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RESUMO 

 

O presente estudo visa à adaptação de ensaios imunoenzimáticos comerciais de diagnóstico da 
hepatite C para uso em amostras de sangue coletado em papel de filtro (SCPF). Foram coletadas 
amostras pareadas de soro e SCPF de 411 indivíduos com média de idade de 40 anos, 
provenientes de banco de sangue e três unidades de saúde. As amostras foram submetidas a dois 
ensaios imunoenzimáticos (EIEs) para detecção de anticorpos anti-HCV: HCV Ab, Radim (Itália) 
e ETI-AB-HCVK-4, DiaSorin (Itália); e a dois EIEs para detecção simultânea de antígeno core 
do HCV e anticorpos anti-HCV, MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-Rad (França) e Murex 
HCV Ag/Ab Combination, Abbott (África do Sul). A detecção de anti-HCV e simultânea de 
antígeno e anticorpos anti-HCV em amostras de soro foi feita conforme recomendações dos 
fabricantes, e em SCPF foram avaliados os parâmetros, tampão de eluição, volumes de amostra, 
de diluente de amostra e de conjugado, tempo de incubação da amostra e valor do ponto de corte 
(PC). Após otimização desses parâmetros foram determinados os valores de sensibilidade (S), 
especificidade (E), concordância (valor de kappa), limite de detecção do teste, valores preditivos 
positivo (VPP) e negativo (VPN), precisão intraensaio e interensaio. A estabilidade das amostras 
de SCPF foi avaliada em diferentes condições ambientais (22-26ºC, 2-8°C e -20°C). Como 
resultado, o tampão PBS/BSA 0,5% foi selecionado para eluição das amostras de SCPF e 
estabelecido um aumento no volume de amostra para todos os fabricantes. Os tempos de 
incubação e os volumes de conjugado seguiram a recomendação dos fabricantes. Para o EIE 
HCV Ab os valores determinados foram S = 97,50%, E = 99,46%, kappa (k) = 0,959, VPP = 
64,59% e VPN = 99,97%, para uma prevalência de doença de 1% na população. Para o EIE ETI-
AB-HCVK-4, o PC foi estabelecido pela curva ROC e observou-se S = 88,89%, E = 98,89%, k = 
0,875, VPP = 44,71% e VPN = 99,89%. O PC do EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA foi 
obtido pela curva ROC e verificou-se S = 95,12%, E =100%, k = 0,959, VPP = 100% e VPN = 
99,95%. O PC para o EIE Murex HCV Ag/Ab Combination foi determinado pela média dos 
valores de densidade ótica (D.O.) das amostras de SCPF correspondentes àquelas de soro 
negativas no teste, acrescido de três desvios padrão proporcionando S = 78,05%, E = 99,43%, k = 
0,838, VPP = 58,04% e VPN = 99,78%. O limite de detecção mostrou reatividade até a diluição 
de 1/10.000 para EIE HCV Ab e EIE ETI-AB-HCVK-4 e até 1/1.000 com EIE MonolisaTM HCV 
Ag-Ab ULTRA e EIE Murex HCV Ag/Ab Combination. Os resultados das amostras de SCPF 
obtiveram erro total inferior a 17% e as mesmas mantiveram-se estáveis nas diferentes condições 
de armazenamento por 60 dias. Os resultados obtidos nos EIE HCV ab e EIE MonolisaTM HCV 
Ag-Ab ULTRA mostraram-se mais concordantes com os observados com as amostras de soro, 
indicando melhor desempenho desses ensaios em amostras de SCPF. 
 
Palavras chaves: hepatite C, diagnóstico, sangue coletado em papel de filtro. 
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ABSTRACT 
 
The present study aims at adaptation of commercial enzyme immunoasssays for diagnosis of 
hepatitis C to be used with dried blood spots (DBS). Paired serum and DBS samples from 411 
individuals with mean age of 40 years, were collected at Blood Center and three out patient units. 
Samples were tested for the detection of anti-HCV antibodies by using two enzyme 
immunoassays (EIAs): HCV Ab, Radim (Italy) and ETI-AB-HCVK-4, DiaSorin (Italy); and two 
EIAs for the simultaneous detection of hepatites C virus (HCV) core antigen and anti-HCV 
antibodies: MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-Rad (France) and Murex HCV Ag/Ab 
Combination, Abbott (South Africa). Anti-HCV detection and simultaneous detection of HCV 
core antigen and anti-HCV antibodies in serum sample were perfomed according to the 
manufacture’s recommendations. In DBS samples parameters such as elution buffer, sample, 
diluent, and conjugate volumes, incubation period, and cut off (CO) values were evaluated. After 
optimization of these parameters, values of sensitivity, specificity, inter-rater agreement (kappa 
value), detection limit, intra- and inter-assay precision were determinated. Stability of DBS 
samples was investigated in different conditions (22-26ºC, 2-8°C e -20°C). As results, PBS/BSA 
0,5% buffer was chosen as elution buffer in DBS samples and an increased volume of the 
samples in all EIAs was established. Incubation duration and volume of conjugate were in 
accordance with manufacturer’s recommendations. With EIA HCV Ab values sensitivity of 
97,50%, specificity 99,46%, inter-rate agreement 0,959, positive predictive value 64,59%, and 
negative predictive value (1% of disease prevalence) 99,97% were observed. For the EIA ETI-
AB-HCVK-4 best cut-off values were obtained from ROC curve and observed values were 
sensitivity 88,89%, specificity 98,89%, inter-rate agreement 0,875, positive predictive value 
44,71%, and negative predictive value 99,89%. For the EIA MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA 
best cut-off values were obtained from ROC curve with sensitivity of 95,12%, specificity 100%, 
inter-rate agreement 0,959, positive predictive value 100%, and negative predictive value 
99,95%. For the EIA Murex HCV Ag/Ab Combination best cut-off values were obtained by 
calculating the average of optical density of DBS samples correspondent to those with negative 
results in serum plus three standard deviations, resulting in a sensitivity of 78,05%, specificity of 
99,43%, inter-rate agreement of 0,838, positive predictive value of 58,04%, and a negative 
predictive value of 99,78%. The lower limit of HCV Ab and ETI-AB-HCVK-4 tests in DBS was 
1/10.000, and for MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA and Murex HCV Ag/Ab Combination was 
1/1.000. Total error of DBS results was below 17% and all DBS samples maintained stable in all 
storage conditions for 60 days. Results obtained with EIE HCV Ab and EIA MonolisaTM HCV 
Ag-Ab ULTRA were found to be more concordant with those observed for serum samples, 
indicating a better performance of theses assays in DBS samples. 
 
