terminal. O polipeptidio
NS4A funciona como um cofator da serina proteasg@ (Mradpour et al.2007). E responséavel
pela clivagem da poliproteina viral nas juncdes M83 NS4A4B, NS4B5A e NS5A5B, e de
duas proteinas adaptadoras da resposta imuneula leéspedeira, TRIF e MAVS. Dessa forma,
€ um dos principais alvos terapéuticos (Romanb 2041).

A proteina NS4B desencadeia a formacdo especificaedrranjo das membranas
vesiculares que constituem a rede membranosa,sponmdendo ao complexo replicativo do
HCV. No entanto, o mecanismo de inducao vesicutataaé desconhecido (Paul et al. 2011).

A proteina NS5A é uma fosfoproteina com multiplascbes que pode ser encontrada nas
formas basal e hiperfosforilada. A fosforilagdo r@ processo altamente regulado por varias
proteinas quinases celulares (Moradpour e2G07). Esta localizada normalmente na membrana
do reticulo endoplasmético e acredita-se que fagte gle um componente do complexo de
replicacéo viral compreendido entre NS2 e NS5B btam chamado de replicase. Possui uma
regido onde foram identificadas mutagdes chamad&gl&o determinante da sensibilidade ao
interferon (ISDR), que foi relacionada a eficiénada tratamento com interferon. Esta
envolvido na modulacéo do ciclo celular, apoptoseeale resposta ao estresse, assim como nas
vias de sinalizacdo (Huang et al. 2007).

A proteina NS5B possui atividade RdRp, essencied paplicacdo do genoma viral e,
assim, vem se constituindo também em um alvo iateeste estudado para terapia anti-HCV
(Ferrari et al. 2008).



1.5-Diversidade genética

A infeccdo pelo HCV é altamente dindmica, com operde meia-vida viral de apenas
poucas horas produzindo’4@irions por dia no individuo. A alta atividade replicati@ssociada
a RNA polimerase viral dependente de RNA desmog@lalta fidelidade durante o processo de
replicacado, € a base para a alta variabilidadetigargo HCV (Moradpour et a2007). O Comité
Internacional de Taxonomia de Virdatérnational Committee on Taxonomy of Viaus ICTV)
classifica o HCV em seis grandes gendtipos (1i8)disididos em subtipos (1a, 1b, 1c..., 2a, 2b,
2c..., 3a, 3b, 3g, 3k, 4a, 4c, 4d..., 5a, 6a, 6b,)6A recombinacéo entre os diversos genotipos
também trouxe implicagbes para a classificacéo, &@xisténcia de quarenta termos especificos,
como HCV cepa M21-2K/1b, HCV Recombinante quiméridb/2a 432/JFH-1, HCV
Recombinante DBN-JFH1, entre outros. E existempat®mento, vinte e sete tipos isolados do
HCV néo classificados denominados HCV (isolado EEGIJV (isolado EC10), HCV (isolado
Glasgow, entre outros (ICTV 2011). Os seis genoétipos rdife em 30-35% dos sitios de
nucleotideos quando comparadas sequéncias comgteigsnoma. A diferenca na composicdo
gendmica dos subtipos é de 20 a 25%. A variabiidadhais frequente nos genes estruturais em
relacdo aos nado-estruturais ou das regides natieamies (Irshad et al. 2010). A identificacao
genotipica tem importancia fundamental para deimicla terapia, estabelecimento da dose

terapéutica e do tempo de tratamento (Simmons 2085).

1.6- Aspectos clinicos

Uma vez que o individuo é infectado com o HCV, mwié transportado na corrente
sanguinea até o figado onde ocorre a replicacadarefnia ocorre em associacdo a auséncia ou
presenca de poucos sintomas, e raros sdo os asepatite aguda fulminante. Geralmente, os
pacientes ndo eliminam o virus naturalmente, deontpee a infec¢do pelo HCV evolui para
infeccdo persistente (Dwyre et al. 2011).

O HCV RNA pode ser detectado no sangue com 1-3 rs&snap0s a exposicao inicial.
Dentro de 4-12 semanas, a lesdo das células ddofiga traduz pela elevacdo da alanina
aminotransferase (ALT). A infeccdo aguda pode sawegy mas raramente € fulminante. Os

sintomas séo incomuns, mas podem incluir mal efstaqueza, anorexia e ictericia. Geralmente,



desaparecem depois de varias semanas assim come oodeclinio dos niveis de ALT (NIH
2002).

A persisténcia da infeccdo pelo HCV, diagnosticguae pelo menos seis meses,
caracteriza a infeccéao crbnica. Entre 60 a 80%peasoas infectadas desenvolvem a infeccdo
cronica. A sequela mais importante desta fase ibrasé hepatica progressiva, podendo levar
cirrose hepatica, doenca hepética em estagio tarmicarcinoma hepatocelular (NIH 2002).

Os pacientes com hepatite C crénica podem apreseatsifestacdes extra-hepaticas ou
sindromes consideradas de origem imunolégica, cgintomas reumatoides, ceratoconjuntivite
seca, liquen plano, glomerulonefrite, linfoma @globulinemia mista. Também esta relacionado

com porfiria cutanea tarda e depressao (NIH 2002).

1.7- Epidemiologia

A hepatite C é reconhecida nos dias atuais comodaeaca de importancia global, pois
afeta todos os paises do mundo, sendo um dosgais@roblemas de saude publica que requer
intervencbes para prevencdo e controle (Lavanchyl)20A transmissdo ocorre por meio de
sangue infectado, principalmente pela via parehteendo a transmissao sexual e a vertical
(perinatal) pouco frequente (Brasil 2010b). S&dosmmradas populacdes de risco acrescido:
individuos que receberam transfuséo de sanguehefmoderivados antes de 1993; usuarios de
drogas injetaveis (cocaina, anabolizantes, complastaminicos) ou inalaveis (cocaina) ou
pipadas (crack); pessoas que compartiiham ou amiliznstrumentos ndo esterilizados para
realizacdo deiercings tatuagem e manicure, além de objetos para higieasoal (escovas de
dente, laminas de barbear e de depilar etc.).

Estudos prospectivos mostraram que 80% dos casbepgite C aguda evoluem para
infeccdo crbnica; desses, 10-20% desenvolverdo lmagpes para doenca cronica hepatica,
como a cirrose hepética e 1-5% desenvolverdo camepatico (Di Bisceglie et al. 1991;
Fattovich et al. 1997; Kiyosawa et al. 1990; Sextfal. 1992; Global Burden of Hepatitis C
Working Group 2004). A hepatite C cronica esta eissla ao desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular em muitas regides do mundo (WHO 1@96gpresenta a principal causa de
indicacéo de transplante de figado (Brasil 20188p diagnosticados mais de 500.000 novos
casos de cancer hepatico por ano, sendo 22% (I)@€ibuidos a infec¢do pelo HCV (WHO

1996). Até o presente momento, ndo existe vacinaaa hepatite C (Brasil 2010b).
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A avaliacédo da prevaléncia e das formas de trasmida hepatite C permitem que as
autoridades de cada nacdo possam priorizar as asegrdventivas e fazer uso mais adequado
dos recursos disponiveis. Existem muitas pergurdasrespondidas sobre os papéis dos fatores
de risco e das condi¢cdes de vida que podem estaciados com a propagacao do HCV nas
diversas regides do mundo. Estudos epidemiolégicbee o papel dos fatores de risco potenciais
tém mostrado grandes variacbes geograficas comicagpes importantes para populacbes
locais, programas de prevencédo e controle em pateambém devem ser mais bem estudados
o papel da coinfec¢cdo do HCV com outras doencasafi@ente transmissiveis como HIV/Aids,
infeccdo por clamidia e sifilis (Lavanchy 2011; Meg et al. 2011).

A distribuicdo mundial do HCV ocorre entre pessoasliferentes etnias, sexos e faixas
de idade. O reflexo sécio-econémico da infeccdo pLV néo foi estabelecido na maioria dos
paises, mas as consequéncias da hepatite C cr@aiestagio terminal de cirrose hepética e do
carcinoma hepatocelular, ttm mostrado um impaadtia @z maior nos sistemas nacionais de
saude (Adler et al. 2002).

A maioria dos casos de infeccdo aguda pelo HC\sintasnatica (60-70%) e, portanto,
0s dados sobre a incidéncia da infeccdo aguda s@sss. Assim, as estimativas atuais sédo
baseadas em dados de soro prevaléncia publicadoswsies de literatura, onde 130 a 170
milhdes de pessoas, ou 2 a 3% da populacdo mupdid#m estar cronicamente infectados pelo
HCV (Hepatitis C 2000; Shepard et al. 2005; Hepatt 1997; Lavanchy 2011; Martins et al.
2011).

A estimativa da prevaléncia de individuos com igéeccrbénica na Australia e Oceania é
de 400.000 casos. S&do estimados mais de 14 mildeAméricas, 16 milhdes no Oriente
Médio, 17,5 milhdes na Europa, 28 milhdes na Afec&3 milhdes na Asia (Figura 1.5). Os
dados publicados sugerem que a maioria das pomdagéds Américas, Europa Ocidental e
Sudeste da Asia apresentam soro prevaléncia degus anti-HCV de 2,5%. Ja no Leste da
Europa a taxa de anti-HCV varia entre 1,5-5%; @aragido do Pacifico Ocidental varia entre
2,5-4,9%; e para Oriente Médio e Asia Central aaga&o de 1% a maior que 12%. Em termos
absolutos (Tabela 1.1), a maioria das pessoastanfes reside no Centro/Sudeste da Asia e na
regido do Pacifico Ocidental (Lavanchy 2011).
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Figura 1.5- Prevaléncia global de hepatite C enDZ0avanchy 2011)

Quadro 1.1- Prevaléncia regional de hepatite C eh® 2stimada com base na deteccéo de

anti-HCV em diferentes regides do mundo (Lavandiy12

Regiédo Anti-HCV (%) N° de infectados pelo HCV
Africa 3,2 28.100.000
Américas 15 14.000.000
Asia 2,1 83.000.000
Australia e Oceania 12 400.000
Europa 2,3 17.500.000
Oriente Médio 4,7 16.000.000
Total 2,35 159.000.000

O Brasil € um pais de dimensdes continentais e g@ndes variacdes demograficas,
sociais e culturais entre suas diferentes macresgiA partir do ano de 1996, as hepatites virais
foram incluidas na lista de doencas de notificaggiiopulséria. Desde entdo, a coleta de dados
sobre a ocorréncia dessas doencas passou a compgbes de vigilancia epidemioldgica. Para
tal, foi adotado o critério de caso confirmado selguo Ministério da Saude, ou seja, aquele em
gue o individuo preenche as condi¢cdes de caso isugpgue apresente anti-HCV reagente e
HCV-RNA detectado em amostra de soro ou plasmaolf@tith Epidemioldgico de Hepatites
Virais, publicado em 2010(a), apresenta o levantémesalizado no Brasil no periodo de 1999 a
2009. Foram registrados 132.950 casos reagentasaparHCV (Anexo 8.1), sendo que 60.908
casos apresentaram tanto anti-HCV reagente como-RINA detectado. Do total de casos
confirmados, 69,3% (42.221) sdo residentes da oegi@este, que apresenta, desde 2002, as

maiores taxas de deteccdo, com 0 mesmo padraovalleena regido sul que ocupa a segunda



12

posicdo. Em 2009, a taxa de casos confirmados @d@easil foi de 5,1 casos por 100 mil
habitantes, com pouca variacdo desde 2006. A reggifleste apresentou o maior nimero de
casos (6.620) e a maior taxa de deteccdo (8,2) @90 PFiguras 1.6 e 1.7). Dos estados
brasileiros, o Acre exibiu a maior taxa em 2009dse@2,7 casos por 100 mil habitantes,
superando os estados de S&o Paulo (14,2) e Riod&mdo Sul (10,4). O Rio de Janeiro
apresentou a menor taxa da regido sudeste, cooadg3 por 100 mil habitantes (Anexo 8.2). De
1999 a 2009, foram confirmados 37.147 casos degatepelo HCV no sexo masculino e 23.748
casos no sexo feminino (Anexo 8.3). Observou-seaguezdo de sexos (M:F) passou de 2,2, em
1999, para 1,5, em 2009(Figura 1.8).
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Figura 1.6- Taxa de deteccdo de hepatite C porddieidrederativa de residéncia, Brasil, 2009

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSo8anotificados no SINAN até 31 de dezembro de
2009. Dados preliminares para 2009; Populacaomiastias populacionais do Instituto Brasileiro deo@afia e
Estatistica (IBGE) segundo os Censos (1980, 19920@0), contagem da populacdo (1996) e projecdes
intercensitarias (1981 a 2009). Execucdo: Depantode DST, Aids e Hepatites Virais.
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Figura 1.7- Taxa de deteccdo de hepatite C (porO00D hab. segundo regido de residéncia por ano de
notificacéo. Brasil, 1999 a 2009
Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSsaSanotificados no SINAN até 31 de dezembro de
2009. Dados preliminares para 2009; Populacaomiastias populacionais do Instituto Brasileiro deo@afia e
Estatistica (IBGE) segundo os Censos (1980, 19920@0), contagem da populacdo (1996) e projecdes
intercensitarias (1981 a 2009). Execuc¢édo: Departorie DST, Aids e Hepatites Virais.
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Figura 1.8- Taxa de deteccdo de hepatite C (po000thab.) segundo sexo por ano de notificacdadora
de sexos. Brasil, 1999 a 2009

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSsadSanotificados no SINAN até 31 de dezembro de
2009. Dados preliminares para 2009; Populacdomiastias populacionais do Instituto Brasileiro deo@afia e
Estatistica (IBGE) segundo os Censos (1980, 19920@0), contagem da populacdo (1996) e projecGes
intercensitarias (1981 a 2009). Execuc¢édo: Departorde DST, Aids e Hepatites Virais.
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O anexo 8.4 apresenta os casos confirmados ddtbepasegundo sexo e faixa etaria. De
1999 a 2009, observou-se que do total de casosrmanbs do sexo masculino (37147), a maior
proporcéo, 55,7%, encontrava-se na faixa etaré0d®e59 anos de idade. Para o sexo feminino, a
faixa etaria de 40 a 59 anos de idade represerigi%sddos casos. Com relacdo as taxas de
deteccédo para ambos os sexos, as maiores taxa@d)@ne 2009, foram registradas na faixa
etaria de 50 a 59 anos de idade (Figura 1.9).

60 e mais 8,0 8,0
50a5% 176 11,7
40 a 49 17,5 6,7
35a39% 99 4,6
30a34 6,2 49
25a 29 2,8 2,9
20a 24 11 16
13al? 04 04
05a12 01/ 01

Faixa etéria

< 5 anos 04 02

20 15 10 5 0 5 10 15

Taxa de detecgdo

Masculino [ Feminino

Figura 1.9- Taxa de deteccado de hepatite C (pa0D0thab.) segundo faixa etaria e sexo. Brasil9200

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSsaSanotificados no SINAN até 31 de dezembro de
2009. Dados preliminares para 2009; Populacaomiastias populacionais do Instituto Brasileiro deo@afia e
Estatistica (IBGE) segundo os Censos (1980, 19920@0), contagem da populacdo (1996) e projecdes
intercensitarias (1981 a 2009). Execucdo: Depantode DST, Aids e Hepatites Virais.

Em relacdo as formas clinicas dos casos confirmamosnaiores percentuais foram da
forma crbnica da doenca (Anexo 8.5), onde aproxamemhte 98% foram registrados nas faixas
etarias a partir de 20 anos. Ja em relacdo asvmigvibntes/mecanismos de infeccdo dos casos
confirmados de infeccao pelo HCV, apesar do altogrgual de ignorados (42,9%), observou-se
gue as maiores proporgdes de casos foram relacisraaxluso de drogas (17,6%), transfuséo de
sangue e/ou hemoderivados (15,9%) e transmiss@alg@%o) (Figuras 1.10 e 1.11; Anexo 8.6).
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Figura 1.10- Distribuicdo percentual dos casos dpatite C segundo definicdo da provavel

fonte/mecanismo de infec¢éo por ano de notificaB&asil, 1999 a 2009
Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSo8anotificados no SINAN até 31 de dezembro de

2009. Dados preliminares para 2009. Execuc¢do: Dempanto de DST, Aids e Hepatites Virais.
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Figura 1.11- Distribuicdo percentual dos casosagmtite C segundo provavel fonte/mecanismo degéfec

por ano de notificagdo. Brasil, 1999 a 2009
Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSo8anotificados no SINAN até 31 de dezembro de

2009. Dados preliminares para 2009. Execuc¢do: Dempanto de DST, Aids e Hepatites Virais.
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1.8- Diagnadstico

O diagnoéstico diferencial e a monitorizacdo dado®® pelo HCV sdo baseados na
utilizacdo de marcadores virologicos diretos ergtds. Na pratica clinica, quatro marcadores sédo
usados, sendo trés diretos - detec¢cado do antigeralo HCV, deteccdo e quantificacdo do RNA
viral, genotipagem, e um indireto - detec¢do dacarmo anti-HCV total. No entanto, é
necessario conhecer a cinética da infeccdo pelo H@ka fazer uso apropriado desses
marcadores. O periodo de janela imunologica (Figutad) foi estimado em aproximadamente 60
dias e é caracterizado pela capacidade de deteaatigenocore e o RNA do HCV, e pela
auséncia de anticorpos anti-HCV circulantes ouatigteis. Os anticorpos anti-HCV aparecem

em media 2-8 semanas apos a fase aguda da infie¢eddem a persistir por toda vida (Busch et

al. 2005).
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Figura 1.12- Cinética dos marcadores sorolégicoarda a fase aguda (a) e cronica (b) da infeccio pe

virus da hepatite C (Chevaliez 2010)
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A deteccdo e eventual quantificacdo de anticormpedficos presentes em fluidos
corporais sao feitas utilizando-se ensaios imurigeiticos (EIES). Antigenos recombinantes séo
fixados em pocgos de microplacas, pequenas esfaradificios especificos usados para capturar
anticorpos circulantes. A presenca de anticorp@avé&ada por anti-anticorpos ligados a enzima
gue catalisa a transformagéo do substrato em urpasiocolorido. A razdo da densidade otica
(D.O.) da reacdo (D.O. da amostra dividida pela.Dd® controle interno) é proporcional a
guantidade de anticorpos presente na amostra. Bs €o baratos, de facil uso, podem ser
automatizados e facilmente adaptados para grandmeale testes (Chevaliez 2010).