 
 
 
Key words: hepatitis C, diagnostic, dried blood spot 

 



 

 

1- INTRODUÇÃO 

 

1.1- Histórico  

 

A história da classificação das hepatites virais começa nas décadas de 50 e 60 com a 

categorização das hepatites em dois grupos principais: hepatite infecciosa e hepatite por soro 

homólogo (Krugman et al. 1962). Posteriormente, foi comprovado pelo Dr. Stephen Feinstone et 

al. (1973) que a infecção por hepatite infecciosa era causada pelo vírus da hepatite A (Hepatitis A 

virus ou HAV) e Dr. Baruch Blumberg et al. (1968) provaram que o vírus da hepatite B 

(Hepatitis B virus ou HBV) era a causa da hepatite por soro homólogo. Na década de 70, com o 

desenvolvimento dos testes sorológicos para a detecção do HAV e HBV, surpreendentemente 

foram observados vários casos de hepatite por transmissão sanguínea que não eram causadas pelo 

HAV e HBV (Feinstone et al. 1975) e, assim estabeleceu-se o conceito de hepatite não-A, não-B 

(NANB). Observou-se, também, que pelo menos 10% das transfusões sanguíneas resultavam em 

hepatite NANB (Berman et al. 1979; Aach et al. 1981), causando dano hepático persistente e 

evoluindo em pelo menos 20% dos casos para cirrose hepática nas infecções crônicas (Hoofnagle 

e Alter 1985). Além disso, uma parcela dos casos ocorria esporadicamente na comunidade e não 

estava associada necessariamente à transfusão sanguínea e à recepção de derivados do sangue 

(Alter et al. 1982).  

Outra fase importante foi quando o Dr. Harvey Alter (1978) e outros grupos (Hollinger et 

al. 1978) analizaram chimpanzés como modelo de estudo experimental da hepatite aguda e 

crônica com o uso de sangue de pacientes com hepatite NANB. A utilização desse modelo 

(Shimizu et al. 1979) indicou a existência de dois possíveis agentes das hepatites NANB, e em 

um deles foram observados túbulos membranosos dentro do citoplasma dos hepatócitos de 

chimpanzés infectados, também chamado de agente formador de túbulo (Tubule forming agent  

ou TFA). A inativação do TFA por solventes orgânicos indicou que o agente possuía envelope 

lipídico (Feinstone et al. 1983). Em seguida, em meados dos anos 80, demonstrou-se que se 

tratava de um vírus pequeno, pois passava através de membrana com porosidade de 80 nM, 
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relacionando às famílias flaviridae, togaviridae ou ao agente da hepatite Delta ou 

alternativamente a um novo vírus envelopado (Bradley 1985).  

Apesar de inúmeros progressos e pesquisas em todo mundo, a hepatite NANB só foi 

descoberta após seis anos de intensas investigações no período compreendido entre 1982 e 1988 

no laboratório da Chiron Corporation, com o emprego e o desenvolvimento de diversas técnicas 

de biologia molecular (Houghton 2009a; Houghton 2009b). Foram avaliadas centenas de milhões 

de clones de cDNA (DNA complementar) derivados de amostras diferentes de plasma e fígado de 

chimpanzés infectados. Um único clone de cDNA, 5-1-1, foi eventualmente isolado em 1989 por 

Choo et al. da Chiron Corporation, Califórnia, EUA. Com o uso do método de triagem 

imunológica randômica (blind imunoscreen) em biblioteca de cDNA, onde os anticorpos 

provenientes de pacientes com diagnóstico de hepatite NANB foram usados, foi possível 

identificar um clone de cDNA codificando um epítopo imunodominante dentro da proteína não-

estrutural 4 do vírus. Após seis meses de análises extensas o clone 5-1-1 foi identificado e 

recebeu o nome de vírus da hepatite C (Choo et al.1989). 

 

1.2- Estrutura do vírus e entrada do HCV na célula hospedeira 

 

O vírus da hepatite C (HCV) é classificado como membro do gênero Hepacivirus e da 

família Flaviviridae (Figura 1.1) (Robertson et al. 1998). O vírion é formado por envelope e 

nucleocapsídio. Possui forma esférica e mede aproximadamente 50 nm de diâmetro (ICTVdB 

2006).  

Figura 1.1- Virosfera 2005: em destaque a família Flaviviridae do vírus da hepatite C (ICTVdB 2005) 
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O capsídio/nucleocapsídio é arrendondado, exibe simetria poliedrica e é envolvido por 

envelope lipoproteico sensível a detergente. O capsídio é icosaédrico e tem diâmetro de 

aproximadamente 30 nm (Figura 1.2). 

 

 
Figura 1.2- Estrutura do capsídio viral visível (Koop 2011) 

 

A entrada do vírus na célula é um processo complexo que envolve diversas etapas. 