O antigenacore do HCV pode ser detectado em amostras de sangifi€ripe. Estudos
com diferentes ensaios para 0 antigeok®@ mostraram que o nivel de antigeno é equivalente a
guantidade de RNA viral determinado por técnicadidégia molecular (Bouvier-Alias et al.
2002; Park et al. 2010). A quantificacdo do antigesre pode ser considerada uma alternativa
para a determinacdo da quantidade de RNA virak paie facil execucao por EIE, de menor
custo e menos propensa a contaminacao cruzadaatdrarem relacdo aos métodos moleculares
baseados na amplificacdo de um alvo. Porém, agieteln antigenoore mostrou-se ser menos
sensivel que a deteccdo do RNA viral, e a razae emtigenccore e RNA viral pode variar
ligeiramente de um individuo para outro. Isto poderrer devido a presenca de antigeare
tanto novirion quanto no RNA livre das proteinas estruturais ttasvpresente na circulacao
periférica (Bouvier-Alias et al. 2002). A quantdigdo do antigenoore pode ser usada para
monitorar a carga viral dos pacientes em tratamgua@ hepatite C crbnica, incluindo a
avaliacdo do nivel de replicacéo viral e avaliagaaesposta a terapia medicamentosa (Ross et
al. 2010; Moscato et al. 2011). Também pode setausamo alternativa ao teste molecular para
triagem de doadores de sangue, 6rgao, tecidosulagdlara infeccdo aguda (Miedouge et al.
2010).

A primeira geracdo de EIE detectava apenas antisocpntra antigeno representado a
regido NS4 do HCV com o uso do antigeno recombinah00-3. Com o desenvolvimento da
segunda geracdo de testes, foram adicionados @ogigepresentando a regiéore (C22-3),
além da regidao NS3 (c33c) e uma parte do c100-8nfado 5-1-1) da regido NS4. A terceira
geracao incluiu um antigeno adicional representandegido NS5 e uma reconfiguracdo dos
antigenoscore e NS3 (Kesli et al.; 2009). Esses avancos tecraégoropiciaram um aumento
significativo da sensibilidade do teste de 80% uliagira geracdo para 98% (Cao et al. 2011) e

uma reducao da janela imunolégica de 82 para &5(Haperche et al. 2005).
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Ha pouco mais de seis anos, foi desenvolvido o i@nsambinado que detecta
mutuamente anticorpos anti-HCV e antigenos cdoe viral (Chevaliez 2010). Os ensaios
combinados detectam a infec¢do aguda do HCV vistete dias antes do ensaio de 3° geracéo
para deteccdo de anticorpos. No entanto, sdo megmn&veis que 0 ensaio molecular para
deteccdo do HCV RNA. Apresentam sensibilidade d¥#¥4d.6 especificidade igual ou maior que
99,5% (Bio-Rad, Franca; Abbott, Africa do Sul) ertanto, representam uma alternativa para o
diagnostico da infeccdo aguda pelo HCV e para dnmagorologica quando as tecnologias
baseadas em &cido nucleico néo estédo disponiegie(the et al. 2005).

A presenca de HCV RNA no sangue periférico € umcador de replicacdo viral. O
HCV RNA pode ser detectado de 1 a 3 semanas apiscgdo, e aproximadamente um més
antes do aparecimento de anticorpos anti-HCV. Agitea de HCV RNA por mais de seis meses
caracteriza uma infeccao cronica (Pawlotsky 2002).

A deteccdo e quantificacdo do HCV RNA sé&o obtidasduas categorias de técnicas de
biologia molecular: amplificacdo do alvo, como ag@ em cadeia de polimerase (PCR), e a
amplificacdo do sinal, como o ensaio de DNA ramaiic. A técnica de escolha para a pratica
clinica € a PCR em tempo real, por ser mais sdmgileea PCR classica, com limite de deteccéo
na ordem de 10-15 Ul/mL e faixa superior de quemaiiio de 7-8 log Ul/mL. Esse ensaio néo
produz resultados falso-positivos devido a contagies e pode ser totalmente automatizado
(Chevaliez 2010). Aplica-se ao diagndéstico da ipdeccronica do HCV para indicar os pacientes
que necessitam de terapia anti-retroviral, bem camaitorar a resposta virologica durante a
terapia antiviral (Pawlotsky 2002). A andlise dgugncia do genoma viral € geralmente baseada
no sequenciamento direto, sendo realizada por segumeento do fragmento amplificado ou
hibridizacéo reversa que identifica nucleotidegeeeicos. O método de referéncia € a analise
filogenética da sequéncia gerada apos amplifica@id®CR da porcdo do genoma viral com a
sequéncia de referéncia. A determinacdo do gendtipb € necesséaria para definir o tipo e a

duracgéo do tratamento, assim como, a taxa de tesygioslogica (Chevaliez 2010).
1.9-Uso de amostras de sangue coletado em papefitieo
O diagnéstico da infeccdo pelo HCV é baseado enoduostsorologicos e técnicas de

biologia molecular aplicados em amostras de sorglasma humano (Brandao et al. 2001).

Entretanto, a coleta de sangue para obtencéo dapegslasma requer puncédo venosa e necessita
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de pessoal treinado e infraestrutura para serzeekai dentro das condicbes de biosseguranca.
Além disso, a coleta de sangue € bastante difftijeipos com acesso venoso dificil, tais como:
idosos, usuérios de drogas e criancas.

O sangue coletado em papel de filtro (SCPF) pode pseparado aplicando-se
cuidadosamente poucas gotas de sangue frescodoofaa puncéo digital com lanceta em um
papel de filtro absorvente. O sangue € saturadmapel, seco a temperatura ambiente e enviado
dentro de um envelope para o laboratério. E esggmeVarias semanas e pode ser transportado a
temperatura ambiente (Abe e Konomi 1998). Estadaaequer um volume de amostra menor, é
menos invasivo, é de facil de armazenamento epoaies(Lin et al. 2011). Em 1963, Guthrie e
Suzi introduziram o uso de SCPF para a detecc&endeetondria em recém-nascidos. Depois, 0
SCPF passou ter uma ampla aplicabilidade em estegatemiologicos para triagem e
monitoramento de doencas infecciosas (Parker ettCig819; Cassol et al. 1992); na deteccéo de
biomarcadores como horménios, proteina C reativacadores da inflamacgéo (Kapur et al.
2008; Skogstrand et al. 2005); anticorpos contraos&irus, como o virus da imunodeficiéncia
humana (Castro et al. 2008), rubéola (Punnarugdarngmee 1991; Helfand et al. 2001,Helfand
et al. 2007; Karapanagiotidis et al. 2005), sararfipelfand et al. 2001; Ridell et al. 2002;
Mercarder et al. 2006), HTLV (Parker et al. 1998)us Epstein-barr (Fachiroh et al. 2008) e
hepatites virais (Villa et al. 1981; Gil et al. 7®9Tappin et al. 1998; De Almeida et al. 1999;
McCarron et al. 1999; Desbois et al. 2009); no niisgico de anemia falciforme (Jinks et al.
1989) e, mais recentemente, passou a ser utilzadoonitoramento de medicamentos, estudos
toxicolégicos, farmacodinamicos e farmacocinétigedelbroek et al. 2009; Barfield et al. 2008;
Spooner et al. 2009).

No Brasil, o SCPF foi introduzido pelo pediatra Benin J. Schmidt, em 1976, para o
diagnostico de desordens metabdlicas congénitaseeém-natos. Em 1992, o teste se tornou
obrigatorio em todo o pais por meio da Lei Fedeta8826 (1992). Para que a lei fosse cumprida,
0 Ministério da Saude (MS) publicou a Portaria 82 §2001) criando o Programa Nacional de
Triagem Neonatal. Em 2009, o uso deste tipo de tndsi aprovado pelo MS por meio da
Portaria n° 151 (2009) para deteccao de anticogmbisHIV, possibilitando maior acesso ao
diagnostico em populagdes remotas.

Vérios estudos sobre o desempenho de ensaios gtag@io de anticorpos contra o HCV
e HCV RNA demonstraram que o SCPF é uma alterngidssivel e reprodutiva para o
diagnostico da infeccéo pelo HCV (Parker et al.71%®arker e Cubitt 1999; Croom et al. 2006;
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Abe e Konomi 1998; Solmone et al. 2002; Montebuigebhl. 1999; Tuaillon et al. 2010). Em
todos os casos, 0s conjuntos de diagnésticos fadaptados de forma diferente para uso de
amostras de SCPF e em populacdes diferentes. Bdoamam os estudos recentes de Tuaillon et
al. (2010), em uma populagéo de 200 pacientes @dewmdade hospitalar, o EIE para deteccao
de anticorpos obteve taxas de sensibilidade e iéispde de 99% e 98% respectivamente (95%
de intervalo de confianga), o limite de deteccauwouaem torno da diluicao 1/512 (1/64-1/4.096)

e as amostras se mantiveram estaveis durante 2 teasperatura ambiente, sendo recomendada
a refrigeracdo para maiores periodos de tempo. ésttelo também contemplou a deteccao,
guantificacdo e genotipagem do HCV RNA.

Apesar dos excelentes resultados, a medida quazsasb de ensaios comerciais de
fabricantes diferentes, novos estudos sdo necesgsara avaliar se a adaptacdo realizada se
aplica da mesma forma e apresenta o0 mesmo desempdém disso, ndo existem informacdes
sobre o desempenho de EIE com detec¢cdo combinadatigeno e anticorpo para o HCV em
SCPF, limitando o uso de um recurso importante pargais onde os testes moleculares ndo sédo
acessiveis para todos.

Os estudos de estabilidade dos marcadores da diofgjo HCV em SCPF disponiveis
na literatura ndo se enquadram no perfil do Brasis as amostras obtidas em nosso pais sao
oriundas de areas remotas onde temperaturas esrdbcumidade sédo elevados e o periodo entre
coleta e destino final pode alcancar 30 dias os.mai

Por estes motivos, torna-se necessario a adaptiecéestes de diagndstico da infeccéo
pelo HCV em amostras de SCPF para facilitar azagio de estudos epidemioldgicos e 0 acesso

ao diagnoéstico em areas distantes do laboratorio.



2- OBJETIVOS

2.1- Geral

Adaptar métodos imunoenzimaticos de diagndsticoegetite C para uso em amostras de

sangue coletado em papel de filtro.

2.2- Especificos

A- Estabelecer as melhores condi¢Oes para reatizdgdeste de deteccdo de anticorpos
anti-HCV e deteccdo silmuntanea de antigenos eaaptis anti-HCV em amostras de sangue
coletadas em papel de filtro, segundo os parametipas de tampé&o de eluicAo da amostra,
volume de tampéo de eluicdo, volume de amostrgpdete incubagdo da amostra, e valor do
ponto de corte;

B- Padronizar a detec¢cdo de anticorpos anti-HC\ ardtigenos e anticorpos anti-HCV
em amostras de sangue coletado em papel de fitnodo ensaios imunoenzimaticos comerciais
e avaliar os parametros de sensibilidade, espelefle,concordancia, valor preditivo positivo e
negativo e precisao intraensaio (repetitividadae}erensaio (reprodutibilidade);

C- Avaliar a estabilidade das amostras de sangetado em papel de filtro em diferentes
condicbes ambientais, incluindo temperaturas (2&262-8°C e -20°C) e periodos de

armazenamento diferentes (7, 14, 28, 60 e 117.dias)



3- MATERIAL E METODOS

Este trabalho estd inserido no projeto “Avaliac&@o edtabilidade de marcadores para
hepatites B e C em sangue coletado em papel d& fit qual foi aprovado pela Comisséao de
Etica em Pesquisa da Fundacio Oswaldo Cruz, seg@sotucdo 196/96, sob n° 459/2008
(Anexo 8.7). Também foi aprovado pela Comissaotiteaem Pesquisa do Hospital Federal dos
Servidores do Estado, sob o n® 000.420, em 25/02/2tbm o titulo: “Adaptacdo de ensaios
imunoenzimaticos comerciais para o diagnostico rfac¢do pelo virus de hepatite C em

amostras de sangue coletado em papel de filtro2XAar8.8).

3.1- Desenho do estudo

Estudo transversal.

3.2- Amostra populacional

A amostra foi dimensionada de acordo com o miniesoierido para padronizacdo de um
teste com 99% de eficiéncia. A coleta de 100 am®dui realizada de forma consecutiva. No
entanto, devido ao baixo nimero de amostras reapigea anti-HCV foi necessario continuar a
coleta.

Participaram do estudo candidatos considerados @ptitnacdo de sangue no Servico de
Hemoterapia do Hospital Federal dos Servidores stad® (HFSE), ap0s passarem por uma
triagem clinica e hematoldgica, reduzindo as chedeeserem portadores de alguma patologia.
Ainda assim, todas as amostras coletadas foramsatas e classificadas de acordo com o
resultado obtido para pesquisa de anticorpo anW-HGs critérios de inclusdo no estudo foram
adequados aos critérios de inclusdo estabelecidios Servico de Hemoterapia / HFSE para

doadores de sangue, disponiveis em http://wwwijlsseide.gov.br/cidadao/clin/hemote.asp).

Séo eles: ser de qualqguer um dos sexosqualquer teacalade variando entre 18 e 60 anos.
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Os critérios de exclusdo adotados também foram emcocdancia com o0s requisitos
estabelecidos para a doacao de sangue: ser podacdbgum tipo de patologia, pesar menos de
50 Kg, estar gravida ou amamentando, ser usuarivadms, ter tido contato sexual com pessoas
gue tenham comportamento de risco, intercorrénciasante a doacdo de sangue que
inviabilizasse a coleta da amostra como - o doaéorter veia acessivel, perda do acesso venoso,
e queda da pressao arterial- e, a ndo concorda@naiaos termos do consentimento livre e
esclarecido. Neste grupo houve a participacdo @eriBviduos que foram informados sobre o
projeto e concordaram com a participagdo na pesgtéado em seguida assinado o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 8cBnforme resolugéo 1671, de 13 de junho

de 1988 do Conselho Nacional de Saude — MinistixiSaude.

Participaram também do estudo pacientes com saspeitsabidamente portadores da
infeccdo pelo HCV, que procuraram atendimento nobéatério de Hepatites Virais do
Laboratério de Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ) e Audiorio de Gastroenterologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUEBFRJ), além de profissionais de saude
de um hospital privado de Petrépolis (RJ). Todasam®stras de sangue coletadas foram
analisadas e classificadas de acordo com o resutthtido para pesquisa de anticorpos anti-
HCV. Os critérios de inclusdo no estudo foram: quat um dos sexos, qualquer racga, ter idade
variando entre 18 e 60 anos e ter a suspeita de ies¢ctado pelo HCV [histérico clinico
sugestivo, comportamento de risco para doencastati@ntagiosas ou historico familiar de
infecgcdo por HCV para os pacientes do AmbulatéeoHepatites Virais do Laboratério de
Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ) e do Ambulatério d8astroenterologia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJQs critérios de exclusdo no estudo
foram: ocorréncia de intercorréncia durante a aotizt amostra, como: ndo ter veia acessivel,
perder a veia durante a coleta e ndo concordameia as termos do consentimento livre e
esclarecido. Neste grupo participaram 47 pacientes infeccdo cronica pelo HCV e 232
profissionais de saude. Todos os individuos ppeities foram informados sobre o projeto e
concordaram com a participacdo na pesquisa, tessioa@o o TCLE (Anexo 8.9), conforme

resolucdo n@1, de 13 de junho de 1988 do Conselho Nacion8ladele — Ministério da Saude.
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3.3- Coleta e preparo das amostras biologicas

De todos os participantes do estudo foi coletada amostra de sangue venoso (8 mL)
por puncao venosa periférica. Para evitar expalantario a duas ou mais pung¢des consecutivas
(McCarron et al. 1999), quatro gotas de sangu@apadamente 75 L) foram transferidas para
o papel de filtro (Whatman 903) até o preenchiméatal de quatro circulos de 12,5 mm de
didametro, o equivalente a aproximadamente 24 pkade (Steger et al. 1990; McDade et al.
2007; Melgaco et al. 2011). Alternativamente, falizada puncao capilar para coleta do sangue
em papel de filtro.

As amostras de sangue coletado em papel de fittranf mantidas a temperatura
ambiente por 4 horas, e depois foram armazenadadremmer a temperatura de -20°C,
acondicionadas em saco plastico resistente e heamsinte fechado com um envelope
dessecante até o momento da extracdo do eluatgdfteet al. 2011).

As amostras de sangue coletado por pun¢do venasaripa foram centrifugadas a
1701,28 x g em centrifuga Biofuy@®rimo, Thermo Scientific, EUA (3500 rpm, raio m#di24
mm) a temperatura de 25°C durante 10 minutos. @ (sobrenadante) obtido foi acondicionado
em microtubo de 1,5 mL previamente identificadorrazenado a temperatura de -20°C até a

realizacdo das analises (Figura 3.1).
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i \
Sangue venoso

Corte em papel de filtro
Eluicio por 18-24h (diametro ~ Preparo das amostras em tubo
Falcon 15mL e seringa 3mL

Centrifugagéo
3000rpm 5min.

de 3mm e 300ul de tampé&o)

Figura 3.1- Coleta e preparo das amostras (Foatgoratério de Referéncia Nacional de Hepatitesid/ira
LRNHV)

Para preparar o eluato, um disco de 3 mm de papitrd foi recortado, transferido para
um microtubo e incubado por 18 a 24 horas com80@o tampéao de eluicdo a temperatura de
2-8°C (McCarron et al. 1999). Apds incubacdo, uroatgira de pipeta foi utilizada para
transferir o disco e o tampéo de eluicdo para teres de centrifugacdo correspondente. O
sistema consistiu em um tubo de centrifuga de 13lentapacidade para conter um microtubo e
uma seringa de 3 mL sem o émbolo . As amostragnfarantrifugadas a 1249,92 x g em
centrifuga Biofug® Primo, Thermo Scientific, EUA (3000 rpm, raio n#di24 mm) a
temperatura ambiente de 25°C por 5 minutos. Osomoisos contendo os eluatos foram
removidos do interior do tubo da centrifuga utida uma ponteira de pipeta e estocados a -
20°C até o momento de uso (Figura 3.2) (Mercadal. 2006).
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Preparo do material 300 pL do tampéo de eluigdo no microtubo Corte do papel de filtro Transferéncia para microtubo de 1,5 mL

Homogeneizagédo Antes e ap6s 18 a 24h de incubagéo a 2-8°C  Tubo de 15 mL e seringa de 3 mL sem émbolo Transferéncia do disco 3 mm

Sistema pronto Centrifugagao a 3.000 rpm (1249,92 x g) por 5 minutos Eluato pronto para uso ou congelamento a -20°C

Figura 3.2- Procedimento de eluicdo do SCPF (Fdmabpratorio de Referéncia Nacional de Hepatitesi¥i-
LRNHV)

3.4- Ensaios imunoenzimaticos

As amostras de soro foram submetidas a dois ensaiogenzimaticos comerciais para
deteccdo de anticorpos anti-HCWCV Ab (Radim, Italia) eETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin,
Italia); e a dois ensaios imunoenzimaticos comergara deteccao simultdnea de antigeno e
anticorpos anti-HCV:Monolisa™ HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad, Franca) élurex HCV
Ag/Ab Combination(Abbott, Africa do Sul).
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3.5- Testes de deteccao de anticorpos anti-HCV

3.5.1- Principio dos testes de deteccao de antsapti-HCV

O teste de deteccdo de anticorpos anti-HCV HCVWAbeia-se na ligacdo de anticorpos
anti-HCV da amostra aos antigenos especificos dd, HGrrespondente as regidesre e NS
gue codificam determinantes antigénicos mais coades e imunodominantes (peptidsoe e
peptideos NS3, NS4 e NS5 recombinantes) que estiorados na microplaca. Estes anticorpos
se ligam aos anticorpos humanos policlonais (cabrd}imunoglobulinas G e M (IgG e IgM),
conjugados com a enzima peroxidase de rahidooséradish peroxidaseu HRP) e em seguida,

a peroxidase reage com o cromogeno (tetrametilbergi/ substrato (peroxido de hidrogénio),
gerando um sinal 6ptico que € proporcional a qdadé de anticorpos anti-HCV presentes na
amostra. O resultado final das amostras € dado.€mdpos leitura em espectrofotémetro.