Andréo et al. (2007) demonstraram que a atividade catalítica da lipase de lipoproteínas permite a 

ligação e internalização de partículas do HCV por diferentes tipos celulares, agindo como 

“ponte” entre as lipoproteínas complexadas ao HCV e receptores de proteoglicanos na superfície 

das células. Baseado nisso, Burlone (2009) e Budkowska (2009) propuseram um modelo de 

entrada do vírus baseado na associação do HCV às lipoproteínas. Inicialmente, a interação do 

vírus com a superfície do hepatócito envolve a associação entre o HCV complexado às 

lipoproteínas, principalmente VLDL (Very-low-density lipoprotein ou lipoproteína de muito 

baixa densidade) e o receptor para LDL (Low-density lipoprotein ou lipoproteína de baixa 

densidade) e/ou GAG (glicosaminoglicano). Posteriormente, o HCV se liga ao receptor SR-BI 

(scavanger classe B tipo I) e CD 81, gerando o sinal para entrada do vírus. Em seguida, o HCV é 

transferido para junções estreitas onde se liga à CLDN-1 (claudina) e ocludina. O vírus entra na 

célula através das junções estreitas via endocitose mediada por clatrina seguido pela fusão no 

endossoma da célula através das glicoproteínas do envelope viral, E1 e E2, e libera o 
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nucleocapsídeo. A entrada e saída do vírus envolvem uma rede dinâmica de microtúbulos 

celulares (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3- Mecanismo de entrada do HCV na célula (Budkowska 2009) 

 

1.3-Organização do genoma viral 

 

O genoma viral (Figura 1.4) é constituído por um RNA de fita simples, de polaridade 

positiva, medindo 9,6 kilobases (Kb) (ICTVdB 2006). É composto por uma região 5’-não-

codificante (NC), que inclui um sítio interno de entrada do ribossomo (Internal ribosome entry 

site ou IRES), uma longa fase de leitura aberta (open reading frame ou ORF) codificando uma 

poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos (proteínas estruturais e não-estruturais), e 

uma região 3’-NC. Por ação de proteases virais e do hospedeiro (Budkowska 2009), esta 

poliproteína é clivada em três proteínas estruturais que formam a partícula viral: proteína do 

HCV associado 

a lipoproteína 

HEPATOCITO 
Fusão e liberação 

do nucleocapsídio 

Microtúbulos 

Microtúbulos 
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capsídio C, duas glicoproteínas do envelope E1 e E2; e várias proteínas não-estruturais: o canal 

iônico P7, a protease NS2-3, a serino protease NS3 e RNA helicase; o polipeptídio NS4A, as 

proteínas NS4B e NS5A; e NS5B RNA polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA 

polymerase ou RdRp). 

 

 

Figura 1.4- Organização do genoma do vírus da hepatite C (Moradpour et al. 2007) 

 

A região 5’NC com aproximadamente 341 nucleotídeos, é altamente conservada entre os 

diferentes genótipos do HCV e contém o IRES, que é essencial para a iniciação da tradução de 

uma forma cap-independente do RNA viral. É composto por quatro domínios ordenados de I a 

IV, sendo os domínios I e II essenciais para replicação do RNA viral. A região 3’NC é composta 

de uma região variável de 80 nucleotídeos, um trato poli U/UC de comprimento variável e uma 

região altamente conservada de aproximadamente 98 nucleotídeos chamada cauda X, que são 

importantes para replicação e infecciosidade do vírus (Brass et al. 2006; Moradpour et al. 2007). 

Ao lado das regiões 5’NC e 3’NC, foi identificado o elemento de replicação cis-acting (cis-acting 

replication element ou CRE) que codifica a região C-terminal do NS5B.Uma haste principal 

denominada 5B-SL3.2 foi identificada dentro de um grande elemento cruciforme chamado de 

5B-SL3. O laço superior do 5B-SL3.2 interage com a haste principal na cauda X, sugerindo a 

formação de um pseudoknot na região final 3’ do genoma do HCV essencial para replicação 
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viral. Um pseudoknot é uma estrutura secundária de RNA contendo duas hastes principais na qual 

a primeira alça forma parte da segunda haste (Moradpour et al. 2007). 

A tradução do RNA do HCV resulta na formação de uma poliproteína precursora que 

sofre processamento proteolítico co- e pós- tradução mediado por proteases virais e da célula 

hospedeira para dar origem às proteínas estruturais (core, E1, E2 e p7) e não-estruturais (NS2, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B). As proteínas estruturais e o polipeptídeo p7 são processados 

no retículo endoplasmático (RE) através de peptidases. As proteínas não-estruturais são 

processadas por duas proteases virais: protease NS2-3 e a serino protease NS3-4A (Moradpour et 

al. 2007). 

 

1.4-Estrutura e função das proteínas virais 

 

1.4.1- Proteínas estruturais 

 

A proteína core possui estrutura α-helicoidal, sendo encontrada nas membranas do RE 

dentro de redes membranosas e na superfície de resíduos de lipídios (Boulant et al. 2006). 

Existem evidências de que a interação da proteína core com os resíduos de lipídios pode afetar o 

metabolismo lipídico, contribuindo para o desenvolvimento de esteatose hepática, que ocorre 

principalmente em pacientes infectados com o genótipo 3 (Asselah et al. 2006). Esta proteína tem 

papel fundamental na formação do nucleocapsídeo, na modulação do gene de transcrição, na 

proliferação celular, morte celular e nos mecanismos de sinalização celular (Murphy et al. 2007). 

As proteínas E1 e E2 são glicosiladas constituindo um complexo não-covalente 

responsável pela formação do envelope do HCV e têm papel importante na entrada do vírus na 

célula (Moradpour et al.2007).  

A proteína p7 é formada por duas α-hélices transmembrana, TM1 e TM2, conectadas por 

uma alça voltada para o citoplasma. É uma proteína integral de membrana, hidrofóbica, 

localizada entre a região estrutural e não-estrutural do HCV. Sua função consiste em um íon 

oligomérico presente na formação do canal iônico capaz de mediar o fluxo de cátions através das 

membranas artificiais. O HCV também depende da função da proteína p7 para montagem, 

liberação e produção de vírions infecciosos para célula hepática, porém acredita-se que esta 

proteína não tenha função na replicação viral (Khaliq et al. 2011). 
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1.4.2- Proteínas não-estruturais 

 

A proteína NS2 desempenha um papel central na montagem da partícula viral. Popescu et 

al. (2011) demonstraram que a NS2 se acumula em estruturas derivadas das membranas do 

retículo endoplasmático e, juntamente com as glicoproteínas do envelope e componentes do 

complexo de replicação viral, ficam muito próximas às proteínas core e gotículas de gordura, 

localização esta essencial para a montagem da partícula viral. Essas observações parecem indicar 

que a NS2 atrai as proteínas do envelope viral para o sítio de montagem do vírus, e tem de 

promover a interação entre as demais proteínas não-estruturais para a montagem da partícula 

viral. 