No teste de deteccdo de anticorpos anti-HCV ETIH®YK-4, as microplacas séo
revestidas com polipeptidios recombinantes da®esgestrutural e ndo-estrutural do HCV (nédo
discriminado na bula do teste) que se ligam ads@pbs presentes na amostra. Estes se ligam
ao conjugado enzimatico composto de anticorpos rigghioclonal murinos anti-lgG humana
conjugada com peroxidade de rdbano (HRP). A peaseideduz quimicamente o substrato
peréxido de hidrogénio que, por sua vez, oxidaomogeno tetrametilbenzidina (TMB), gerando
cor. A intensidade da coloracdo amarela € propoatia quantidade de anticorpos presentes e
medida por um espectofotémetro.

3.5.2- Procedimento dos testes de detec¢édo degraganti-HCV

3.5.2.1- Teste HCV Ab

Para o teste de deteccéo de anticorpos anti-HCHirfRaa primeira microcavidade (Al)
permanece vazia para ser o branco. Nas outrasackegdadiciona-se 2@0 de controle negativo
em triplicata (B1-D1), 20Ql do calibrador em duplicata (E1-F1)e 2dGle controle positivo em
uniplicata (G1). Nas demais microcavidades (colud<®), adiciona-se 2Ql do diluente de

amostra e 1@l da amostra de soro (Figura 3.3).
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1 121345671819 ]10]11]12
A | BLK | S2
B | NC |S3
C | NC |S4
D | NC |S5
E |CAL|S6E
F |CAL|S7
G| PC |S8
H] S1 |S9
Legenda:
BLK = branco PC = Controle Positivo
NC = Controle Negativo S = Amostras

CAL = Calibrador

Figura 3.3- Representacdo esquematica de microgtaeasaio imunoenzimatico HCV Ab (Radim, Italia)

Em seguida, acrescenta-se |d0do diluente de ensaio em todas as microcavidades
procede-se a incubacgéo por 45 minutos a 37°C. Apdsubacao, cada cavidade da microplaca é
lavada 5 vezes com 350 de solucédo de lavagem (tampéo de fosfato 10 npW &,0 +/-0,2,
Tween 20 a 0,05% e Kathon GC a 0,05%). Em segsiita,adicionados 104 de conjugado
enzimatico em todas as microcavidades, exceto acby e realiza-se mais uma incubacao por
45 minutos a 37°C.

Apés a incubacgdo, repete-se o procedimento de davag adiciona-se 10@Ql do
cromoégeno/substrato em cada microcavidade, inaumtiranco. A microplaca é incubada por
15 minutos a 18 a 24°C, protegida da luz. Em segudeacdo € interrompida com 100e
acido sulfarico em cada microcavidade e a intext@dde cor da solugdo (amarelo) € medida em

um espectrofotdbmetro com um filtro de 450nm corenéicia de 620-630nm (Figura 3.4).
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Poco
em
Branco
Amostra de SCPF
Controles ~
ndo-reagente
Negativos

Calibradores

Controle

Positivo

Amostra de SCPF reagente

Figura 3.4- Placa de teste imunoenzimaético parcdab de anticorpo anti-HCV HCV Ab (Radim, Italia)

3.5.2.1.a- Interpretagéo dos resultados:

Um valor de ponto de corte (PC) permite que asidadss Opticas sejam interpretadas
como resultado da presenca ou auséncia de antccanieHCV. Este valor é calculado usando a
seguinte formula: CNX + 0,350, onde CNX € a média B.0O.s dos controles negativos. Uma
amostra é considerada positiva se a absorban@andstra € maior do que o valor do ponto de
corte; e negativa se a absorbancia da amostra érmee o valor do ponto de corte. Uma
amostra € considerada inconclusiva quando apresealttiees de absorbancia compreendidos na
faixa de = 10% acima ou abaixo do ponto de corte.

3.5.2.2- Teste ETI-AB-HCVK-4

Para o teste de detecgéo de anticorpos anti-HCVABTHCVK-4 (DiaSorin), adiciona-
se 200uL de diluente da amostra em todas as microcavid&ieseguida, adiciona-se g0 de

controle negativo em trés microcavidades (B1-D1), 2 de controle positivo em duas
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microcavidades (E1-F1) e 200 da amostra em cada uma das demais microcavid&dgsa
3.5).
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Figura 3.5- Representagdo esquematica de microptaeasaio imunoenzimético ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin,

ltalia)

Na estapa seguinte, procede-se a incubacdo pomé@osia 37°C. Apos incubacao, cada
microcavidade da microplaca é lavada 5 vezes cabnuBBe solucdo de lavagem (a base de
tampéo PBS e Tween® 20 e conservantes). Seguadiedm de 10Ql de conjugado enzimético
em todas as microcavidades e incuba-se por 60 osirat37°C. Apds incubacao, repete-se o
procedimento de lavagem e adiciona-se ll0fo cromogeno/substrato em cada microcavidade,
incluindo o branco. A microplaca € incubada pom3fAutos a 18 a 24°C, protegida da luz. Em
seguida, a reacdo é interrompida com H0@e &cido sulfarico em cada microcavidade e a
intensidade de cor (amarelo) da solugédo € meditEdaaxm em espectrofotdbmetro, com filtro de
referéncia de 620-630 nm (Figura 3.6).
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Poco
em
Branco
Amostras de SCPF

nao-reagentes

Controles

Negativos

Controles

Positivos

Amostras de SCPF reagentes

Figura 3.6- Placa de teste imunoenzimatico parcdab de Ac. Anti-HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, |al)

3.5.2.2.a- Interpretagéo dos resultados:

Um valor do ponto de corte permite que as densgdagécas sejam interpretadas como
resultado da presenca ou auséncia de anticorpesi@ut Este valor é calculado usando a
seguinte formula: CNX + 0,500, onde CNX € a média B.0O.s dos controles negativos. Uma
amostra é considerada positiva se a absorbancindatra é maior do que o valor do PC; e
negativa se a absorbancia da amostra € menor gakrodo PC. Uma amostra € considerada
inconclusiva quando apresenta valores de absoeb&itciados na faixa de + 10% acima ou
abaixo do PC.

3.6- Teste de deteccdo simultanea de anticorpos aHICV e antigeno do HCV

3.6.1- Principio dos testes de detecc¢ao silmutdeemticorpos anti-HCV e antigeno do HCV
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O teste de deteccdo de antigenos e anticorposH@nti-Monolisd™ HCV Ag-Ab
ULTRA (Bio-Rad) baseia-se na ligacao de anticoquutsHCV e antigenos presentes na amostra
aos alvos presentes na microplaca (Figura 3.7)arflsorpos da amostra se ligam as proteinas
recombinantes correspondentes a regido NS3 (gesdlipe 3a) e NS4, e a um peptideo de
mutacdo correspondente a regido do capsideo. @geoé do HCV da amostra se ligam aos
anticorpos monoclonais especificos para o capsidddCV fixado na microplaca, assim como
ao conjugado 1 constituido de anticorpos monoctomairinos especificos para o capsideo viral
marcados com biotina. O conjugado 1 ndo reage coantigenos imobilizados na microplaca.
Apoés a primeira incubacao é adicionado o conjuggdmnstituido de anticorpos murinos anti-
IgG humana marcados com peroxidase e estreptavitimeada com peroxidase. Os anticorpos
anti-HCV presentes na amostra se ligam aos antsaapti-lgG marcados com peroxidase. O
conjugado peroxidase/estreptavidina se liga ar@otio conjugado 1, em caso de presenca do
antigeno viral na amostra. A ocorréncia dos congdeantigeno/ anticorpo / peroxidase é
revelada pela adicdo e oxidagdo do cromogeno tetilaenzidina. A intensidade da coloracgéo é
proporcional a quantidade de anticorpos e antigpresentes e a leitura da densidade ética de

cada amostra € medida em um espectrofotdmetro/62060m.
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Formato do teste Ordem de adicdo de reagentes iraso
Placa revestida com anticorpo Cor do pogo Cor do pogo
X 4 monoclonal e antigenos / antes da adici depois da adi¢do
peptidios recombinantes

o F

. ) =

T 4 100 pL do conjugado 1

_'_ 50 pL de controle ou amostra
‘]" 4 Incubar 90 minutos a 37°C n n
Lavaaen

0 d pe

100 pL de conjugado 2 N -

Y s Incubar 30 minutos a 37°C l l

Lavaaen

(3] " j"f‘:} -ﬁi 80 L de substrato TMB

Incubar 30 minutos no escuro a =i

T 4 temperatura ambiente (18 a 30°C)

_} W -
:ﬂ ‘ 100 pL de solugdo de parada
¢ Ponto de corte: média dos controles n =
Y A positivos dividido por quatro
Leitura: comorimento de onda 450/ ¢ 700 nn

T  Anticorpo monoclonal anti-capsidio do HCV

- Peptidio mutado do capsidio, proteina recombinid®@ (gendtipos 1 e 3) e proteina NS4 recombinante
" Anticorpo monoclonal anti-capsidio do HCV biotinita
= )
Streptavidina ligada a peroxidase
=

Anticorpo anti-IlgG humana ligado a peroxidase
Amostras reativas apds 30 minutos de incubacao

Figura 3.7- Desenho esquematico do teste MondlislCV Ag-Ab ULTRA (adapatado de Bio-Rad, Franca)

No teste de detecgcdo de anticorpos anti-HCV e emtgydo HCV Murex HCV Ag/Ab
Combination (Abbott), as microplacas sdo revestica® anticorpos monoclonais antge,
antigenos e peptideos recombinantes representagid@s imunodominantes dos antigeoos

e NS3 do HCV. Os antigenos dore viral e/ou anticorpos estdo fixados a fase sotlda
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microplaca. Em seguida, o conjugado constituidoep@opos antigénicos das regides NS3 e core
e anticorpos monoclonais awrtire ligados a peroxidase se ligam a qualquer antigermore ou
anticorpos anti-HCV presentes na amostra. O compliexmado reage com o substrato
tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogéalterando a cor (Figura 3.8). A intensidade

da coloracgéo € proporcional & quantidade de aptisoe antigenos presentes e € medida em um

espectrofotdmetro.
Placa revestidacom -
et B ¥ B anticorpo monodonal - = -
anti-core e antigenos - -
k F o recombinantes
*varr® 50 UL diluente de = ;
f 3 amostra+ 50 pl . =} 3
° amostraou controles - j' -
19 1 A % L=gends
Etzpa
] ‘g L g | X5
" 4 _1  Anticorpo monodonal anti-core
'- % ¢ .]; Incubar e depoizlavar l = ;
cia & Antigenos e peptideos
recombinantes
o l}’& e .' Antigenos da amastra
22 ).,‘ - '
Ecspa \‘ .Q"' ‘ 120 pl conjugado e i_ ' 3 l J Y Anticorpo daamostra
[ ] [ ] incubar & A .
XE ‘Y Anticorpo monodonal conjugado
com peroxidass
Lavar -
1. Antigenos doHCV conjugadoscom
peroniide
38 "% '\‘ ?;-3 jiL substratoe o
Erapa incubar .
S50l selugdo de -
parada J: —-— j ’ '
Lejtura 450/620 nm - =

Figura 3.8- Desenho esquematico do teste Murex AG@¥b Combination (adapatado de Abbott, Africa dd)S

3.6.2- Procedimento dos testes de deteccéo sirealtde anticorpos anti-HCV e antigenos do
HCV

3.6.2.1- Teste Monolis¥ HCV Ag-Ab ULTRA

No teste de deteccdo simultanea de antigenos emus anti-HCV Monolisa' HCV
Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad), adiciona-se 104 do conjugado 1 em todas as cavidades, @ 5fe
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amostra e 5QiL de controles nas respectivas cavidades. Paracmadda, é utilizado controle
negativo em uniplicata, controle positivo de anpos em triplicata e controle positivo de

antigeno em uniplicata (Figura 3.9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10| 11 12

A |CN |54
B |CP S5
C [CcP |S6
D |CP |S7
E |SACP|S8
F [S1 S9
G |S2 s10
H [S3 S11

Legenda:

CN = Controle negativo

CP = Controle positivo

SACP = Solugdo de trabalho do antigeno de controle positivo
S = Amostras

Figura 3.9- Representacéo esquematica de microptaeasaio imunoenzimatico Monoll¥aHCV Ag-Ab ULTRA
(Bio-Rad, Franca)

Em seguida, realiza-se incubacdo a 37°C = 1°C ot % minutos e procede-se a
lavagem cinco vezes com um minimo de 30 de solugdo de lavagem [tampdo Tris
(hidroximetilaminometano) / NaCl pH 7,4 com o camnsaete Proclit™ 300 (0,04%)]. Logo
apos, adiciona-se 1QQ. de conjugado 2 e incuba-se por 30 £ 5 minutog°€3 1°C. Realiza-
se nova lavagem como descrito anteriormente easdicse 80uL de substrato / cromdgeno.
Apoés 30 £ 5 minutos de incubacgéo a temperaturaent®i18 a 30°C), a reacdo é interrompida
com 100uL de acido sulfarico 1N e a leitura é feita porexgmfotometria a 450 com filtro de
referéncia de 620 a 700nm. A intensidade da cdoragproporcional a quantidade de anticorpos

e /ou antigenos ligados na fase sélida (Figura)3.10
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Controle negativo
Controles positivos

Solugéo de trabalho
do antigeno de

controle positivo

Amostra de SCPF
ndo-reagente

Amostra de SCPF reagente

Figura 3.10- Placa de teste imunoenzimético paecdao de Ag/Ac. Anti-HCV Monolis¥d HCV Ag-Ab
ULTRA (Bio-Rad, Italia)

3.6.2.1.a- Interpretacdo dos resultados:

Um valor de ponto de corte permite que as denssdépdtcas sejam interpretadas como
resultado da presenca ou auséncia de antigenacerpos anti-HCV. Este valor é calculado
usando a seguinte férmula: CPX + 4, onde CPX ¢é diandas D.O.s dos controles positivos.
Uma amostra é considerada positiva se a absorbdaemostra € maior do que o PC; e negativa
se a absorbancia da amostra € menor que o PC. MNmt@nvalores de absorbancia

compreendidos da faixa de + 10% do PC séo claaddiE como inconclusivas.

3.6.2.2- Teste Murex HCV Ag/Ac Combination

No teste de deteccdo simultdnea de antigenosaigus anti-HCV Murex HCV Ag/Ab
Combination (Abbott), adiciona-se @0 do diluente de amostra em todas as cavidade8 uée 5
de amostra e 50L de controles nas respectivas cavidades. Para aadada, sdo utilizados:
controle negativo em duplicata, controle positieoaticorpos em uniplicata e controle positivo

de antigeno em uniplicata (Figura 3.11).
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Em seguida, a reacdo € incubada a 37°C + 1°C pariddos. Realiza-se a lavagem por
cinco vezes com 50QL de tampédo de lavagem (tampdo Tween® 20/NaCl eserwante
Bronidox® 0,2%).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CN |S4
B [CN |S5
CP
C |Ac S6
CP
D |Ag |S7
E |[B S8
F |S1 S9
G |S2 S10
H |S3 S11
Legenda:

CN = Controle negativo

CP Ac = Controle positivo de anticorpo
CP Ag = Controle positivo de antigeno
B = Branco

S = Amostras

Figura 3.11- Representacao esquematica de miceoglaensaio imunoenzimético Murex HCV Ag/Ab
Combination (Abbott, Africa do Sul)

Depois, adiciona-se 130 de conjugado e procede-se nova incubacéo a 85Gr 60
minutos. Realiza-se nova lavagem e adiciona-s@l8da solucdo de substrato diluida. Apés
incubacdo a 37°C + 1°C por 30 minutos protegidéudaa reagéo € interrompida com@0de
solucdo de parada (4cido sulfarico 1N). A leitueardacdo € feita em espectrofotdmetro na
absorbancia de 450 nm usando filtro de referéreiB2® a 690 nm (Figura 3.12).
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Amostra de SCPF ndo-reagente

Controles
Negativos

Controles
Positivos
Ac e Ab

Branco

Amostras de SCPF reagentes

Figura 3.12- Placa de teste imunoenzimético paiecdao de Ag/Ac. Anti-HCV Murex HCV Ag/Ab
Combination (Abbott, Africa do Sul)

3.6.2.2.a- Interpretacdo dos resultados:

O ponto de corte permite que as densidades ést#gas) interpretadas como resultado da
presenga ou auséncia de anticorpos anti-HCV eamiggHCV. O PC é calculado usando a
seguinte formula: CNX + 0,200, onde CNX € a média B.0O.s dos controles negativos. Uma
amostra é considerada positiva se a absorbaneendstra € maior do que o PC; e negativa se a
absorbancia da amostra é menor que o PC. No entahboes de absorbancia compreendidos da
faixa de + 10% do PC séo classificados como incenzs.

3.7- Parametros avaliados para os testes de diagtiés da infeccao pelo HCV em SCPF

Para esta avaliagdo, foi utilizado um painel de ab@ostras de SCPF, onde cinco
apresentavam resultados reagentes para anti-HGWnoatra pareada de soro e as outras cinco
eram nao-reagentes em amostras pareadas de sdos d® ensaios realizados nas amostras de
soro foram feitos de acordo com as instru¢cOes alréchntes.

Inicialmente, foram avaliados os seguintes par&setios ensaios: tipo de tampéo de
eluicdo, volume de amostra utilizado no teste, terdp incubacdo da amostra, volume de
conjugado e valor de ponto de corte.