A proteína NS3-4A apresenta função de serino protease em seu terço inicial da região N-

terminal, e função de RNA helicase/NTPase nos dois terços da região C-terminal. O polipeptídio 

NS4A funciona como um cofator da serina protease NS3 (Moradpour et al.2007). É responsável 

pela clivagem da poliproteína viral nas junções NS3-4A, NS4A4B, NS4B5A e NS5A5B, e de 

duas proteínas adaptadoras da resposta imune da célula hospedeira, TRIF e MAVS. Dessa forma, 

é um dos principais alvos terapêuticos (Romano et al. 2011).  

A proteína NS4B desencadeia a formação específica do rearranjo das membranas 

vesiculares que constituem a rede membranosa, correspondendo ao complexo replicativo do 

HCV. No entanto, o mecanismo de indução vesicular ainda é desconhecido (Paul et al. 2011). 

A proteína NS5A é uma fosfoproteína com múltiplas funções que pode ser encontrada nas 

formas basal e hiperfosforilada. A fosforilação é um processo altamente regulado por várias 

proteínas quinases celulares (Moradpour et al. 2007). Está localizada normalmente na membrana 

do retículo endoplasmático e acredita-se que faça parte de um componente do complexo de 

replicação viral compreendido entre NS2 e NS5B, também chamado de replicase. Possui uma 

região onde foram identificadas mutações chamada de região determinante da sensibilidade ao 

interferon (ISDR), que foi relacionada à eficiência do tratamento com interferon α. Está 

envolvido na modulação do ciclo celular, apoptose e via de resposta ao estresse, assim como nas 

vias de sinalização (Huang et al. 2007). 

A proteína NS5B possui atividade RdRp, essencial para replicação do genoma viral e, 

assim, vem se constituindo também em um alvo intensamente estudado para terapia anti-HCV 

(Ferrari et al. 2008).  
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1.5-Diversidade genética 

 

A infecção pelo HCV é altamente dinâmica, com o tempo de meia-vida viral de apenas 

poucas horas produzindo 1012 vírions por dia no indivíduo. A alta atividade replicativa associada 

à RNA polimerase viral dependente de RNA desmovida de alta fidelidade durante o processo de 

replicação, é a base para a alta variabilidade genética do HCV (Moradpour et al. 2007). O Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (International Committee on Taxonomy of Virus ou ICTV) 

classifica o HCV em seis grandes genótipos (1-6), subdivididos em subtipos (1a, 1b, 1c..., 2a, 2b, 

2c..., 3a, 3b, 3g, 3k, 4a, 4c, 4d..., 5a, 6a, 6b, 6c...). A recombinação entre os diversos genótipos 

também trouxe implicações para a classificação, com a existência de quarenta termos específicos, 

como HCV cepa M21-2K/1b, HCV Recombinante quimérico 1b/2a 432/JFH-1, HCV 

Recombinante DBN-JFH1, entre outros. E existem, até o momento, vinte e sete tipos isolados do 

HCV não classificados denominados HCV (isolado EC1), HCV (isolado EC10), HCV (isolado 

Glasgow), entre outros (ICTV 2011). Os seis genótipos diferem em 30-35% dos sítios de 

nucleotídeos quando comparadas sequências completas do genoma. A diferença na composição 

genômica dos subtipos é de 20 a 25%. A variabilidade é mais frequente nos genes estruturais em 

relação aos não-estruturais ou das regiões não-codificantes (Irshad et al. 2010). A identificação 

genotípica tem importância fundamental para definição da terapia, estabelecimento da dose 

terapêutica e do tempo de tratamento (Simmons et al. 2005). 

 

1.6- Aspectos clínicos 

 

Uma vez que o indivíduo é infectado com o HCV, o vírus é transportado na corrente 

sanguínea até o fígado onde ocorre a replicação. A viremia ocorre em associação à ausência ou 

presença de poucos sintomas, e raros são os casos de hepatite aguda fulminante. Geralmente, os 

pacientes não eliminam o vírus naturalmente, de modo que a infecção pelo HCV evolui para 

infecção persistente (Dwyre et al. 2011).  

O HCV RNA pode ser detectado no sangue com 1-3 semanas após a exposição inicial. 

Dentro de 4-12 semanas, a lesão das células do fígado se traduz pela elevação da alanina 

aminotransferase (ALT). A infecção aguda pode ser grave, mas raramente é fulminante. Os 

sintomas são incomuns, mas podem incluir mal estar, fraqueza, anorexia e icterícia. Geralmente, 
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desaparecem depois de várias semanas assim como ocorre o declínio dos níveis de ALT (NIH 

2002). 

A persistência da infecção pelo HCV, diagnosticada por pelo menos seis meses, 

caracteriza a infecção crônica. Entre 60 a 80% das pessoas infectadas desenvolvem a infecção 

crônica. A sequela mais importante desta fase é a fibrose hepática progressiva, podendo levar 

cirrose hepática, doença hepática em estágio terminal e carcinoma hepatocelular (NIH 2002). 

Os pacientes com hepatite C crônica podem apresentar manifestações extra-hepáticas ou 

síndromes consideradas de origem imunológica, como sintomas reumatoides, ceratoconjuntivite 

seca, líquen plano, glomerulonefrite, linfoma e crioglobulinemia mista. Também está relacionado 

com porfiria cutânea tarda e depressão (NIH 2002). 

 

1.7- Epidemiologia 

 

A hepatite C é reconhecida nos dias atuais como uma doença de importância global, pois 

afeta todos os países do mundo, sendo um dos principais problemas de saúde pública que requer 

intervenções para prevenção e controle (Lavanchy 2011). A transmissão ocorre por meio de 

sangue infectado, principalmente pela via parenteral, sendo a transmissão sexual e a vertical 

(perinatal) pouco frequente (Brasil 2010b). São consideradas populações de risco acrescido: 

indivíduos que receberam transfusão de sangue e/ou hemoderivados antes de 1993; usuários de 

drogas injetáveis (cocaína, anabolizantes, complexos vitamínicos) ou inaláveis (cocaína) ou 

pipadas (crack); pessoas que compartilham ou utilizam instrumentos não esterilizados para 

realização de piercings, tatuagem e manicure, além de objetos para higiene pessoal (escovas de 

dente, lâminas de barbear e de depilar etc.). 

Estudos prospectivos mostraram que 80% dos casos de hepatite C aguda evoluem para 

infecção crônica; desses, 10-20% desenvolverão complicações para doença crônica hepática, 

como a cirrose hepática e 1-5% desenvolverão câncer hepático (Di Bisceglie et al. 1991; 

Fattovich et al. 1997; Kiyosawa et al. 1990; Seeff et al. 1992; Global Burden of Hepatitis C 

Working Group 2004). A hepatite C crônica está associada ao desenvolvimento de carcinoma 

hepatocelular em muitas regiões do mundo (WHO 1996) e representa a principal causa de 

indicação de transplante de fígado (Brasil 2010b). São diagnosticados mais de 500.000 novos 

casos de câncer hepático por ano, sendo 22% (>100.000) atribuídos à infecção pelo HCV (WHO 

1996). Até o presente momento, não existe vacina contra a hepatite C (Brasil 2010b). 
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A avaliação da prevalência e das formas de transmissão da hepatite C permitem que as 

autoridades de cada nação possam priorizar as medidas preventivas e fazer uso mais adequado 

dos recursos disponíveis. Existem muitas perguntas não respondidas sobre os papéis dos fatores 

de risco e das condições de vida que podem estar associados com a propagação do HCV nas 

diversas regiões do mundo. Estudos epidemiológicos sobre o papel dos fatores de risco potenciais 

têm mostrado grandes variações geográficas com implicações importantes para populações 

locais, programas de prevenção e controle em potencial. Também devem ser mais bem estudados 

o papel da coinfecção do HCV com outras doenças sexualmente transmissíveis como HIV/Aids, 

infecção por clamídia e sífilis (Lavanchy 2011; Martins et al. 2011). 

A distribuição mundial do HCV ocorre entre pessoas de diferentes etnias, sexos e faixas 

de idade. O reflexo sócio-econômico da infecção pelo HCV não foi estabelecido na maioria dos 

países, mas as consequências da hepatite C crônica, do estágio terminal de cirrose hepática e do 

carcinoma hepatocelular, têm mostrado um impacto cada vez maior nos sistemas nacionais de 

saúde (Adler et al. 2002). 

A maioria dos casos de infecção aguda pelo HCV é assintomática (60-70%) e, portanto, 

os dados sobre a incidência da infecção aguda são escassos. Assim, as estimativas atuais são 

baseadas em dados de soro prevalência publicados em revisões de literatura, onde 130 a 170 

milhões de pessoas, ou 2 a 3% da população mundial, podem estar cronicamente infectados pelo 

HCV (Hepatitis C 2000; Shepard et al. 2005; Hepatitis C 1997; Lavanchy 2011; Martins et al. 

2011). 

A estimativa da prevalência de indivíduos com infecção crônica na Austrália e Oceania é 

de 400.000 casos. São estimados mais de 14 milhões nas Américas, 16 milhões no Oriente 

Médio, 17,5 milhões na Europa, 28 milhões na África e 83 milhões na Ásia (Figura 1.5). Os 

dados publicados sugerem que a maioria das populações nas Américas, Europa Ocidental e 

Sudeste da Ásia apresentam soro prevalência de anticorpos anti-HCV de 2,5%. Já no Leste da 

Europa a taxa de anti-HCV varia entre 1,5-5%; para a região do Pacífico Ocidental varia entre 

2,5-4,9%; e para Oriente Médio e Ásia Central as taxas vão de 1% a maior que 12%. Em termos 

absolutos (Tabela 1.1), a maioria das pessoas infectadas reside no Centro/Sudeste da Ásia e na 

região do Pacífico Ocidental (Lavanchy 2011).  
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Figura 1.5- Prevalência global de hepatite C em 2010 (Lavanchy 2011) 

 

Quadro 1.1- Prevalência regional de hepatite C em 2010 estimada com base na detecção de 

anti-HCV em diferentes regiões do mundo (Lavanchy 2011) 

Região Anti-HCV (%) N° de infectados pelo HCV 

África 3,2 28.100.000 

Américas 1,5 14.000.000 

Ásia 2,1 83.000.000 

Austrália e Oceania 1,2 400.000 

Europa 2,3 17.500.000 

Oriente Médio 4,7 16.000.000 

Total 2,35 159.000.000 

 

O Brasil é um país de dimensões continentais e com grandes variações demográficas, 

sociais e culturais entre suas diferentes macroregiões. A partir do ano de 1996, as hepatites virais 

foram incluídas na lista de doenças de notificação compulsória. Desde então, a coleta de dados 

sobre a ocorrência dessas doenças passou a compor as ações de vigilância epidemiológica. Para 

tal, foi adotado o critério de caso confirmado segundo o Ministério da Saúde, ou seja, aquele em 

que o indivíduo preenche as condições de caso suspeito e que apresente anti-HCV reagente e 

HCV-RNA detectado em amostra de soro ou plasma. O Boletim Epidemiológico de Hepatites 

Virais, publicado em 2010(a), apresenta o levantamento realizado no Brasil no período de 1999 a 

2009. Foram registrados 132.950 casos reagentes para anti-HCV (Anexo 8.1), sendo que 60.908 

casos apresentaram tanto anti-HCV reagente como HCV-RNA detectado. Do total de casos 

confirmados, 69,3% (42.221) são residentes da região sudeste, que apresenta, desde 2002, as 

maiores taxas de detecção, com o mesmo padrão observado na região sul que ocupa a segunda 
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posição. Em 2009, a taxa de casos confirmados para o Brasil foi de 5,1 casos por 100 mil 

habitantes, com pouca variação desde 2006. A região sudeste apresentou o maior número de 

casos (6.620) e a maior taxa de detecção (8,2) em 2009 (Figuras 1.6 e 1.7). Dos estados 

brasileiros, o Acre exibiu a maior taxa em 2009 sendo 22,7 casos por 100 mil habitantes, 

superando os estados de São Paulo (14,2) e Rio Grande do Sul (10,4). O Rio de Janeiro 

apresentou a menor taxa da região sudeste, com 1,3 casos por 100 mil habitantes (Anexo 8.2). De 