40
3.7.1- Padronizacéo do tampé&o de eluicdo da amostra

Para a definicdo do tampéao de eluicdo das amaktr&8ECPF a ser empregado nos ensaios
imunoenzimaticos para a deteccdo de anticorpodH&iMi, e deteccao simultanea de antigeno do
HCV e anticorpos anti-HCV foram empregados cinderdntes tipos de tamp&o no volume de
300 pl, sendo eles: Tampéo 1 (PBS pH 7,2) Tampdo 2 (AB&erf 20 0,05%); Tamp&o 3
(PBS/ Tweefi 20 0,05%/ Azida Sédica 0,005%); Tamp&o 4 (PBS/éMt20 0,2%/ BSA 5%) e
Tampéao 5 (PBS/ BSA 0,5%). Os volumes de amostré®QfF e diluentes utilizados nos testes
de padronizacdo foram, respectivamente i@ 100 ul para Radim e 20@l e 20 pul para
DiaSorin. Para os experimentos de padronizacaceste tle deteccdo do antigeno do HCV e
anticorpos anti- HCV dos fabricantes Bio-Rad e Abbo volume de amostra de SCPF foi de

100 pL sem diluente de amostra.
3.7.2- Padronizacao do volume de amostra empragatkste

Para a definicdo do volume de amostra de SCPF aemsgregado nos ensaios
imunoenzimaticos para a deteccdo de anticorpos-H&W, foram usadas diferentes

concentracdes de amostra tal como descrito nassabé e 3.2.

Tabela 3.1- Volumes de amostra de SCPF e de ddunaamostra usados no teste de detec¢do de pascanmti-
HCV HCV Ab (Radim).

Volume de amostra (uL) Volume de diluente (uL) ofate diluicdo
Radim 10 200 1:20
60 150 1:2,5
110 100 1,1:1
160 50 3,2:11
200 10 20:1

Os volumes especificados pelo fabricante para astaas de soro e diluente em teste séo, respeeihtam
10 pL e 200 pL.
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Tabela 3.2- Volumes de amostra de SCPF e de ddwmamostra usados no teste de deteccao de pasicamti-
HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin).

Volume de amostra (uL) Volume de diluente Fatoditlécéo
DiaSorin 176 44 4:1
198 22 9:1
200 20 10:1
250 5 50:1

Os volumes especificados pelo fabricante para astaas de soro e diluente em teste séo, respeeihtam
20 pL e 200 pL.

Para o teste de deteccdo silmultanea do antigentdQib e anticorpos anti- HCV do
fabricante Bio-Rad foram usados os seguintes vaus@ pL, 100 pL, 150 pL e 200 pL, todos
sem o uso de diluente de amostra. Esses volumespondem a um aumento de 2x, 3x e 4x em
relacdo ao volume de soro em teste padronizadd_f5ilo fabricante.

Para a deteccdo simultdnea de antigeno do HCVieoguas anti-HCV do fabricante
Abbott, foram usados os seguintes volumes: 50 AQ,uL, 150 pL e 200uL, todos sem uso de
diluente de amostra. Os volumes especificadosfpbltcante para as amostras de soro e diluente
em teste sao, respectivamente, 50 pL e 50 pL. @smes das amostras de SCPF correspondem

a um aumento de 2x, 3x e 4x em relacdo ao volumeeeso teste padronizado pelo fabricante.

3.7.3- Padronizacéo do tempo de incubacao da amostr

Apés a determinacdo do tampao de eluicdo da ammstoavolume de amostra em teste,
foi avaliado o tempo de incubagdo da amostra negai@n imunoenzimaticos. Em todos os
ensaios, foi avaliado o tempo de incubacdo recoatngelo fabricante, assim como o tempo
duplicado e 18 a 24 horas de incubacéo.

Deste modo, os tempos avaliados para os diferensggos foram:

* no teste anti-HCV Radim - 45 minutos, 90 minutd8e 24 horas;

* no teste anti-HCV DiaSorin - 60 minutos, 120 mirsuol8 a 24 horas;

* no teste de deteccdo de antigeno e anticorposH@¥- da Bio-Rad - 90 minutos, 180
minutos e 18 a 24h;

* no teste de deteccdo de antigeno e anticorpos H@#¥- da Abbott - 60 minutos, 120

minutos e 18 a 24h.
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3.7.4- Padronizacéo do volume de conjugado empoegadeste

Com o intuito de observar se a variacdo do volumeashjugado aplicado no teste apds a
primeira incubagéo ocasionaria melhores resultdihass de densidade Optica ou que fossem
mais concordantes com os valores de soro, foratadies nos EIE comerciais dos fabricantes
Radim, DiaSorin, Bio-Rad e Abbott diferentes volgnde conjugado. O protocolo aplicado para
realizacdo desse teste foi modificado apenas natidade de volume de amostra de SCPF e
diluente de acordo com os volumes estabelecidgsadeonizacdo de volume de amostra, que
foram, respectivamente, 110 pL e 100 pL (Radim} @2Q e 20 pL (DiaSorin) e 200 pL sem
diluente (Bio-Rad e Abbott). Os volumes de conjugimtam aumentados em 50%, 100%, 150%

e 200% em relacdo aos preconizados pelos fabrganestao representados na tabela 3.3:

Tabela 3.3- Volumes de conjugado usados nos téstpadroniza¢do para amostras de SCPF eluidas.

Volume de Conjugado (uL)

Amostras Radim DiaSorin Bio-Rad Bio-Rad Abbott
Conjugado 1 Conjugado 2

Soro 100 100 100 100 120

SCPF 150 150 150 150 150

200 200 200 200 200

250 250 250 250 250

3.7.5- Célculo do valor de ponto de corte do ensaio

Para a avaliacdo do ponto de corte (PC) do testenfcomparados os resultados obtidos
entre as amostras pareadas de soro e SCPF do.eRtwmdm calculo do valor do ponto de corte
foram avaliados trés métodos:

- PC1, onde as recomendacgfes do fabricante fordéimadés para o célculo do ponto de
corte;

- PC2, no qual trés desvios padrées foram somaunlealar da média da densidade otica
das amostras de SCPF, correspondentes as amasigasodnegativas para o marcador em teste

(média + 3 desvios padrbes - DP) conforme Parkai: €1999); e
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- PC3, em que a analise da curva caracteristiabida pelo operador (curva ROC) foi
utilizada tal como descrito por Jekel et al. (1989Crowther et al. (2001). Trata-se de uma
ferramenta para medir e especificar problemas serdpenho do teste diagnostico por permitir
estudar a variacéo da sensibilidade e especifieigada diferentes pontos de corte. E um gréafico
de sensibilidade (taxa de verdadeiros positivesustaxa de falsos positivos) onde a linha
diagonal corresponde a um teste positivo ou negatieatoriamente (Figura 3.13). A curva
permite evidenciar valores para os quais exist@mwimizacdo da sensibilidade em funcéo da
especificidade, isto é, o ponto em que esta maidrpa do canto superior esquerdo do diagrama,
uma vez que o indice de verdadeiros positivos & Hiefalsos positivos é zero (Margotto 2011).

O PC selecionado sera o que fornecer melhoresegatlar sensibilidade e especificidade.

100% 100% ———7———= Especificidade

Sensibiidade
Fufice ds positwos vardadeiros

0,2 =

i}

o n2 o4 [ER UM 1.0
Indsce da positivos falsos (1-especificidade)

Figura 3.13- Curva caracteristica recebida peloagimer — ROC (Adaptado de Margotto 2011)

3.8- Avaliagéo do desempenho do teste

Apés o estabelecimento do ponto de corte, foranliaa®s os seguintes parametros:
sensibilidade, especificidade, concordancia, limidle deteccdo e precisdo intraensaio
(repetitividade) e interensaio (reprodutibilidade).

Para a avaliacdo da sensibilidade, especificidadeoreeordancia, foram utilizadas
amostras pareadas de soro e SCPF obtidas da arpoptracional estudada, provenientes de
individuos reagentes e nado-reagentes cujas amafdraspro foram confirmadas pelos quatro
testes de diagnéstico empregados para deteccadiderpos anti-HCV e deteccdo simultanea de

antigeno do HCV e anticorpos anti-HCV. As amosteeggentes nos testes imunoenzimaticos
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foram submetidas ao teste de deteccao qualitatv@NA do HCV (Amplicor HCV 2.0, Roche
Diagnostics) para satisfazer o critério de casditnado do Ministério da Saude. Os resultados
obtidos no SCPF foram comparados com 0s resultiaoeespectivas amostras de soro.

3.8.1- Limite de deteccdo da amostra de SCPF

O limite de deteccdo (LD), segundo a Resolucdo 9%/08, corresponde a menor
concentracdo de um analito que o procedimentotmoationsiga diferenciar confiavelmente.

Para avaliar o limite de deteccdo do teste, anwsigasangue total reagentes para anti-
HCV e para deteccdo simultdnea de antigeno do H&Mieorpos anti-HCV foram diluidas no
fator 10 em sangue total ndo-reagente.

Para essa andlise, o SCPF foi obtido de duas falis&stas: sangue capilar por puncéo
digital coletado diretamente em papel de filtrcaagaie venoso obtido em tulbacutainersem
anticoagulante. Para a coleta do sangue capilemnf@plicadas trés gotas de sangue em cada
circulo e para o sangue obtido por puncdo venasamf aplicados 7hl de sangue em cada
circulo de 12,5 mm do papel com auxilio de micrefap

As duas amostras de SCPF foram cortadas e elwdé&sme o protocolo padronizado e,
em seguida, foram artificialmente infectadas conawamostra de soro reagente para anti-HCV
definida como controle de qualidade interno do LRNIEsta amostra apresenta valor de D.O.
para anti-HCV acima de 3,0 e foi diluida em conaadtes que variaram de 10! a 10°. Cada uma
das amostras foi testada com o método otimizada B&PF nos ensaios imunoenzimaticos
comerciais para detec¢do do anti-HCV dos fabricaiadim e DiaSorin e para deteccdo
silmutanea de antigeno do HCV e anticorpos anti-ii@\Bio-Rad e Abbott.

3.8.2- Precisdo da amostra de SCPF

O Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriaidinjcal and Laboratory Standards
Institute— CLSI) desenvolveu o documento EP5-A2 que dedieeisdo como uma concordancia
entre os resultados de medidas independentes solz@es estipuladas. A precisdo intraensaio
ou repetitividade de resultados corresponde a cdanocia entre resultados de sucessivas
medidas do mesmo analito, obtidos sob as mesmai;cdes de medida. A precisdo interensaio

ou reprodutibilidade de resultados consiste na @ol@ncia entre os resultados de sucessivas
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medidas do mesmo analito sob condi¢cdes de medidgaadas (ex. tempo, operador, calibrador,
reagentes e laboratorio).

Para avaliar a precisdo, a amostra de SCPF foapaeép da mesma forma como descrita
para o estudo do limite de deteccdo, mas usanc@asggangue venoso.

O CLSI EP05-A2 recomenda um estudo de precisdarpnglr com 0s materiais em ao
menos duas concentracdes em uma Unica corrida @oepRcatas. As medidas de variabilidade
(variancia - V, desvio-padrdo - DP e coeficiente védeiacdo - CV) podem indicar alguma
discrepancia frente ao esperado e necessidadgsisiesaantes de prosseguir o estudo. O DP
calculado, multiplicado por um fator de significeneFS (5,5 para 99,9 % de nivel de confianca)
fornece um valor que determina a diferenca maxintiee @s replicatas de cada corrida. Quando a
diferenca entre um par de dados for superior a\edte, estes sdo excluidos do experimento,
tendo o cuidado para néo rejeitar mais de 5% dailias.

Para o estudo preliminar foram preparadas duastemagagentes para anti-HCV com
concentracdes distintas, sendd aQpositiva forte e T0a positiva fraca. Em uma Unica corrida
foram realizadas 8 repeticbes para cada teste. @omesultados de densidade Optica obtidos
foram calculados: média, desvio-padréo, coeficiglgtevariacdo e a diferenca maxima entre as
replicatas de cada corrida através da multiplicatgidesvio-padrédo e o fator de significancia de
5,5 para 99,9 % de nivel de significancia.

Para o estudo de preciséo intraensaio ou repdstiel foram preparadas duas amostras
reagentes para anti-HCV com concentracdes distiséamlo 10a positiva forte e 0a positiva
fraca. Em uma Unica corrida foram realizadas 2@trefes para cada teste. Os testes foram
realizados de maneira idéntica, no mesmo equipamentn 0S Mesmos reagentes, mesmo lote e
pelo mesmo operador.

Para o estudo de precisdo interensaio ou repradiadi® foram preparadas duas amostras
reagentes para anti-HCV com concentracdes distiséasio 1ba positiva forte e 0a positiva
fraca. A cada dia foram realizadas 10 analise$izathp 20 repeticOes para cada teste. Os testes
foram realizados de maneira idéntica, no mesmopaqento, com 0S mesmos reagentes e
mesmo lote, porém, com operador e em dias difesente

Os resultados foram comparados aos pares, 0 poiroein o segundo, o terceiro com o
guarto, e assim sucessivamente até o Ultimo ppar@ue obteve diferenca superior a diferenca
maxima estabelecida no estudo preliminar atravéaudtplicacdo do DP e FS foi rejeitado até o

limite de 5% do total de amostras, ou seja, 1 pa2@ amostras.
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3.9- Estabilidade da amostra de sangue coletado grapel de filtro

A fim de avaliar a estabilidade do SCPF para acgétedos marcadores sorologicos para
o HCV, as amostras de SCPF previamente selecionadasadas e com valores de D.O.s
conhecidos foram armazenadas em temperatura amlfR2%C a 26°C), geladeira (2°C a 8°C) e
camara fria (-20°C).

Para este estudo, foram obtidas trés amostras BE &ativas e trés amostras de SCPF
ndo reativas para cada marcador avaliado (Oliveilendes, 2010). As amostras estocadas
foram testadas em duplicata em periodos de 7,846@ e 117 dias, e os resultados médios

foram analisados frente a perda percentual da otmag@o obtida no tempo um.

3.10- Andalise dos dados

Os dados demogréficos e os dados obtidos dosadssltdos ensaios imunoenzimaticos
foram codificados e digitados em um banco de dadado no programa Microsoft Excel XP. A
analise estatistica descritiva foi realizada comcutéd de médias, frequéncias e intervalos de
confianca (IC) de 95%.

Para a comparacdo de prevaléncias utilizou-se t® tgi-quadrado para amostras
independentes com correcao de Yates e, quandoreatopo teste exato de Fisher. As variaveis
quantitativas com distribuicdo normal (teste denkaorov-Smirnov) foram analisadas através
do teste t de Student (bicaudal). A correlacaceevdriaveis foi analisada através do coeficiente
de Spearman.

Nos testes de padronizacao utilizou-se a andlisau@ncia de fator inico para os valores
gue tinham distribuicdo normal e o pos-teste depawatdo multipla de Bonferroni. Quando os
testes ndo apresentavam distribuicdo normal, ailse 0 pos-teste ndo-parameétrico Kruskal-
Wallis e o teste de comparagédo multipla de Dunn.

Toda a analise estatistica, incluindo os calculseahsibilidade, especificidade, valores
preditivos e concordancia dos testes diagnostifmyam realizados usando-se 0s programas
GraphPad InStat® 3.01(GraphPad software, San Di€jf9, e MedCalc (version 9.2.1.0,
MedCalc Software, Bélgica). Um valor de p < 0,0Bcfinsiderado estatisticamente significante).



4- RESULTADOS

4.1-Amostra populacional

Durante o periodo de janeiro de 2009 a marco d® 206fam coletas 411 amostras
pareadas de soro e SCPF, obtidas de forma consgalei individuos procedentes do Servico de
Hemoterapia / HFSE, de um hospital privado de Peti® (RJ), do Ambulatério de Hepatites
Virais do LAHEP (IOC/Fiocruz) e do Ambulatério deagroenterologia do HUCFF / UFRJ,

como demonstra a figura 4.1.

E Ambulatério de
Hepatites Virais do
LAHEP (10C/Fiocruz)

M Servigo de Hemoterapia
/ HFSE

i Hospital Privado de
Petrdpolis (RJ)

H Ambulatério de
Gastroenterologia do
HUCFF / UFRJ

Figura 4.1- Distribui¢cdo dos locais de captacawalentarios para de coleta de amostra de soro &SCP

O percentual dos individuos incluidos no estudoespondeu a 56,2% do sexo feminino
e 43,8% do sexo masculino. Grande parte dos paatités apresenta idade entre 21 e 60 anos
(359/411), sendo esta distribuicdo pouco varidaslfaixas etarias de 21 a 30 anos, 31 a 40 anos,
41 a 50 anos e 51 a 60 anos (Tabela 4.1). A médidadle dos participantes foi de 40 anos (+ 14

anos).



48

Tabela 4.1- Distribuicdo da amostra populacion@idzsla de acordo com faixa etaria e sexo.

Faixa etéria (anos) Sexo feminino n(%) Sexo mascab n(%) Total n(%)

18——20 11(2,7) 11(2,7) 22 (5,4)
21—-30 62 (15,1) 45 (11,0) 107 (26,1)
31——140 49 (11,9) 40 (9,7) 89 (21,6)
41—50 52 (12,6) 37 (9,0) 89 (21,6)
51}——6C 43 (10,5) 31(7,5) 74 (18,0)
>61 14 (3,4) 16 (3,9) 30 (7,3)
Totaln (%) 231 (56,2) 180 (43,8) 411 (100)

n: nimero de pessoas

4.2- Padronizacao do tampéao de eluigédo

Para analise do tampéo de eluicdo foram avalia@aaniostras de SCPF, sendo que 5
eram reagentes e 5 nao-reagentes para todos oasdmeas para HCV nas amostras de soro. As
amostras de SCPF foram testadas em cinco difereamgses de eluicdo (T1, T2, T3, T4 e T5).
A média das densidades 6pticas fornecidas pela&8peetro de leitura vertical (450 nm e 620-
630 nm) foi usada para a comparacao ao fim do.teste

Ao andlisar o fator obtido através da razdo entreédia da D.O. das amostras reagentes e
nao-reagentes no teste do fabricante Radim obseevayue o tampao T5 apresentou maior
discrepancia (fator 31), ou seja, maior afastamentre os valores das amostras reagentes e nao-
reagentes, favorecendo uma caracterizacdo melhoredoltado. Esta diferenca nao foi
estatisticamente significante quando as amostragerntes = 0,8802) foram avaliadas
isoladamente, porém, foi extremamente significatpaa as amostras nao-reagentps<(
0,0001). Estabeleceu-se, entdo, o T5 como tampétuiddo do teste (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 — Médias de densidades Opticas obtielasggE HCV Ab (Radim) nas amostras de sangue adbeem

papel de filtro eluidas com diferentes tampdesanasstras de soro correspondentes.

Tipo de amostra| D.O. Média (nm) de amostras D.O.Média (hm) de Razé&o entre D.O.Média
ndo-reagentes amostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro 0,036 3,000 83
SCPF:
T1 0,206 2,570 12
T2 0,165 2,657 16
T3 0,124 2,610 21
T4 0,111 2,869 26
T5 0,086 2,697 31

Tampéo 1 (PBS pH 7.2); Tampao 2 (PBS/ Tween®20%)0Fampao 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sddica
0,005%); Tampéo 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) epanb (PBS/ BSA 0,5%). D.O., densidade optica.
p-valor: <0,0001(SCPF néao-reagente); 0,8802 (SCRgerge). SCPF, sangue coletado em papel de filtro.

Para o ensaio DiaSorin a andlise do fator obtidavés da razdo entre a média da D.O.
das amostras reagentes e ndo-reagentes revelautgopdo T1 apresentou melhor desempenho
(fator 49) em relagdo aos demais tampdes, um fatds proximo ao fator obtido com o soro

guando comparado ao Radim (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Médias de densidades 6pticas obtidlasgiE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) nas amostras degae

coletado em papel de filtro eluidas com diferetdespdes e as amostras de soro correspondentes.

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de D.O.Média (nm) de amostras Razéo entre D.O.Média
amostras nao-reagentes reagentes reagentes/nédo-reagentes
Soro 0,040 3,000 75
SCPF:
T1 0,038 1,848 49
T2 0,049 1,758 36
T3 0,046 2,054 45
T4 0,059 1,814 31
T5 0,048 1,648 35

Tampéao 1 (PBS pH 7.2); Tampéao 2 (PBS/ Tween®20%)0Fampéo 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Soédica
0,005%); Tampéo 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) edaorb (PBS/ BSA 0,5%). D.O., densidade 6ptica. SCPF
sangue coletado em papel de filtro.
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Apo6s a andlise do fator obtido através da razdce emtmédia de D.O. das amostras
reagentes e nao-reagentes no teste do fabricamtdrd®i, o tampaoT4 apresentou maior
discrepancia (fator 21) entre os resultados. Efteedica foi estatisticamente significante para as
amostras reagentep (= 0,0002). Para as amostras nao-reagentes naoe hdierenca
significativa entre os tampdes analisadps=(0,275). Neste caso, o T4 apresentou melhor

desempenho entre os tampdes de eluicdo (Tabela 4.4)

Tabela 4.4 — Médias de densidades ¢pticas obtidls FIE Monolisd” HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-rad) nas

amostras de sangue coletado em papel de filtrodaduicom diferentes tampdes e as amostras de soro

correspondentes.
Tipo de amostra D.O. Média (nm) de D.O.Média (nm) de amostras  Razao entre D.O.Média
amostras ndo-reagentes reagentes reagentes/nado-reagentes
Soro 0,040 1,932 48
SCPF:
T1 0,045 0,726 16
T2 0,048 0,729 15
T3 0,043 0,678 16
T4 0,041 0,871 21
T5 0,048 0,712 15

Tampéao 1 (PBS pH 7.2); Tampéao 2 (PBS/ Tween®20%)0Fampéo 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Soédica
0,005%); Tampdao 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) efanb (PBS/ BSA 0,5%).

p-valor: 0,275 (SCPF néo-reagente); 0,0002 (SCPgerga). D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangue doletm
papel de filtro.

Com base na analise do fator obtido através da rxzfie a média de D.O. das amostras
reagentes e nao-reagentes no teste do fabricariettAlos tampdes T4 e T5 apresentaram o
mesmo valor (fator 13) com a maior discrepanciarel@cdo aos demais tampdes. Na andlise
estatistica, tanto as amostras reagentes quanmagagentes apresentaram diferenca estatistica

significante, sendo, respectivamepte 0,0003 g < 0,0001 (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 — Médias de densidades 6pticas obtelasgdE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) nas astras

de sangue coletado em papel de filtro eluidas dferedtes tampdes e as amostras de soro corresgenade

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de D.O.Média (hm) de Razé&o entre D.O.Média
amostras ndo-reagentes amostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro 0,132 2,879 22
SCPF:
T1 0,225 1,533 7
T2 0,948 2,081
T3 0,160 1,449 9
T4 0,119 1,525 13
T5 0,115 1,453 13

Tampéo 1 (PBS pH 7.2); Tampao 2 (PBS/ Tween®20%)0Fampao 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sddica
0,005%); Tampéo 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) epaod (PBS/ BSA 0,5%).

p-valor: <0,0001 (SCPF nao-reagente); 0,0003 (S@Rageante). D.O., densidade o6ptica. SCPF, sangueadolem
papel de filtro.

Visto que ndo foi observado um consenso entre fesedies tampdes e, T4 e T5
apresentaram um melhor desempenho em dois dod®taliatro ensaios, foi implementado um
protocolo unico de eluicdo com a padronizacao op&m T5 (PBS/BSA 0,5%), pois este tampao
ja era utilizado em nosso laboratério para eluig@oamostras de SCPF no diagndéstico de

marcadores para hepatite B.

4.3-Padronizacéo do volume de amostra (eluato)

Para as analises do volume de amostra (eluato)luentk foram considerados o0s
resultados de densidade Optica fornecidos peloceépaetro de leitura vertical (450 nm e 620-
630 nm) ao fim do teste. Tais resultados foramiadas no pos-teste de comparacao multiplo de
Bonferroni para obtenc&o dos valoregpde

As tabelas 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9 relacionam os valorédios de densidade Optica obtidos no
painel de 10 amostras de SCPF avaliadas, de acond@ volume de eluato usado.

Apés a realizacao do teste HCV Ab (Radim) verifiseuque o volume de 10 pL de
SCPF e 200 pL de diluente apresentou maior diseogp@&ntre as médias das D.O.s reagentes e
ndo-reagentes. No entanto, a média de D.O. dastawnasagentes foi 2,9 vezes menor em

relacdo a média das D.O.s obtidas com o soro. Nizse, as amostras fracamente reativas



52

poderiam nao ser detectadas. O protocolo que femnegsultados mais eficientes foi aquele em
gue o volume de 110 pL de eluato foi usado no.t€stelume de eluato foi aumentado 11 vezes
em relacdo ao padrdo estipulado pelo fabricantgue corresponde aproximadamente a um
volume efetivo de soro de 2,1 (Tabela 4.6). p-valor foi significativo para amostras reagentes
(0,0235) e ndo houve diferenca significativa easemostras ndo-reagentes (0,0770) através do
teste de comparacdo multipla de Bonferroni.

Tabela 4.6 Médias de densidades épticas das amastigoro e sangue coletado em papel de filtraoiela com os
volumes de eluato e diluente usados no EIE HCVR&m(m, Itélia).

Volume de amostra Volume de D.O.Média (nm) de D.O.Média (hm) de Razédo entre D.O.Média
(ML) diluente (uL) | amostras ndo-reagentes amostras reagentes reagentes/ndo-reagentes
Soro
10 200 0,035 2,950 84,3
SCPF:
10 200 0,035 1,141 32,6
60 150 0,645 2,230 34
110 100 0,350 2,622 7,5
160 50 0,438 2,779 6,3
200 10 0,859 2,918 34

p-valor: 0,0770 (SCPF nao-reagente); 0,0235 (SChgerge). D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangueadol&m
papel de filtro.

Com base na analise da discrepancia entre as nda#id3.0.s das amostras reagentes e
nao-reagentes do fabricante DiaSorin, a amostra7éepL seria selecionado. No entanto, o
protocolo que forneceu resultados mais concordgiit@sela 4.7), além de apresentar uma boa
discrepancia entre as amostras reagentes e namntesgfoi de 200uL (volume aumentado em
10 vezes em comparacdo ao volume de soro).

Através do poés-teste de comparacdo multipla de danfi foi visto que os valores ge
foram significantes na comparacdo de medias dassil& amostras ndo-reagentes (0,0068).
Para as amostras reagentes ndo houve signifiosteiistica entre os resultados (0,9753).
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Tabela 4.7- Médias de densidades épticas das amatdrsoro e sangue coletado em papel de filtexdelo com

os volumes de eluato e diluente usados no EIE BB-HEVK-4 (DiaSorin, Italia).

Volume de amostra Volume de D.O.Média (nm) de D.O.Média (hm) de Raz&o entre D.O.Média
(uL) diluente (uL) | amostras ndo-reagentes amostras reagentes reagentes/ndo-reagentes
Soro
20 200 0,058 2,212 38,1
SCPF:
176 44 0,025 2,343 93,7
198 22 0,078 2,518 32,3
200 20 0,052 2,309 44,4
250 5 0,130 2,213 17,0

p-valor: 0,0068 (SCPF n&o-reagente); 0,9753 (SCBgergte). D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangueadoletm
papel de filtro.

A analise da discrepancia entre as medias das Rl&samostras reagentes e nao-
reagentes do fabricante Bio-Rad apresentou vafm@esmos entre si (Tabela 4.8). O protocolo
gue forneceu resultados 100% concordantes foi2®@eiL de amostra. O volume foi aumentado
em 4 vezes em comparagdo ao volume de soro, ooqressigonde a um volume de soro efetivo
de 3,8 pL.

Tabela 4.8- Médias de densidades épticas das amatdrsoro e sangue coletado em papel de filtexdelo com
os volumes de amostra e diluente usados no EIE kéaHbHCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad, Franca).

Volume de amostra D.O.Média (nm) de D.O.Média (nm) de amostras Razéo entre D.O.Média

(ML) amostras nao-reagentes reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro

50 0,044 1,842 41,9
SCPF

50 0,052 0,634 12,2

100 0,066 0,685 10,4

150 0,080 0,735 9,2

200 0,082 0,892 10,9

p-valor: 0,0378 (SCPF nao-reagente); 0,7906 (SChgerge). D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangueadol&m
papel de filtro.
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Através do pds-teste de comparacao multipla de é8anfi foi visto que os valores ge
foram significantes para as amostras nao-reag€d@378). J4 para as amostras reagentes nao
houve significancia estatistica entre os result§d0906).

Para o teste da Abbott, ndo houve diferenca dstatizente significativa entre as médias
de D.O.s reagentes e ndo-reagentes para os vollenamostra propostop € 0,9990 ep =
0,1354). Os volumes de 1@De 200ul de amostra apresentaram discrepancias entre @¢iasné
de D.O.s das amostras reagentes e nao-reagentds prdximas (fator: 15,3 e 14,2
respectivamente). No entanto, o protocolo de teste uso de 20Qul foi selecionado por
apresentar menos interferentes nas amostras ngentea com a média de absorbancia mais

baixa. O volume de amostra foi aumentado em 4 vemesomparacdo ao volume de soro
(Tabela 4.9).

Tabela 4.9- Médias de densidades 6pticas das amaltrsoro e sangue coletado em papel de filtexdelo com
os volumes de amostra e diluente usados no EIEXVH®/ Ag/Ab Combination (Abbott, Africa do Sul)

Volume de Volume de D.O.Média (hm) de  D.O.Média (hm) de Razéo entre D.O.Média
amostra (uL) diluente (uL)| amostras ndo-reagentes amostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro
50 50 0,133 2,781 20,9
SCPF
50 - 0,105 1,282 12,2
100 - 0,089 1,359 15,3
150 - 0,105 1,271 12,1
200 - 0,086 1,224 14,2

p-valor: 0,1354 (SCPF nao-reagente); 0,9990 (SChgerge). D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangueadol&m
papel de filtro.

4.4-Padronizacéo do tempo de incubacao

Nos quatro EIE comerciais foi avaliado o intervdétempo de incubacdo recomendado
pelo fabricante, assim como o dobro desse periederdpo e 18 a 24 horas de incubacgéo. Deste
modo, os tempos avaliados foram:

-HCV Ab (Radim): 45 minutos, 90 minutos e 18 a ?4ds (Tabela 4.10);

-ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin): 60 minutos, 120 minut@s18 a 24 horas (Tabela 4.11);



55

-Monolisa™ HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad): 90 minutos, 180 minutes18 a 24 horas

(Tabela 4.12);

-Murex HCV Ag/Ab CombinationAbbott): 60 minutos, 120 minutos e 18 a 24 horas

(Tabela 4.13).

Tabela 4.10- Médias de densidades Opticas das m@mak soro e sangue coletado em papel de filtewdelo com

o tempo de incubagdo da amostra no EIE HCV Ab (Ratalia).

Amostra Tempo de D.O.Média (hm) de D.O.Média (nm) de Razéao entre D.O.Média
incubagéao amostras ndo-reagentesamostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro 45 minutos 0,036 3,000 83,3
SCPF 45 minutos 0,125 2,467 19,7
SCPF 90 minutos 0,156 2,478 15,6
SCPF 18-24 horas 0,155 2,736 17,6

D.0., densidade éptica. SCPF, sangue coletado pat ga filtro.

Tabela 4.11- Médias de densidades Opticas das m®akt soro e sangue coletado em papel de filtaxdelo com

o tempo de incubacgéo da amostra no EIE HCV ETI-ABvYK-4 (DiaSorin ltalia).

Amostra Tempo de D.O.Média (hm)de D.O.Média (nm) de Razdao entre D.O.Média
incubagao amostras nao-reagentesamostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro 60 minutos 0,058 2,212 38,1
SCPF 60 minutos 0,052 2,309 44,4
SCPF 120 minutos 0,091 2,504 27,5
SCPF 18-24 horas NR* NR* -

*NR — Nao realizado. D.O., densidade 6ptica. SGRARgue coletado em papel de filtro.

Tabela 4.12- Médias de densidades Opticas das m@wak soro e sangue coletado em papel de filtewdelo com
o tempo de incubac&o da amostra no EIE MonBlistCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad, Franca).

Amostra Tempo de D.O.Média (hm) de D.O.Média (nm) de Razé&o entre D.O.Média
incubagao amostras ndo-reagentesamostras reagentes  reagentes/nao-reagentes
Soro 90 minutos 0,044 1,842 41,9
SCPF 90 minutos 0,082 0,892 10,9
SCPF 180 minutos 0,129 1,192 9,2
SCPF 18-24 horas NR* NR* -

*NR — Nao realizado. D.O., densidade 6ptica. SGRRgue coletado em papel de filtro.
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Tabela 4.13- Médias de densidades épticas das m@malksts amostras de soro e sangue coletado emdesfileio de

acordo com o tempo de incubacg&o da amostra no EHENHCV Ag/Ab Combination (Abbott, Africa do Sul).

Amostra Tempo de D.O.Média (hm) de D.O.Média (hm) de Razé&o entre D.O.Média
incubagéao amostras ndo-reagentesamostras reagentes  reagentes/nao-reagentes
Soro 60 minutos 0,133 2,781 20,9
SCPF 60 minutos 0,105 1,271 12,1
SCPF 120 minutos 0,142 1,462 10,3
SCPF 18-24 horas 0,160 1,035 6,5

D.O., densidade 6ptica. SCPF, sangue coletado pai ga filtro.

Como se pode observar ndo houve influéncia nostadss finais das amostras analisadas
a partir do aumento do tempo de incubacéo, indegeadio teste imunoenzimatico usado, tendo
o tempo indicado pelo fabricante escolhido comod@ag@ara o ensaio com amostras de SCPF.

O aumento do tempo de incubacé&o representou ummaoim@porcional de interferentes,
resultando em falsos positivos. Por esse motivéestes com incubacdo de 18 a 24 horas foram

realizados apenas para os dois primeiros ensasoguatro presentes no estudo.

4.5- Padronizacéo do volume de conjugado

A andlise comparativa dos resultados dos testéiza#@as para os EIE comerciais usados
com diferentes volumes de conjugado demonstrolhager diferencas consideraveis nos valores
médios de densidade Optica. Ja para o teste d&&londo foi realizada a andlise porque o
volume de reagente presente no EIE era insuficpgent o estudo.

Neste caso, foi descartada a hipotese da necessiigadariagdo desse componente do
teste. As tabelas 4.14, 4.15 e 4.16 demonstranaloseg médios e as concentracdes analisadas

em cada teste comercial estudado.
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Tabela 4.14- Médias de densidades Opticas das m@mak soro e sangue coletado em papel de filtexwdelo com

o volume de conjugado usado no EIE HCV Ab (Radtélid).

Tipo de Volume de D.O.Média (hm)de D.O.Média (nm) de Razé&o entre D.O.Média

amostra conjugado (uL) | amostras ndo-reagentesamostras reagentes  reagentes/nao-reagentes
Soro 100 0,036 2,950 81,9

SCPF 100 0,207 2,205 10,6

SCPF 150 0,189 2,189 11,6

SCPF 200 0,125 2,230 17,8

SCPF 250 0,117 2,316 19,8

p-valor das amostras nao-reagentes: 0,0p8&lor das amostras reagentes: 0,9972. D.O., dafsidptica. SCPF,
sangue coletado em papel de filtro.

Tabela 4.15- Médias de densidades Opticas das mmak soro e sangue coletado em papel de filtexwdelo com

o volume de conjugado usado no EIE HCV ETI-AB-HCYKPiaSorin, Italia).

Tipo de Volume de D.O.Média (hm)de D.O.Média (nm) de Razdao entre D.O.Média

amostra conjugado (uL) | amostras ndo-reagentesamostras reagentes reagentes/nao-reagentes
Soro 100 0,058 2,212 38,1

SCPF 100 0,116 2,300 19,8

SCPF 150 0,118 2,372 20,1

SCPF 200 0,085 2,167 25,5

SCPF 250 0,082 2,310 28,2

p-valor das amostras ndo-reagentes: 0,pM&lor das amostras reagentes: 0,9921. D.O., datesidptica. SCPF,
sangue coletado em papel de filtro.

Tabela 4.16- Médias de densidades Opticas das m@mak soro e sangue coletado em papel de filtewdelo com
o volume de conjugado usado no EIE Murex HCV Ag@dmbination (Abbott, Africa do Sul).

Tipo de Volume de D.O.Média (hm)de D.O.Média (nm) de Razdao entre D.O.Média

amostra conjugado (uL) amostras ndo-reagentesamostras reagentes  reagentes/nao-reagentes
Soro 120 0,133 2,781 20,9

SCPF 120 0,195 1,647 8,4

SCPF 150 0,387 1,581 4,1

SCPF 200 0,119 1,330 11,2

SCPF 250 0,147 1,385 9,4

p-valor das amostras ndo-reagentes: 0,0p4/Blor das amostras reagentes: 0,9768. D.O., desidptica. SCPF,
sangue coletado em papel de filtro.
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4.6- Célculo do ponto de corte

Para esta andlise, foram incluidas quantidadesedifss de amostras reagentes e nao-
reagentes para os marcadores avaliados em viraudeeckssidade de exclusdo dos resultados
inconclusivos para este tipo de andlise. A quadédde amostras reagentes/ndo-reagentes para
soro foram, respectivamente, 40/371 para o EIE ooalela Radim, 45/360 para o da DiaSorin,
40/353 para o da Bio-Rad e 38/345 para o da Ablotiimero de testes para cada marcador
variou devido a necessidade de excluir os resudtaumnclusivos nas amostras de soro para o
calculo do PC.