1999 a 2009, foram confirmados 37.147 casos de infecção pelo HCV no sexo masculino e 23.748 

casos no sexo feminino (Anexo 8.3). Observou-se que a razão 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 detecção de hepatite C por Unidade Federativa de residência, Brasil, 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções 

intercensitárias (1981 a 2009). Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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Figura 1.7- Taxa de detecção de hepatite C (por 100.000) hab. segundo região de residência por ano de 

notificação. Brasil, 1999 a 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções 

intercensitárias (1981 a 2009). Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 

 

 

 

Figura 1.8- Taxa de detecção de hepatite C (por 100.000 hab.) segundo sexo por ano de notificação e razão 

de sexos. Brasil, 1999 a 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções 

intercensitárias (1981 a 2009). Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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O anexo 8.4 apresenta os casos confirmados de hepatite C, segundo sexo e faixa etária. De 

1999 a 2009, observou-se que do total de casos confirmados do sexo masculino (37147), a maior 

proporção, 55,7%, encontrava-se na faixa etária de 40 a 59 anos de idade. Para o sexo feminino, a 

faixa etária de 40 a 59 anos de idade representou 49,7% dos casos. Com relação às taxas de 

detecção para ambos os sexos, as maiores taxas, em 2008 e 2009, foram registradas na faixa 

etária de 50 a 59 anos de idade (Figura 1.9). 

 

Figura 1.9- Taxa de detecção de hepatite C (por 100.000 hab.) segundo faixa etária e sexo. Brasil, 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções 

intercensitárias (1981 a 2009). Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 

 

Em relação às formas clínicas dos casos confirmados, os maiores percentuais foram da 

forma crônica da doença (Anexo 8.5), onde aproximadamente 98% foram registrados nas faixas 

etárias a partir de 20 anos. Já em relação às prováveis fontes/mecanismos de infecção dos casos 

confirmados de infecção pelo HCV, apesar do alto percentual de ignorados (42,9%), observou-se 

que as maiores proporções de casos foram relacionadas ao uso de drogas (17,6%), transfusão de 

sangue e/ou hemoderivados (15,9%) e transmissão sexual (9%) (Figuras 1.10 e 1.11; Anexo 8.6). 
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Figura 1.10- Distribuição percentual dos casos de hepatite C segundo definição da provável 

fonte/mecanismo de infecção por ano de notificação. Brasil, 1999 a 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 

 

Figura 1.11- Distribuição percentual dos casos de hepatite C segundo provável fonte/mecanismo de infecção 

por ano de notificação. Brasil, 1999 a 2009 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; Casos notificados no SINAN até 31 de dezembro de 

2009. Dados preliminares para 2009. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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1.8- Diagnóstico 

 

O diagnóstico diferencial e a monitorização da infecção pelo HCV são baseados na 

utilização de marcadores virológicos diretos e indiretos. Na prática clínica, quatro marcadores são 

usados, sendo três diretos - detecção do antígeno core do HCV, detecção e quantificação do RNA 

viral, genotipagem, e um indireto - detecção do anticorpo anti-HCV total. No entanto, é 

necessário conhecer a cinética da infecção pelo HCV para fazer uso apropriado desses 

marcadores. O período de janela imunológica (Figura 1.12) foi estimado em aproximadamente 60 

dias e é caracterizado pela capacidade de detectar o antígeno core e o RNA do HCV, e pela 

ausência de anticorpos anti-HCV circulantes ou detectáveis. Os anticorpos anti-HCV aparecem 

em média 2-8 semanas após a fase aguda da infecção e tendem a persistir por toda vida (Busch et 

al. 2005). 

 

 

Figura 1.12- Cinética dos marcadores sorológicos durante a fase aguda (a) e crônica (b) da infecção pelo 

vírus da hepatite C (Chevaliez 2010) 
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A detecção e eventual quantificação de anticorpos específicos presentes em fluidos 

corporais são feitas utilizando-se ensaios imunoenzimáticos (EIEs). Antígenos recombinantes são 

fixados em poços de microplacas, pequenas esferas ou artifícios específicos usados para capturar 

anticorpos circulantes. A presença de anticorpos é revelada por anti-anticorpos ligados à enzima 

que catalisa a transformação do substrato em um composto colorido. A razão da densidade ótica 

(D.O.) da reação (D.O. da amostra dividida pela D.O. do controle interno) é proporcional a 

quantidade de anticorpos presente na amostra. Os EIEs são baratos, de fácil uso, podem ser 

automatizados e facilmente adaptados para grande volume de testes (Chevaliez 2010). 

O antígeno core do HCV pode ser detectado em amostras de sangue periférico. Estudos 

com diferentes ensaios para o antígeno core mostraram que o nível de antígeno é equivalente à 

quantidade de RNA viral determinado por técnicas de biologia molecular (Bouvier-Alias et al. 

2002; Park et al. 2010). A quantificação do antígeno core pode ser considerada uma alternativa 

para a determinação da quantidade de RNA viral, pois é de fácil execução por EIE, de menor 

custo e menos propensa à contaminação cruzada da amostra em relação aos métodos moleculares 

baseados na amplificação de um alvo. Porém, a detecção do antígeno core mostrou-se ser menos 

sensível que a detecção do RNA viral, e a razão entre antígeno core e RNA viral pode variar 

ligeiramente de um indivíduo para outro. Isto pode ocorrer devido à presença de antígeno core 

tanto no vírion quanto no RNA livre das proteínas estruturais do vírus presente na circulação 

periférica (Bouvier-Alias et al. 2002). A quantificação do antígeno core pode ser usada para 

monitorar a carga viral dos pacientes em tratamento para hepatite C crônica, incluindo a 

avaliação do nível de replicação viral e avaliação da resposta à terapia medicamentosa (Ross et 

al. 2010; Moscato et al. 2011). Também pode ser usado como alternativa ao teste molecular para 

triagem de doadores de sangue, órgão, tecidos e células para infecção aguda (Miedouge et al. 