No teste imunoenzimatico do fabricante Radim @)afoi obtido um valor médio de
ponto de corte (PC1) de 0,347 fornecido atravésattnulo indicado pelo fabricante, que consiste
na média dos controles negativos acrescido de @&39 + 0,350). O valor calculado a partir da
média dos valores de D.O. das amostras de SCPRé&sporrdentes as amostras de soro negativas
no teste acrescido de trés desvios padréo (PC2)efdi,351. O calculo da curva ROC (PC3)
forneceu um valor de 0,284 (Tabela 4.17).

No EIE do fabricante DiaSorin (Italia) o PC1 foladado considerando o ponto de corte
do fabricante como a média dos controles negatieosscido de 0,500 (xCN + 0,500), cujo valor
obtido foi de 0,592. Os célculos de PC2 e PC3 fomaspectivamente, 0,648 e 1,345 (Tabela
4.17).

No EIE do fabricante Bio-Rad, o PCL1 foi calculadmsiderando o ponto de corte do
fabricante como a média dos controles positivoglidio por quatro (XCP = 4), cujo valor obtido
foi de 0,362. Os calculos de PC2 e PC3 foram, otisjpenente, 0,503 e 0,287 (Tabela 4.17).

No EIE do fabricante Abbott, o PC1 foi calculadmsiderando o ponto de corte do
fabricante como a média dos controles negativassaitto de 0,200 (XCN + 0,200), cujo valor
obtido foi de 0,424. Os célculos de PC2 e PC3 foraspectivamente, 0,524 e 0,239 (Tabela
4.17).
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Tabela 4.17- Resultados dos valores de ponto de obtidos nos ensaios imunoenzimaticos comerciais

anti-HCV dos fabricantes Radim e DiaSorin e HCVAg-dos fabricantes Bio-Rad e Abbott.

EIE PC1 PC2 PC3

Radim 0,347 0,351 0,284
DiaSorin 0,592 0,648 1,345
Bio-Rad 0,362 0,503 0,287
Abbott 0,424 0,524 0,239

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecidavéis do célculo indicado pelo fabricante, sendarkRad
(XCN + 0,350), DiaSorin (xCN + 0,500) (xCN + 0,50B)o-Rad (XCP + 4) e Abbott (xCN + 0,200).

PC2: média dos valores de DO das amostras de S@R¥#sgondentes as amostras de soro negativas no
teste acrescido de trés desvios padrao.

PC3: célculo da curva ROC.

PC, ponto de corte; EIE, ensaios imunoenzimaticos.

A partir das andlises estatisticas foram calculadgs valores de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negaé o valor d&kappacomo parametros para
analise do ponto de corte e do desempenho dodestenstrados nas tabelas 4.18, 4.19, 4.20 e
4.21.

Para o fabricante Radim (Tabela 4.18), PC1, PC®dpresentaram os mesmos valores
de sensibilidade, especificidade e valores premfifino entanto, a concordancia foi maior em
PC1 e PC2. Como a diferenca entre PC1 e PC2 ndiepicsentativa, o PC1 (0,347) foi adotado

como padrao para o teste.
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Tabela 4.18- Valores padrées da qualidade do segidHCV em SCPF pelo EIE HCV Ab (Radim) de acocdm

os diferentes pontos de corte calculados.

Método Valorde  Sensibilidade Especificidade VPP* VPN* Concordancia
corte (nm) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (kappd
PC1 0,347 97,50% 99,46% 95,12% 99,73% 0,959
(86,84-99,94)  (98,07-99,93) (83,47-99,40) (98,50-99,99) (0,913-1)
PC2 0,351 97,50% 99,46% 95,12% 99,73% 0,959
(86,84-99,94) (98,07-99,93) (83,47-99,40) (98,50-99,99) (0,913-1)
PC3 0,284 97,50% 99,46% 95,12% 99,73% 0,946
(86,8-99,9) (98,1-99,9) (83,47-99,40) (98,50-99,99) (0,893-0,999)

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecido aavés do célculo indicado pelo fabricante, sendo Rl
(XCN + 0,350), DiaSorin (XxCN + 0,500), Bio-Rad (xCP 4) e Abbott (xCN + 0,200)PC2: média dos valores de
DO das amostras de SCPF correspondentes as anmisstsaso negativas no teste acrescido de trésadegairao;
PC3: calculo da curva ROC.

*Prevaléncia: 9,73% (7,04-13,02); quando prevalEnt¥s; PC1, PC2 e PC3 - VPP: 64,59%; VPN: 99,97%.

Para o fabricante DiaSorin (Tabela 4.19), PC1, RCRC3 apresentaram 0S mesmos
valores de sensibilidade, no entanto, valores deecdgidade, os valores preditivos e

concordancia foram maiores em PC3 (com o calcultudaROQ (Figura 4.2).

Tabela 4.19- Valores padrfes da qualidade do tegteHCV em SCPF pelo EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSoridg

acordo com os diferentes pontos de corte calculados

Método Valorde  Sensibilidade Especificidade VPP* VPN* Concordancia

corte (nm) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (kappa

PC1 0,592 88,89% 96,12% 74,07% 98,58% 0,782
(75,95-96,29) (93,58-97,86) (60,35-85,04) (96,72-99,54) (0,687-0,876)

PC2 0,648 88,89% 96,40% 75,47% 98,58% 0,791
(75,95-96,29)  (93,92-98,07) (61,72-86,24) (96,73-99,54) (0,698-0,884)

PC3 1,345 88,89% 98,89% 90,89% 98,61% 0,875
(75,9-96,3) (97,2-99,7) - - (0,799-0,951)

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecidavais do calculo indicado pelo fabricante, senddR&ICN +
0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP + 4pbbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de @3
amostras de SCPF correspondentes as amostrasodeeg@tivas no teste acrescido de trés desviosigaBC3:
calculo da curva ROC

*Prevaléncia: 11,08% (8,20-14,55); quando preva&nt%; PC1 - VPP: 18,79%; VPN: 99,88%; PC2 - VPP:
19,96%; VPN: 99,88%; PC3 - VPP: 44,71%; VPN: 99,89%
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Figura 4.2- Gréfico obtido pela curiRDCpara o teste anti-HCV (DiaSorin, Italia)

Comparacado de valores de densidade 6ptica dasrasiast sangue coletado em papel de filtro e seus
resultados correspondentes com as de soro. O @galponto de corte obtido por esse critério foi (813 nm, e
sensibilidade e especificidade de 88,9% e 98,98pectivamente.

Para o fabricante Bio-Rad (Tabela 4.20), o PC3ayés do céalculo da cun®@OQ
apresentou os melhores valores de sensibilidadpeciéisidade, valores preditivos e
concordancia (Figura 4.3).

Tabela 4.20- Valores padrdes da qualidade do t¢§t¢Ag-Ac em SCPF pelo EIE Monoli84 HCV Ag-Ab

ULTRA (Bio-Rad) de acordo com os diferentes pomtesorte calculados.

Método Valorde  Sensibilidade Especificidade VPP* VPN* Concordancia
corte (nm) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (kappd
PC1 0,362 92,68% 100% 100% 99,16% 0,958
(80,08-98,46) (98,96-100) (90,75-100)  (97,56-99,83) (0,910-1)
PC2 0,503 87,80% 100% 100% 98,60% 0,928
(73,80-95,92) (98,96-100) (90,26-100)  (96,77-99,54) (0,866-0,991)
PC3 0,287 95,12% 100% 100% 99,95% 0,959
(83,5-99,4) (99,0-100) (90,75-100) - (0,912-1)

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecidavaits do célculo indicado pelo fabricante, senddrR&ICN +
0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP =+ 4pbbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de @3
amostras de SCPF correspondentes as amostrasodeeg@mtivas no teste acrescido de trés desviosi@dRiC3:
calculo da curva ROC

*Prevaléncia: 10,41% (7,57-13,85); quando prevatérid; PC1 - VPP: 100%; VPN: 99,93%; PC2 - VPRO%0
VPN: 99,88%; PC3 - VPP: 100%; VPN: 99,95%.
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Figura 4.3- Grafico obtido pela curiRDCpara o teste HCV AgAc (Bio-Rad, Franc¢a)
Comparacdo de valores de densidade 6ptica das ramal sangue coletado em papel de filtro e seus
resultados correspondentes com as de soro. O @galponto de corte obtido por esse critério foi (#8D nm, e

sensibilidade e especificidade de 95,1% e 100%erdivamente.

Para o fabricante Abbott (Tabela 4.21), o PC2 &miothido por ter maior concordancia
entre os resultados (0,838), maior especificidadal@es preditivos, contudo, observou-se uma

reducdo na taxa de sensibilidade (78,05%).

Tabela 4.21- Valores padrdes da qualidade do td€l¥ Ag-Ac em SCPF pelo EIE Murex HCV Ag/Ab

Combination (Abbott) de acordo com os diferentest@®de corte calculados.

Método Valorde  Sensibilidade Especificidade VPP* VPN* Concordancia

corte (nm) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (kappd

PC1 0,424 80,49% 98,85% 89,19% 97,73% 0,829
(65,13-91,18) (97,09-99,69) (74,58-96,97) (95,58-99,02) (0,735-0,923)

PC2 0,524 78,05% 99,43% 94,12% 97,47% 0,838
(62,39-89,44) (97,95-99,93) (80,32-99,28) (95,26-98,84) (0,744-0,931)

PC3 0,239 95,12% 95,99% 73,58% 99,41% 0,797
(83,5-99,4) (93,4-97,8) - - (0,704-0,890)

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecidavats do célculo indicado pelo fabricante, senddrR&ICN +
0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP + 4Akbott (xCN + 0,200)PC2: média dos valores de DO das
amostras de SCPF correspondentes as amostras desoegativas no teste acrescido de trés desvios paolr

PC3: calculo da curva ROC.
*Prevaléncia: 10,51% (7,57-13,85); quando prevaiéEnt%; PC1 - VPP: 41,42%; VPN: 99,80%; PC2 - VPP:

58,04%; VPN: 99,78%; PC3 - VPP: 19,33%; VPN: 99,95%
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4.7- Desempenho do teste

Apés analise do ponto de corte, os melhores remdtao desempenho de cada teste

foram compilados na tabela 4.22.

Tabela 4.22- Valores dos padrdes de qualidadeasbtids testes anti-HCV e HCV Ag-Ac em amostras@ers

EIE Radim DiaSorin Bio-Rad Abbott
Sensibilidade 97,50% 88,89% 95,12% 78,05%
Especificidade 99,46% 98,89% 100% 99,43%
Concordanci&appa 0,959 0,875 0,959 0,838
NUmero de amostras falso positivas 2 5 1 2
Numero de amostras falso negativas 1 5 2 9

No EIE HCV Ab (Radim) foi detectado como reagentetotal de 41 amostras de SCPF
e nas demais 370 foram obtidos resultados nao+resgypara anticorpos anti-HCV. No EIE ETI-
AB-HCVK-4 (DiaSorin), o total de amostras reagentkes SCPF é de 45, enquanto as 361
amostras restantes foram n&do-reagentes. No EIE Ialtb HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad)
foram consideradas como reagentes 40 amostras BE& 8Qas 354 restantes foram obtidos
resultados ndo-reagentes para o antigeno e o gtienti-HCV. No EIE Murex HCV Ag/Ab
Combination(Abbott), as amostras reagentes de SCPF foram 2jarto as 356 amostras
restantes foram ndo-reagentes. Na figura 4.4 el@onstrados os resultados comparativos das

amostras pareadas de soro e SCPF.



64

400 370351
350
300
250
200
150
100

50

354 356

SORO

W DBS

NUMERO DE AMOSTRAS

TESTES REAGENTES (+) E NAO REAGENTES (-)

Figura 4.4- Comparativo dos resultados obtidoseem¢ramostras de soro e SCPF nos testes EIE HCV Ab
(Radim) e EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) para o madm anti-HCV, e EIE Monolisa' HCV Ag-Ab ULTRA

(Bio-Rad) e EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbofijra o marcador antigeno e anticorpo anti-HCV.

4.8- Avaliacéo do limite de deteccéo

Na avaliacdo do limite de deteccéo, verificamos fgu@ossivel obter reatividade para o
anti-HCV até a diluicdo de 1:1@os dois testes avaliados (Radim e DiaSorin)re paCV Ag-
Ac até a diluicdo de 1:f@onforme pode ser observado nas figuras 4.5,4476e 4.8. Além
disso, ndo houve diferenca para deteccdo de gmvie@nti-HCV e antigeno e anticorpos anti-
HCV em relacdo ao tipo de coleta [sangue capilarppmcéo digital coletado diretamente em
papel de filtro (SCPF) e sangue venoso obtido dracutainersem anticoagulante].

O resultado dos valores do ponto de corte foi olgpielo célculo indicado na bula de cada
fabricante dos testes.
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Figura 4.5- Resultado do teste de limite de deteogdEIE HCV Ab (Radim)
Valores de densidade éptica para cada diluicdoreastas de sangue capilar (SC) e sangue venosac@tadas
em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido péllculo indicado na bula do fabricante igual &0r8n.
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Figura 4.6- Resultado do teste de limite de detengdEIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin)
Valores de densidade éptica para cada diluicdoreastas de sangue capilar (SC) e sangue venosac@tadas
em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido péliculo indicado na bula do fabricante igual &@r6n.
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Figura 4.7- Resultado do teste de limite de detengdEIE Monolisd" HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad)
Valores de densidade éptica para cada diluicdoreastas de sangue capilar (SC) e sangue venosac@tadas
em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido péliculo indicado na bula do fabricante igual 26¢8n.
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Figura 4.8- Resultado do teste de limite de detengdEIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott)
Valores de densidade 6Optica para cada diluicdoreasimas de sangue capilar (SC) e sangue venosa(tadas
em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido péliculo indicado na bula do fabricante igual 2@r8n.

4.9- Avaliacao da precisao da amostra de SCPF

Para o estudo preliminar foram preparadas duas teamosagentes para HCV com

concentracdes distintas, sendd &aQpositiva forte e T0a positiva fraca. Em uma Unica corrida
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foram realizadas 8 repeticdes para cada teste. @onesultados de densidade Optica obtidos
foram calculados: média, desvio-padrao, coeficieigtevariacdo e diferenca maxima entre as
replicatas de cada corrida através da multiplicatgidesvio-padréo e o fator de significancia de

5,5 para 99,9 % de nivel de significancia confoexgosto nas tabelas 4.23 e 4.24.

Tabela 4.23: Valores de precisdo do estudo predimiom 8 replicatas da amostra de concentraci¢ptsitivo

forte).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCV Ag-Ac HCV Ag-Ac
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média 3,000 3,000 2,417 2,838
DP 0,000 0,000 0,100 0,335
Cv 0,000 0,000 0,041 0,118

DP x FS 0,000 0,000 0,550 1,843

DP - desvio-padrdo; CV — coeficiente de variacd®; +fator de significancia (5,5 para 99,9 % de Inde

confianga).

Tabela 4.24: Valores de precisdo do estudo prefimiom 8 replicatas da amostra de concentraci@pasitivo

fraco).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCV Ag-Ac HCV Ag-Ac
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média 1,061 2,750 0,633 0,508
DP 0,054 0,132 0,049 0,038
Cv 0,051 0,048 0,077 0,074

DP x FS 0,297 0,726 0,269 0,209

DP - desvio-padrdo; CV — coeficiente de variacad®; +fator de significancia (5,5 para 99,9 % de Intle

confianga).

O estudo de precisdo intraensaio (repetitividadaplgis) foi realizado com vinte
repeticdes no mesmo dia e pelo mesmo operadoresdfiados foram comparados aos pares, 0
primeiro com o segundo, o terceiro e 0 quarto,smasucessivamente até o ultimo par. O par

gue obteve diferenca superior a diferenca maxinebekecida no estudo preliminar através da
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multiplicacdo do DP e FS foi rejeitado até o limde5 % do total de amostras, ou seja, 1 par em
20 amostras. Para as amostras de concentra¢fo fte anti-HCV DiaSorin teve cinco pares
com diferenca superior a zero, mas apenas um paracmaior diferenca foi excluido (5% do
total). Os outros testes ndo tiveram amostras fbadu Para as amostras de concentrac&o 10
houve a necessidade de rejeicdo de apenas um ipadifeyenca superior a 0,209 para o teste
HCV Ag-Ac da Abbott, os demais ndo se enquadranekiencritério. Posteriormente, foram
calculados: a média, desvio-padrdo e coeficientgadiacdo do estudo (Tabelas 4.25 e 4.26).
Conforme o modelo descrito no EP05-A2 para critétinico, o nivel de imprecisdo aceitavel
determinado frente ao erro total & de até 25%seguindo a recomendacdo da ANVISA, deve
ser menor que 15 % na mesma corrida analitica. STodaestes analisados apresentaram erro
total inferior a 25% para as amostras de conceiurdg e 16, mas o teste anti-HCV da

DiaSorin obteve variacédo superior a 15% (16,7% panostra positiva forte.

Tabela 4.25: Avaliagéo do estudo de precisdo ing@ie com 20 replicatas da amostra de SCPF coneotracéo

de 10 (positivo forte).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCVAgADb HCVAgADb
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média D.O. 3,000 2,692 2,136 3,000
DP 0,000 0,448 0,059 0,000
CV% 0 16,7 2,8 0

DP - desvio-padréo; CV - coeficiente de variagéo.

Tabela 4.26: Avaliagdo do estudo de preciséo ing@e com 20 replicatas da amostra de SCPF conmeotracéo

de 16 (positivo fraco).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCVAgADb HCVAgQADb
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média 1,176 1,637 0,453 0,466
DP 0,075 0,116 0,023 0,016
CV% 6,4 7,1 50 3,5

DP — desvio-padréo; CV — coeficiente de variagéo.
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O estudo de precisdo interensaio (reprodutibilidaiheples) foi realizado com vinte
repeticbes divididas em dois dias com diferentesyagjores. A analise foi realizada de forma
igual & repetitividade simples. Para as amostrasateentracdo 0 o teste anti-HCV da
DiaSorin e 0 HCV Ag-Ac da Abbott tiveram um parrdsultados excluidos com diferenca maior
gue zero e 1,843, respectivamente. Os outros tediediveram amostras excluidas. Para as
amostras de concentracdo’ 1Bouve a necessidade de rejeicdo de resultadsgerPomente,
foram calculados: média, desvio-padrdo e coefieietd variacdo do estudo (Tabelas 4.27 e
4.28). Conforme o modelo descrito no EP05-A2 pargero clinico, o nivel de imprecisdo
aceitavel determinado frente ao erro total é de2&t&o, ou, seguindo a recomendacdo da
ANVISA, deve ser menor que 15 % na mesma corridditasa. Todos os testes analisados
apresentaram erro total inferior a 25% e 15% pararaostras de concentracdc® 016,

respectivamente.

Tabela 4.27: Avaliagéo do estudo de preciséo insaie com 20 replicatas da amostra de SCPF coneotracéo

de 10 (positivo forte).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCVAgADb HCVAgQADb
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média D.O. 3,000 2,208 2,259 2,832
DP 0,000 0,082 0,090 0,189
CV% 0 3,7 4,0 6,7

DP - desvio-padréo; CV - coeficiente de variagéo.

Tabela 4.28: Avaliagdo do estudo de precisdo insaie -reprodutibilidade- com 20 replicatas da amode SCPF

com concentracéo de ¥(@ositivo fraco).

Teste Anti-HCV Radim Anti-HCV HCVAgADb HCVAgQADb
DiaSorin Bio-Rad Abbott
Estimativa

do parametro

Média 0,913 1,353 0,507 0,423
DP 0,063 0,104 0,070 0,020
CV% 6,9 7,6 13,8 4,7

DP — desvio-padréo; CV — coeficiente de variagéo.
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4.10- Estabilidade da amostra de SCPF

A andlise comparativa dos resultados dos testdizadas para os EIE comerciais
submetidos a diferentes intervalos de tempo (7, 2B4, 60, 117 dias) e temperaturas de
armazenamento (T1: 2-8°C; T2: 22-26°C; T3: -20°@mahstrou ndo haver diferencas
consideraveis nos valores de D.O. obtidos nas ¢dasliavaliadas.

As amostras reagentes representadas nas figurad.419 4.13 e 4.15 mantiveram-se
estaveis a temperatura de -20°C e a 2-8°C. No tentdtouve um pequeno declinio
estatisticamente nédo significante de D.O. a tenypexraambiente (T2) para os testes Bio-Rad e
Abbott.

Para as amostras ndo-reagentes cada fabricanseigoe um desempenho diferente. No
teste da Radim (Figura 4.10), os valores de D.O.apfiesentaram alteracdes significativas. No
teste da DiaSorin (Figura 4.12), os resultados @ Bbram heterogéneos, com elevacédo nos 14°
e 117° dias para todas as temperaturas de armazetoafn < 0,0001). No teste da Bio-Rad
(Figura 4.14), houve aumento dos valores de D.OT&n(2-8°C) a partir do 60° dia, mas as
amostras mantiveram-se estaveis nas demais cordgoeeste da Abbott (Figura 4.16), houve
aumento dos valores de D.O. para T1 e T3 a pantit1d° p < 0,0001). No entanto, para T2

(temperatura ambiente), os resultados apresentaranelevacao constante ao passar dos dias.
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Figura 4.9- Resultado do teste de estabilidaderdest@as reagentes de SCPF submetidas a perioeioperaturas
de armazenamento diversas no EIE do fabricanterR@tdilia).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,354nm.
p-valor: 0,5513
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Figura 4.10- Resultado do teste de estabilidademdestras ndo-reagentes de SCPF submetidas a pseeiodo
temperaturas de armazenamento diversas no Elbbdogate Radim (Itélia).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,354nm.
p-valor: 0,2830
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Figura 4.11- Resultado do teste de estabilidadentestras reagentes de SCPF submetidas a peritefoperaturas
de armazenamento diversas no EIE do fabricantedtirm@talia).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iad@na bula do fabricante igual a 0,646nm.
p-valor < 0,0001
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Figura 4.12- Resultado do teste de estabilidadmmisstras ndo-reagentes de SCPF submetidas a fseeiodo
temperaturas de armazenamento diversas no ElEbdodate DiaSorin (Italia).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,646nm.
p-valor < 0,0001
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Figura 4.13- Resultado do teste de estabilidademdEstras reagentes de SCPF submetidas a peritetoperaturas
de armazenamento diversas no EIE do fabricantdRBb{Franca).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,340nm.
p-valor: 0,9818
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Figura 4.14- Resultado do teste de estabilidadmmi®stras ndo-reagentes de SCPF submetidas a fseeiodo
temperaturas de armazenamento diversas no Elbbdodate Bio-Rad (Franca).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,340nm.
p-valor: 0,2977
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Figura 4.15- Resultado do teste de estabilidadendestras reagentes de SCPF submetidas a peritefoperaturas
de armazenamento diversas no EIE do fabricante tAbisica do Sul).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,375nm.
p-valor: 0,9820
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Figura 4.16- Resultado do teste de estabilidademdestras ndo-reagentes de SCPF submetidas a fseeiodo
temperaturas de armazenamento diversas no ElEbdodate Abbott (Africa do Sul).
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo calculo iadana bula do fabricante igual a 0,375nm.
p-valor < 0,0001



5- DISCUSSAO

Os estudos com SCPF iniciaram-se na década de 6@am-natos para deteccdo de
fenilcetonuria (Guthrie e Suzi 1963) Posteriormenteiso de amostras de sangue coletado em
papel de filtro (SCPF) como espécime alternativea pdeteccdo de marcadores de diversas
doencas infecciosas ja foi demonstrado em variagles (Villa et al. 1981; Gil et al. 1997;
Tappin et al. 1998; Abe e Konomi 1998; Parker e i€ut®99; De Almeida et al. 1999;
McCarron et al. 1999; Mercarder et al. 2006; Castral. 2008; Fachiroh et al. 2008; Desbois et
al. 2009; Villar et al. 2011). Esse método de eofet apresenta como uma alternativa a coleta de
sangue, pois € menos oneroso, NAo necessita g exgpecializada, € mais seguro e a amostra é
mais facilmente de ser transportada e armazenadaipalmente quando sdo estudos realizados
estudos em populagdes distantes de laboratériogtvidi 2001).

No presente estudo, o sangue coletado por pungditarcau, alternativamente, por
puncdo venosa, foi dispensado em papel de filtrcatitan 903 Rrotein Saver Card na
guantidade aproximada de & por circulo de 12 mm de didmetro e a secagena fait
temperatura ambiente por aproximadamente 3 a 4 l(aralreotti et al. 2010). O uso desse papel
de filtro foi descrito em diversos trabalhos cigobis para utilizacdo em teste diagndsticos para
doencas como a infeccdo pelo HIV/Aids, rubéolapptxsmose, dentre outras (Patton et al.
2008; Madi, et al. 2010). No estudo realizado pachiroh et al. (2008), dois tipos de papel de
filtro (“Guthrie card” [S&S] n° 903 e Whatman n° igram comparados para a deteccao de
anticorpos 1gG contra o virugpstein Barr tem sido observados valores superiores de
sensibilidade e especificidade do teste com o agmagel de filtro S&S em comparacéao ao papel
Whatman n° 1. Em nosso estudo, ndo foi realizadangparagcédo entre os diferentes papéis de
filtro, o que poderia explicar, em parte, diferen@ncontradas nas taxas de sensibilidade e
especificidade.

E possivel detectar anticorpos (IgM e IgG) contrddG6V em amostras de SCPF,
conforme verificamos, porém, sdo necessarias neagifies em alguns parametros de realizacao

dos ensaios. Também foi possivel detectar antigeanficorpo contra o HCV
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usando testes de detecgdo simutanea em amostr&CHRE, apos adaptacdo do protocolo
estabelecido pelo fabricante para testagem em eamode soro ou plasma. Inicialmente, o
tamanho do papel e o tampéo de eluicdo foram dietedas, onde circulos de 3 mm de diametro
(McCarron et al. 1999; Costa et al. 2000) foranidels por 18 a 24 horas em tampao PBS/BSA
0,5%. Com o uso deste tampéao foram obtidos vatied30/CO mais proximos daqueles obtidos
com as amostras de soro. Neto et al. (2004), Lirel. €2007) e Villar et al. (2011) também
utilizaram o tampédo PBS/BSA 0,5% para eluicdo destras de SCPF em testes para deteccao
de doencas infecciosas congénitas em recéem-naogue e hepatite B, respectivamente. Neto et
al. (2004) obtiveram 100% de sensibilidade ao eggreo tampdo PBS/BSA 0,5%.
Provavelmente, os valores obtidos nestes estudisveea acdo da albumina bovina que bloqueia
ligacdes inespecificas na reacdo imunoenzimatgsalltando em melhores resultados como os
obtidos em nosso estudo em relagédo a escolha téesgéo (Bellisario et al. 2001).

Croom et al. (2006) realizaram estudos com SCPF5(9@3) de individuos de grupos de
alto risco e usuarios de drogas injetaveis, uhiivao EIE Monolisa anti-HCV plus V.2 (Bio-
Rad, Franca) e avaliaram 3 diferentes tipos de dange eluicdo. Os autores observaram
diferencas significativas na deteccdo de anti-HGW 8CPF eluido em diferentes tampdes
guando foram usadas somente amostras cujos sarespmndentes apresentavam baixos titulos
de anticorpos anti-HCV. Esta avaliacédo, contudo,foérealizada no presente estudo.

Os volumes de amostra e diluente empregados rnes fesam analisados, e foi possivel
verificarmos melhores resultados na detec¢édo deogmbs anti-HCV e de antigeno e anticorpos
anti-HCV nos quatro EIEs quando o volume de SCRRdmentado e o diluente foi diminuido
ou retirado. A mesma observacao foi relatada poCdlion et al. (1999) e Croom et al. (2006)
para a deteccdo de anti-HCV e, provavelmente, se demenor quantidade de anticorpos
presentes em SCPF (Bazzigaluppi et al. 1999), st estas amostras contém sangue total e
este € ainda diluido no tampéao de eluicdo. O @rdael 12,5 mm de didametro de papel de filtro
comporta, em média, 80 pL de sangue total, o quevae a aproximadamente 26 uL de soro
(Steger et al. 1990; McDade et al. 2007; Melgacal.e2011). Assim, o aumento de volume de
SCPF no teste tem de a gerar maior equivaléncia estniveis de anticorpos em SCPF e na
amostra de soro correspondente. No entanto, n&orts®nso do niamero de vezes que o0 volume
de amostrade SCPF deve ser aumentado em relaggwaadParker et al. 1997; Montebugnoli
et.al., 1999; McCarron et al.1999; Croom et al.6)00



77

Quando o volume de conjugado e o tempo de incubdedamostra foram avaliados,
nenhum dos dois fatores se mostrou significanta paaumento da sensibilidade dos testes
usados no estudo, diferentemente de outros estuglsresultados mostraram que um ou ambos
0s parametros necessitaram ser alterados (Neko2€i04; Medina 2008).

A avaliagédo do ponto de corte também foi feita @adeteccdo de anticorpos anti-HCV e
antigenos e anticorpo anti-HCV nos quatro EIEs asath estudo, onde verificamos que a
alteracdo do ponto de corte foi necessaria pamanerato da sensibilidade e especificidade dos
testes. Este tipo de alteracdo € bastante eficipate aumentar a sensibilidade dos testes
otimizados, tal como foi observado por Villar et @011) para deteccdo de marcadores de
hepatite B em SCPF, por Cruz et al. (2011) parat@cgdo de HBsAg em saliva e Tourinho et al.
(2011) para a deteccgéo de anti-HAV em saliva.

Para os EIE dos fabricantes DiaSorin e Bio-Radefopregada a anélise da curva ROC.
Villar et al. (2011) obtiveram um aumento da aciard@le EIE para os marcadores da hepatite B
em amostras de SCPF quando os valores de pontortie foram recalculados com base no
método da curva ROC. Da mesma forma, Tourinho.R@ll1) e Cruz et al. (2011) observaram
aumento da sensibilidade e da especificidade camalse do ponto de corte segundo a curva
ROC, em EIE para a deteccdo de anticorpos anti-HAVmarcadores de hepatite B,
respectivamente, em amostra de saliva. No Murex AGMc Combination, o ponto de corte foi
determinado pela média de valores de D.O. das aasasio-reagentes acrescido de trés DP. Este
ultimo método foi descrito por Parker et al. (1998fa a deteccdo de anti-HCV utilizando um
EIE in housee papel de filtro Whatman n° 3 em uma populacémées e criancas atendidas em
dois hospitais do Paquistdao. Com relacdo ao te€i¢ Wb, foi empregado o ponto de corte
calculado de acordo com a recomendacao do fabeicEnteste (Radim).

Utilizando o EIE HCV Ab para deteccdo de anti-HOW 8CPF foi possivel obter taxas
de sensibilidade de 97,50% e especificidade d&69®ebm o teste otimizado. Ja para o EIE ETI-
AB-HCVK-4, a sensibilidade do teste foi de 88,89% especificidade foi de 98,89%. McCarron
et al. (1999) observaram em estudo para deteccantdelCV em SCPF pelo EIE Monolisa anti-
HCV (Sanofi Pasteur, Marne-la-Coquette, Franca),pamientes sabidamente infectados pelo o
HCV e doadores de sangue valores de sensibilidade08% e especificidade de 87,5%. No
presente estudo, foi observada maior especificidpdegm, a sensibilidade foi inferior. Uma

possivel explicacdo para esta menor sensibilidade fer sido o tipo de amostra usada em nosso
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estudo ou o tampao de eluicdo empregado, ja queMmCet al. (1999) eluiram um circulo de 3
mm de SCPF em tampé&o PBS/Tween + azida sddica.

Outro achado de nosso estudo foi a maior sensibgidobtida com o EIE HCV
Ab.(Radim). Devido a falta de outros estudos baseath realizagdo de testes anti-HCV em
SCPF pelos EIEs usados no presente estudo, nfmgeivel fazer comparagcdo dos resultados
obtidos em SCPF. Entretanto, em estudo realizaskentemente em nosso laboratério (LAHEP)
para deteccdo de anticorpos anti-HCV em amostrasie utilizando trés diferentes fabricantes
(Radim, BioMerieux e DiaSorin), foi observado quEl& HCV Ab (Radim) foi o mais sensivel
para a deteccdo de anti-HCV (Silva et al. 2010).

Usando o EIE Monolisd' HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) para deteccéo de antigen
anticorpo anti-HCV em SCPF foi possivel obter dahdade de 95,12% e especificidade de
100% com o teste otimizado. J& para o EIE Murex H&YAb Combination (Abbott), a
sensibilidade do teste foi de 78,05% e a espatdfte foi de 99,43%. Os dois testes
apresentaram excelente especificidade, no entaritE: da Bio-Rad obteve maior sensibilidade
com as adaptacoes realizadas no protocolo do emziofoi possivel comparar esses resultados
com a literatura, pois ndo existem estudos pulbsadé o momento usando EIE para detec¢éo
combinada de antigeno e anticorpo anti-HCV em aa®ste SCPF. Nos estudos de Lambert
(2007), o EIE usado (Bio-Rad) obteve 99,86% de @Bpeade e deteccao de 71% de amostras
HCV RNA positiva/anti-HCV negativa (janela imunoiég) para amostras de sangue coletadas
de individuos de ambiente hospitalar e banco dgusanYang et al. (2011) avaliaram o
desempenho de diferentes grupos de pacientes usaldB da Abbott obtiveram 100% de
sensibilidade e 95,4% de especificidade para aasde soro.

Uma explicacdo para a diferenca de sensibilidadergbda entre os diferentes EIEs é a
carga viral em cada individuo. Garrido et al. (Q00&ificaram que a determinacdo do HIV-1
RNA em SCPF foi correlacionada a carga viral dastraale plasma correspondente. Logo, com
baixos niveis de viremia juntamente com a diminuigérada pelo tipo de espécime coletado, &
possivel que essas amostras apresentem resultederminados ou falsos negativos. Os EIEs
da DiaSorin e Abbott obtiveram o maior nimero deostnas falso negativas, sendo 5 e 9,
respectivamente. Outra possibilidade de interfésé@é® papel de filtro que pode influenciar as
ligacdes inespecificas dos antigenos e anticompesmo usando como tampao de eluicdo o BSA

gue minimiza este efeito. Tais possibilidades desenavaliadas em estudos futuros.
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No presente estudo, também foi possivel estabetetierite de detec¢do dos dois EIES
para a deteccdo de anti-HCV em amostras de SCHEiamente contaminadas. E foi possivel
verificar um limite de 1/10.000 em ambos os testesn relacdo aos dois EIEs para detecgéo de
antigeno e anticorpo anti-HCV foi possivel verifica limite de detec¢édo de 1/1.000 em ambos
os testes. Tuaillon et al. (2010) também realizadldnicdes seriadas para determinagéo do limite
minimo de detecc¢éo de anticorpos anti-HCV e venifim que este limite em amostras de SCPF
foi uma média de 1/512 de titulos de diluicdo @rtriacdes de 1/64 a 1/4.096), enquanto para o
soro o resultado médio foi de 1/1.024 (variandd/842 a 1/65.336). Estes resultados confirmam
gue o teste em amostras de soro € mais sensivgledo teste em SCPF. Contudo, em nosso
estudo o limite de deteccdo dos dois EIEs parad@bede anti-HCV em SCPF foram superiores
ao relatado por Tuaillon et al. (2010). Entretantus EIEs para deteccdo simultanea de antigeno
do HCV e anticorpos anti-HCV o titulo de diluicAm emostra de SCPF foi semelhante ao
encontrado por Tuaillon et al. (2010) para deteciganti-HCV em amostra de soro.

Com relacéo a precisdo dos quatro EIEs, todos eeeam boa concordancia entre os
resultados intraensaio e interensaio nas amos#aSQPF com reatividade fraca e forte. A
precisdo dos testes se manteve dentro dos limdesmendados pelo documento EP5-A2
publicado pelo Instituto de Padrbes Clinicos e katoviais Clinical and Laboratory Standards
Institute ou CLSI), que estabelece um erro total aceitdeeR8%. O teste ETI-AB-HCVK-4
(DiaSorin) apresentou a maior variagdo em comparagén os outros EIE, excedendo o limite
de 15% para uma andlise mais criteriosa, considera@ recomendacdes da ANVISA.