2010).  

A primeira geração de EIE detectava apenas anticorpos contra antígeno representado a 

região NS4 do HCV com o uso do antígeno recombinante c100-3. Com o desenvolvimento da 

segunda geração de testes, foram adicionados antígenos representando a região core (C22-3), 

além da região NS3 (c33c) e uma parte do c100-3 (chamado 5-1-1) da região NS4. A terceira 

geração incluiu um antígeno adicional representando a região NS5 e uma reconfiguração dos 

antígenos core e NS3 (Kesli et al.; 2009). Esses avanços tecnológicos propiciaram um aumento 

significativo da sensibilidade do teste de 80% da primeira geração para 98% (Cao et al. 2011) e 

uma redução da janela imunológica de 82 para 66 dias (Laperche et al. 2005).  
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Há pouco mais de seis anos, foi desenvolvido o ensaio combinado que detecta 

mutuamente anticorpos anti-HCV e antígenos do core viral (Chevaliez 2010). Os ensaios 

combinados detectam a infecção aguda do HCV vinte e sete dias antes do ensaio de 3º geração 

para detecção de anticorpos. No entanto, são menos sensíveis que o ensaio molecular para 

detecção do HCV RNA. Apresentam sensibilidade de 100% e especificidade igual ou maior que 

99,5% (Bio-Rad, França; Abbott, África do Sul) e, portanto, representam uma alternativa para o 

diagnóstico da infecção aguda pelo HCV e para triagem sorológica quando as tecnologias 

baseadas em ácido nucleico não estão disponíveis (Laperche et al. 2005). 

A presença de HCV RNA no sangue periférico é um marcador de replicação viral. O 

HCV RNA pode ser detectado de 1 a 3 semanas após a infecção, e aproximadamente um mês 

antes do aparecimento de anticorpos anti-HCV. A presença de HCV RNA por mais de seis meses 

caracteriza uma infecção crônica (Pawlotsky 2002).  

A detecção e quantificação do HCV RNA são obtidas por duas categorias de técnicas de 

biologia molecular: amplificação do alvo, como a reação em cadeia de polimerase (PCR), e a 

amplificação do sinal, como o ensaio de DNA ramificado. A técnica de escolha para a prática 

clínica é a PCR em tempo real, por ser mais sensível que a PCR clássica, com limite de detecção 

na ordem de 10-15 UI/mL e faixa superior de quantificação de 7-8 log10 UI/mL. Esse ensaio não 

produz resultados falso-positivos devido a contaminações e pode ser totalmente automatizado 

(Chevaliez 2010). Aplica-se ao diagnóstico da infecção crônica do HCV para indicar os pacientes 

que necessitam de terapia anti-retroviral, bem como monitorar a resposta virológica durante a 

terapia antiviral (Pawlotsky 2002). A análise da sequência do genoma viral é geralmente baseada 

no sequenciamento direto, sendo realizada por sequenciamento do fragmento amplificado ou 

hibridização reversa que identifica nucleotídeos específicos. O método de referência é a análise 

filogenética da sequência gerada após amplificação por PCR da porção do genoma viral com a 

sequência de referência. A determinação do genótipo viral é necessária para definir o tipo e a 

duração do tratamento, assim como, a taxa de resposta virológica (Chevaliez 2010). 

 

1.9-Uso de amostras de sangue coletado em papel de filtro 

 

O diagnóstico da infecção pelo HCV é baseado em métodos sorológicos e técnicas de 

biologia molecular aplicados em amostras de soro ou plasma humano (Brandão et al. 2001). 

Entretanto, a coleta de sangue para obtenção do soro ou plasma requer punção venosa e necessita 
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de pessoal treinado e infraestrutura para ser realizada dentro das condições de biossegurança. 

Além disso, a coleta de sangue é bastante difícil em grupos com acesso venoso difícil, tais como: 

idosos, usuários de drogas e crianças.  

O sangue coletado em papel de filtro (SCPF) pode ser preparado aplicando-se 

cuidadosamente poucas gotas de sangue fresco coletado por punção digital com lanceta em um 

papel de filtro absorvente. O sangue é saturado no papel, seco a temperatura ambiente e enviado 

dentro de um envelope para o laboratório. É estável por várias semanas e pode ser transportado a 

temperatura ambiente (Abe e Konomi 1998). Esta técnica requer um volume de amostra menor, é 

menos invasivo, é de fácil de armazenamento e transporte (Lin et al. 2011). Em 1963, Guthrie e 

Suzi introduziram o uso de SCPF para a detecção de fenilcetonúria em recém-nascidos. Depois, o 

SCPF passou ter uma ampla aplicabilidade em estudos epidemiológicos para triagem e 

monitoramento de doenças infecciosas (Parker e Cubitt 1999; Cassol et al. 1992); na detecção de 

biomarcadores como hormônios, proteína C reativa, marcadores da inflamação (Kapur et al. 

2008; Skogstrand et al. 2005); anticorpos contra vários vírus, como o vírus da imunodeficiência 

humana (Castro et al. 2008), rubéola (Punnarugsa e Mungmee 1991; Helfand et al. 2001,Helfand 

et al. 2007; Karapanagiotidis et al. 2005), sarampo (Helfand et al. 2001; Ridell et al. 2002; 

Mercarder et al. 2006), HTLV (Parker et al. 1995), vírus Epstein-barr (Fachiroh et al. 2008) e 

hepatites virais (Villa et al. 1981; Gil et al. 1997; Tappin et al. 1998; De Almeida et al. 1999; 

McCarron et al. 1999; Desbois et al. 2009); no diagnóstico de anemia falciforme (Jinks et al. 