O ultimo parametro avaliado foi a estabilidade dasostras de SCPF submetidas a
diferentes periodos e temperaturas de armazenam®&ntamostras reagentes e nao-reagentes
permaneceram estaveis durante 117 dias acondicismatmperatura ambiente, 2 a 8°C e -20°C.
Porém, o EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) apresentoucitscdes significativas de D.Op
0,0001) com um aumento isolado de D.O. em toda®midicdes de armazenamento no 28° dia
para amostras reagentes e no 14° dia para ampa8tasagentes, mantendo-se a estabilidade até
60° dia. O EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbotgmbém apresentou variacédo de D.O.
estatisticamente significativg € 0,0001) nas amostras nao-reagentes, mas masécestavel
até 60° dia em todas as condi¢ces de armazenarAsramostras reagentes e ndo-reagentes para
o EIE HCV Ab (Radim) e EIE Monolid¥d HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) e as amostras
reagentes para o EIE Murex HCV Ag/Ab Combinatioml§att) ndo apresentaram variacoes de

D.O. estatisticamente significativas. As amostra@®o-mreagentes apresentaram as maiores
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variacbes nas diversas condi¢cdes de armazenamémeesdas, com tendéncia a elevacdo dos
valores de densidade Gtica. No entanto, todos sagtados permaneceram abaixo do ponto de
corte, ou seja, ndo-reagentes até 117° dia. Vaue, assim, que as amostras de SCPF
poderiam ficar armazenadas nas trés condicOes tddoeslurante 60 dias preservando suas
caracteristicas, o armazenamento a -20° minimizaiflutuacdes de D.O. Villar et al. (2011)
obtiveram resultados semelhantes, em ensaios péeacdo de marcadores de hepatite B em
amostras de SCPF até 63 dias, em diversas condigbasmazenamento, e verificaram que o
valor de D.O. estd menos sujeito as variacbes quasdamostras foram armazenadas a -20°C.
Tuaillon et al. (2010) investigaram a estabilidaids amostras de SCPF expostas a temperatura
ambiente por 2 a 12 dias antes de serem armazeaa@@8C. Para o teste anti-HCV, apos o
sexto dia, os valores de absorbancia foram madweagie o ponto de corte em quatro das cinco
amostras de pacientes anti-HCV negativos, mas massteas positivas ndo houve variacdo
significativa. Para o HCV RNA, Tuailloet al. (2010), assim como Abe e Konomi (1998)
observaram titulos dez vezes menores de HCV RNAamwstras armazenadas durante quatro
semanas a temperatura ambiente, porém, as amostigeladas foram preservadas.

Amostras de SCPF podem ser utilizadas para detebedmticorpos anti-HCV e para
deteccdo combinada de antigeno do HCV e anticaptdiCV desde que adaptacdes aos EIE
comerciais sejam feitas para adequa-los a essed@pamostra biol6gica. Neste estudo, as
principais modificagbes em relacdo as recomendagdssfabricantes para amostras de soro
foram: tipo de tampé&o de eluicdo, o volume da amaasta utilizagdo de calculos de pontos de
corte alternativos para melhorar a taxa de conoaid&ntre os resultados das amostras pareadas
de soro e SCPF.

Nossos resultados revelam-se promissores vistog|E#E possuem baixo custo e podem
ser adaptados com sucesso para o0 uso de SCPFeraanel®® como vantagens: volume reduzido
de amostra, pouco espacgo fisico para armazenaneetabilidade suficiente para suportar o
transporte por longas distancias em temperaturaieateb sem causar danos a amostra,
possibilitando etabelecer o diagnéstico da infeqgélo HCV em locais de dificil acesso e com

condicdes laboratoriais sub-6timas.



6- CONCLUSOES

* O uso do tampé&o PBS/BSA 0,5% para eluicao de taasode SCPF resultou em melhor
desempenho dos testes de deteccdo de anticorpd$CAnte deteccdo silmutanea de antigeno e
anticorpo anti-HCV quando comparado as amostrasie

* O aumento do volume de amostra de SCPF paraeagdet de anti-HCV e HCV Ag-Ac
pelos EIE avaliados e a utilizagéo de célculosategs de corte alternativos foi necessaria para a
melhorar a taxa de concordancia entre os resul@daamostras pareadas de SCPF e soro;

* O tempo de incubagdo da amostra e o volume daigao usado nos EIE nao
influenciou significativamente os valores médiod®. nas amostras de SCPF, podendo, assim,
serem utilizadas as recomendacdes dos fabricantes;

* O EIE HCV Ab (Radim) foi o teste de deteccdo décarpos anti-HCV com melhor
desempenho em amostras de SCPF por ter apresevdad@iores valores de sensibilidade,
especificidade, concordancia e valores preditivositipo e negativo entre os resultados das
amostras pareadas de SCPF e soro;

« O EIE Monolisa¥ HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) foi o teste de deteccgimultanea
de antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV com metlesempenho em amostras de SCPF por
ter apresentado os maiores valores de sensibilidegjgecificidade, concordancia e valores
preditivos positivo e negativo entre os resultadfs amostras pareadas de SCPF e soro;

* Os testes com amostras de SCPF para deteccéaotider@os anti-HCV e deteccéo
simultdnea de antigeno do HCV e anticorpos anti-H@Mesentaram repetitividade e
reprodutibilidade dentro dos limites recomendadira pmostras clinicas;

* As amostras de SCPF apresentaram boa estabiktadierentes condicdes ambientais
(22-26°, 2-8°, -20°) durante 60 dias, viabilizamdacesso ao diagnostico em areas distantes do

laboratdrio e de grandes centros urbanos.
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Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/M$uRagao: Estimativas populacionais do InstitutosBero de Geografia e Estatistica (IBGE)
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contaggopidacdo (1996) e projecdes intercensitarias (E98009). Notas: (1) Marcador sorolégico
de contato com virus da hepatite C; (2) Casosicatibs no SINAN até dezembro de 2009; (3) Dadobngreares para 2009; (4) 11 casos
ignorados quanto a UF de residéncia. N&do foramadgts as duplicidades de notificagdo. Execucdoafampento de DST, Aids e Hepatites
Virais.
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8.2- Casos confirmados de hepatite ‘€ (nimero e taxa de deteccdo por 100.000 hab.) sedanUF e regido de residéncia por ano de
notificacdo. Brasil, 1999-2009
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Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/M$uRagao: Estimativas populacionais do InstitutosBero de Geografia e Estatistica (IBGE)
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contaggropidacao (1996) e projecdes intercensitarias (E98209). Notas: (1) Foram considerados
casos confirmados aqueles que apresentaram oiesgmarcadores soroldgicos reagentes: Anti-HCVC&4RNA; (2) Casos notificados no
SINAN até dezembro de 2009; (3) Dados prelimingras 2009; (4) 11 casos ignorados quanto a UF sldérecia. Nao foram retiradas as
duplicidades de notificagdo. Execugdo: Departameatb ST, Aids e Hepatites Virais.
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8.3- Casos confirmados de hepatite € (nimero e taxa de deteccéo por 100.000 hab.) e #azde sexos segundo ano de notificacéo. Brasil,
1999-2009

Himar de coss Toen e datecrin

hon de i Masawhio Famirin Tohd® Moo K Heazculing Femining Totul
1999 123 55 178 11 02 0l 01
2000 198 100 26 10 0z 0l 02
00 405 1M T 11 05 02 03
2002 1 [1H] 1538 11 15 07 11
2003 2389 1423 350 17 27 14 21
2004 4168 1502 L0 1,6 48 19 14
2005 520 o & 1.7 58 33 45
2008 5550 3545 ARE 16 &0 7 49
007 e073 4041 10115 15 85 41 53
2003 5BS0 4104 ) 14 8,3 43 51
e 5780 e M7 15 g1 41 51
Torkl g 3748 E0R0E

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/M$iuRdo: Estimativas populacionais do InstitutosBero de Geografia e Estatistica (IBGE)
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contaggropidacéo (1996) e projecdes intercensitarias (E98209). Notas: (1) Foram considerados
casos confirmados aqueles que apresentaram oissgmarcadores soroldgicos reagentes: Anti-HCVC&4RNA; (2) Casos notificados no
SINAN até dezembro de 2009; (3) 13 casos ignorgdasto ao sexo; (4) Dados preliminares para 20@9. fidram retiradas as duplicidades de
notificacdo. Execucdo: Departamento de DST, Aibiepatites Virais.
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8.4- Casos confirmados de hepatite & (nimero e taxa de deteccéo por 100.000 hab.) sedarsexo e faixa etéria

por ano de notificacdo. Brasil, 1999-2009
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Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/M$iuRdo: Estimativas populacionais do InstitutosBero de Geografia e Estatistica (IBGE)
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contageropidacio (1996) e projecdes intercensitarias (¥8209). Notas: (1) Foram considerados
casos confirmados aqueles que apresentaram ossgmarcadores soroldgicos reagentes: Anti-HCVC&4RNA; (2) Casos notificados no
SINAN até dezembro de 2009; (3) 13 casos ignoragdesto ao sexo; (4) Dados preliminares para 2@)919 casos ignorados quanto a faixa
etéria. Ndo foram retiradas as duplicidades ddicatéo. Execucdo: Departamento de DST, Aids e titepd/irais.
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8.5- Casos confirmados de hepatite € (nimero e taxa de deteccéo por 100.000 hab.) sedarforma clinica por
faixa etaria. Brasil, 1999-2009

. Amda (rinim Fulninonk Subtl Inconchisio Igsomde/Em branca Tomal
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Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSahblo{1) Foram considerados casos confirmados aqgele apresentaram os seguintes
marcadores sorolégicos reagentes: Anti-HCV e HCVAR(R) Casos notificados no SINAN até dezembro @@92 (3) 19 casos ignorados quanto
a faixa etaria. Nao foram retiradas as duplicidattesotificagdo. Execucéo: Departamento de DSTs Aitlepatites Virais.
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8.6- Casos confirmados de hepatite'® (niimero e percentual.) segundo a provavel fonte/roanismo de infeccéo por
ano de notificacdo. Brasil, 1999-2069
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Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MSahblo{1l) Foram considerados casos confirmados ajgele apresentaram os seguintes
marcadores soroldgicos reagentes: Anti-HCV e HCVAR[R) Casos notificados no SINAN até dezembro @@92 (3) Dados preliminares para
2009. Nao foram retiradas as duplicidades de patjfio. Execucdo: Departamento de DST, Aids e HepatiVirais.
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Ministério da Salde
Fundagao Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 16 de novembro de 2009.

B PARECER |

Titulo do Projeto original: “Avaliacdo de marcadores do virus da Hepatite B obtidos
em papel de filtro armazenadas em diferentes condigoes ambientais”

Titulo do Projeto: “Avaliagdo de marcadores do virus da Hepatite B e C obtidos em
papel de filtro armazenadas em diferentes condigées ambientais”

Protocolo CEP: 459/08
Pesquisador Responsavel: Lia Laura Lewis Ximenez S. Rodrigues

Instituigao: I0C

Foram ap resentados e s ubmetidos & a preciagdo do CE P/FIOCRUZ o r elatério
parcial e emenda com alteragdes ao projeto original do projeto supra mencionado.

Trata-se de projeto de pesquisa iniciado em 2008 com o objetivo de
caracterizar a estabilidade de amostras sanguineas coletadas em papel de filtro
para a realizagao de testes soroldgicos para a hepatite B. O relatério parcial esta
em acordo com os objetivos e desenho experimental apresentados no projeto
original e conta com a inclusao de 155 individuos até o presente.

A emenda proposta visa acrescentar a detecgdo sorolégica para hepatite C
nas mesmas amostras. Foram apresentadas alteragbes no titulo, projeto de
pesquisa e TCLE.

Por se tratar da continuidade de um projeto e por ndo apresentar fatos novos que
indiquem desacordos com a Resolugdo 196/96, foi aprovado o documento acima

mencionado.
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bt

Informamos, outrossim, que deverdo ser apresentados relatérios parciais anuais e

Ministério da Saride
Fundagao Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

relatorio final do projeto de pesquisa.
Além disso, qualquer modificagdo ou em enda ao protocolo de pesquisa,
deve ser submetida & apreciagdo do CEP/FIOCRUZ.

I Jf - ﬁ@ el
Patricia T/Bozza I
Coordenadora Interina do Comité de Etica em Pesquisa’em Seres Humanos

Fundagdo Oswaldo Cruz
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8.8- Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do sfutal Federal dos Servidores do

Estado.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA SAUDE
*HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

Rio de Janeiro, 25 de feversiro de 2011

Do: Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Federal dos Servidores do
Estado (CEP-HFSE)
A llma Sra. Farmacéutica Camille Petruccio Urago Brandao.

Assunto; Aprovacao do Protocolo CEP; 000 429.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HFSE, apos analisar a carta da
pesquisadora principal de 09.02.11, que visa responder as pendé&ncias colocadas no Parecer
Consubstanciado do CEP-HFSE, de 131210 & a carla da Pesguisadora Responsavel do
Laboratorio de Hepatite Virais do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), de 21.02.11, que & a
autora & pesquisadora principal do projeto de pesquisa original, & saber: "Avaliacdo de |
marcadores do virus da Hepatite B & C obtidos em papel de filtro armazenadas em diferentes
condigoes ambientais”, do qual este & um subprojeto, considerou assim aprovado, o protocolo
de pesquisa intitulado: "Adaptacdo de ensaios imunoenzimaticos comerciais para o diagnostico
da infecgao pelo virus da Hepatite C em amostras de sangue coletado em papel de filtro”, na
Versdo 1.0 de 04.11.2010, assim como o lermo de consentimento livre e esclarecido, na ‘
Versdo 2.0 de 09.02.2011, cuja pesquisadora principal & a Farmacéutica Camille Petruccio
Urago Brandao. funcionaria desta instiluicdo, estande © mesmo de acordo com o que
preconiza a Resolugdo 196/96 do Conselho MNacional de Sadde (CNS), devendo a
pesquisadora principal.

1- Comunicar ao CEP em casos de emendas ao pratocolo da pesguisa ou ao TCLE &
2- Enwviar relatorios da pesquisa a partir da primeira data estabelecida na folha de rosto, & ‘
segundo os critérios estabelecidos pelo Comité e pelo pesquisador, assim coma as copias

dos termos de consentimento livre & esclarecidos assinados pelos sujeitos da pesquisa,

Dir. Marcas Henrigue MLH.{UF ]

Coordenador do Comité de Etica em
Pesguisa em Seres Humanos do HFSE ‘



103

8.9- Termo de consentimento livre e esclarecido

Ministério da Saude
o Ministério da Saude Fundagdo Oswaldo Cruz
Hospital Federal Dos Servidores Instituto Oswaldo Cruz

Do Estado Laboratério de Hepatites Virais

FIOCRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO verséo 2 .0 de 09.02.2011

O (a) Sr(a) esta sendo convidado a participar cashantario de uma pesquisa intituladalaptacéo de
ensaios imunoenziméticos para o diagndstico da imdfgho pelo virus da hepatite C em amostras de
sangue coletado em papel de filtro

O objetivo deste estudo é investigar se é possiifizglar o seu sangue fixado num pedaco de papal pa

diagnostico da hepatite C. Normalmente, para ser fazeste de diagnéstico para hepatite C o sangue
€ coletado em um tubo e parte do mesmo (soro) etida a um exame de laboratério chamado ensaio
imunoenzimatico. No entanto, em locais muito digtamlo laboratério como pequenas cidades ou aldeias
indigenas pode ser dificil coletar, separar e prantar o sangue de forma adequada para que esde tes
possa ser realizado. A coleta e o transporte dgusafixado em um pedaco de papel pode resolver este

problema. Este estudo pretende padronizar opaséehepatite tipo C no sangue fixado em papel.

Os doadores voluntarios de sangue sdo obrigatantenseibmetidos a testes para determinar a presenca
de infec¢des transmissiveis pelo sangue doadajirod o teste para hepatite C. Nesta pesquisa, a

amostra de sangue serd coletada durante os presgdBmormais realizados para doagéo de sangue.

Durante a doacdo de sangue, uma bolsa de sangée teilios de sangue sdo coletados pela equipe de
rotina do Banco de Sangue. Neste momento, maisibinde sangue (8mL) sera coletado para pesquisa
sem gue haja necessidade de reatipaa puncaono individuo. Parte deste sangue sera, entéocanhio

em papel de filtro com ajuda de um conta-gotasneaaenado, e outra parte sera armazenado para
realizacdo do teste de rotina para hepatite C.sEapwstras serdo enviadas para o Laboratério de
Hepatites Virais no Instituto Oswaldo Cruz ondéedestadas.
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Toda a pesquisa sera realizada de forma a nacarewvedua identidade e quando os resultados forem
publicados em congresso ou revista cientifica aideatidade também sera preservada. Somente os
pesquisadores e os profissionais responsaveipestpisa e os médicos do Banco de Sangue ter&maces
assuas informacdes médicas garantindo protecéo comiguer tipo de preconceito ou censura.

E possivel que novas amostras de sangue sejansaeassCaso isto ocorra, o (a) Sr. (a) sera cuhtat
por um dos responsaveis pela pesquisa que irargargse o (a) Sr. (a) autoriza a coleta de umaoutr

amostra de sangue (8 mL) para o teste de hepatde(&) Sr. (a) estara livre para recusar estaitgao.

Os possiveis riscos e desconfortos previstos meEstquisa sdo aqueles relacionados com a doacdo de
sangue em si, tais como, dor ou vermelhid&olocal, e sdo informados ao doador no momento da

entrevista pré-doacao.

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso fssimaal responsavel pelo estudo ou um médico do
Servico de Hemoterapia do Hospital Federal dosiGmes do Estado através dos telefones (21) 2291-
3131 R 3765 ou 9648-2367. Se vocé tiver algumasideracdo ou divida sobre questdes éticas
relacionadas a esta pesquisa pode entrar em cardatoo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Federal dos Servidores do Estado atrasgsetefones (21) 2291-3131 R 3544.

E importante vocé saber que:

1) Sua participacao nesta pesquisa é totalmente apiant

2) Podera sair do estudo a qualquer momento que dsesejgprejuizos para sua saude.
3) Na&o ha custo ou remuneracéo prevista para queiparteste estudo.

4) Sua identidade serd mantida em sigilo quando a#tadss forem publicados.

5) Na&o Ihe sera oferecido nenhum beneficio diretoatigipar deste estudo, visto que o resultado
do teste da hepatite C ja é fornecido rotineirameeio Banco de Sangue ao doador. No entanto,
esta pesquisa poderd trazer conhecimentos queidiemepessoas da comunidade viabilizando o
diagnoéstico em locais de dificil acesso onde at@ale sangue e o transporte de sangue € inviavel
e permitindo o desenvolvimento de trabalhos ddarigia epidemiol6gica nessas regides.

6) A pesquisa ndo esta ligada a doacdo de sanguejawsdoador de sangue tem a livre escolha
para participar da pesquisa se assim desejar. adode sangue sera feita de acordo com as
normas estabelecidas pelo Banco de Sangue e la¢égivigente.

7) O Banco de sangue fornecera todos os cuidados osédiequados para o controle dos efeitos
adversos que possam ocorrer em consequéncia daodd@agangue como dor local, vermelhidao,
gueda de pressdo. Também, o Sr. (a) sera encamipheal unidades de salde especializadas nos
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casos em que o acompanhamento médico se fizersdeicescomo por exemplo, caso seja
detectada a presenca do virus da hepatite C.

TERMO DE CONSENTIMENTO
Acredito ter sido suficientemente informado a réspedo estudo Adaptagdo de ensaios
imunoenzimaticos para o diagnéstico da infeccdo pmelirus da hepatite C em amostras de sangue

coletado em papel de filtroacima citado que li ou foram lidas para mim.

Eu discuti com o pesquisador , Sobre a minha deciséo de participar nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo seuggitop, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimepwmanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e beneficiamgdireConcordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento aggealmomento, antes ou durante 0 mesmo, sem

penalidades ou prejuizo a minha saude.

Data: [
Nome do voluntario:

Assinatura do voluntario:

Nome da Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Assinatura do pesquisador responsavel :