1989) e, mais recentemente, passou a ser utilizado no monitoramento de medicamentos, estudos 

toxicológicos, farmacodinâmicos e farmacocinéticos (Edelbroek et al. 2009; Barfield et al. 2008; 

Spooner et al. 2009). 

No Brasil, o SCPF foi introduzido pelo pediatra Benjamin J. Schmidt, em 1976, para o 

diagnóstico de desordens metabólicas congênitas em recém-natos. Em 1992, o teste se tornou 

obrigatório em todo o país por meio da Lei Federal n° 326 (1992). Para que a lei fosse cumprida, 

o Ministério da Saúde (MS) publicou a Portaria n° 822 (2001) criando o Programa Nacional de 

Triagem Neonatal. Em 2009, o uso deste tipo de amostra foi aprovado pelo MS por meio da 

Portaria n° 151 (2009) para detecção de anticorpos anti-HIV, possibilitando maior acesso ao 

diagnóstico em populações remotas.  

Vários estudos sobre o desempenho de ensaios para detecção de anticorpos contra o HCV 

e HCV RNA demonstraram que o SCPF é uma alternativa possível e reprodutiva para o 

diagnóstico da infecção pelo HCV (Parker et al. 1997; Parker e Cubitt 1999; Croom et al. 2006; 
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Abe e Konomi 1998; Solmone et al. 2002; Montebugnoli et al. 1999; Tuaillon et al. 2010). Em 

todos os casos, os conjuntos de diagnósticos foram adaptados de forma diferente para uso de 

amostras de SCPF e em populações diferentes. De acordo com os estudos recentes de Tuaillon et 

al. (2010), em uma população de 200 pacientes de uma unidade hospitalar, o EIE para detecção 

de anticorpos obteve taxas de sensibilidade e especificidade de 99% e 98% respectivamente (95% 

de intervalo de confiança), o limite de detecção variou em torno da diluição 1/512 (1/64-1/4.096) 

e as amostras se mantiveram estáveis durante 2 dias a temperatura ambiente, sendo recomendada 

a refrigeração para maiores períodos de tempo. Este estudo também contemplou a detecção, 

quantificação e genotipagem do HCV RNA.  

Apesar dos excelentes resultados, à medida que se faz uso de ensaios comerciais de 

fabricantes diferentes, novos estudos são necessários para avaliar se a adaptação realizada se 

aplica da mesma forma e apresenta o mesmo desempenho. Além disso, não existem informações 

sobre o desempenho de EIE com detecção combinada de antígeno e anticorpo para o HCV em 

SCPF, limitando o uso de um recurso importante para um país onde os testes moleculares não são 

acessíveis para todos. 

Os estudos de estabilidade dos marcadores da infecção pelo HCV em SCPF disponíveis 

na literatura não se enquadram no perfil do Brasil, pois as amostras obtidas em nosso país são 

oriundas de áreas remotas onde temperaturas e índices de umidade são elevados e o período entre 

coleta e destino final pode alcançar 30 dias ou mais.  

Por estes motivos, torna-se necessário a adaptação de testes de diagnóstico da infecção 

pelo HCV em amostras de SCPF para facilitar a realização de estudos epidemiológicos e o acesso 

ao diagnóstico em áreas distantes do laboratório.  



 

 

 

 

2- OBJETIVOS 

 

2.1- Geral 

 

Adaptar métodos imunoenzimáticos de diagnóstico da hepatite C para uso em amostras de 

sangue coletado em papel de filtro. 

 

2.2- Específicos 

 

A- Estabelecer as melhores condições para realização do teste de detecção de anticorpos 

anti-HCV e detecção silmuntânea de antígenos e anticorpos anti-HCV em amostras de sangue 

coletadas em papel de filtro, segundo os parâmetros: tipo de tampão de eluição da amostra, 

volume de tampão de eluição, volume de amostra, tempo de incubação da amostra, e valor do 

ponto de corte; 

B- Padronizar a detecção de anticorpos anti-HCV e de antígenos e anticorpos anti-HCV 

em amostras de sangue coletado em papel de filtro usando ensaios imunoenzimáticos comerciais 

e avaliar os parâmetros de sensibilidade, especificidade,concordância, valor preditivo positivo e 

negativo e precisão intraensaio (repetitividade) e interensaio (reprodutibilidade); 

C- Avaliar a estabilidade das amostras de sangue coletado em papel de filtro em diferentes 

condições ambientais, incluindo temperaturas (22-26ºC, 2-8°C e -20°C) e períodos de 

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

 

 

 



 

 

 

 

3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho está inserido no projeto “Avaliação da estabilidade de marcadores para 

hepatites B e C em sangue coletado em papel de filtro”, o qual foi aprovado pela Comissão de 

Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz, segundo resolução 196/96, sob n° 459/2008 

(Anexo 8.7). Também foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa do Hospital Federal dos 

Servidores do Estado, sob o nº 000.420, em 25/02/2011, com o título: “Adaptação de ensaios 

imunoenzimáticos comerciais para o diagnóstico da infecção pelo vírus de hepatite C em 

amostras de sangue coletado em papel de filtro” (Anexo 8.8). 

 

3.1- Desenho do estudo 

 

Estudo transversal. 

 

3.2- Amostra populacional 

 

A amostra foi dimensionada de acordo com o mínimo requerido para padronização de um 

teste com 99% de eficiência. A coleta de 100 amostras foi realizada de forma consecutiva. No 

entanto, devido ao baixo número de amostras reativas para anti-HCV foi necessário continuar a 

coleta. 

Participaram do estudo candidatos considerados aptos à doação de sangue no Serviço de 

Hemoterapia do Hospital Federal dos Servidores do Estado (HFSE), após passarem por uma 

triagem clínica e hematológica, reduzindo as chances de serem portadores de alguma patologia. 

Ainda assim, todas as amostras coletadas foram analisadas e classificadas de acordo com o 

resultado obtido para pesquisa de anticorpo anti-HCV. Os critérios de inclusão no estudo foram 

adequados aos critérios de inclusão estabelecidos pelo Serviço de Hemoterapia / HFSE para 

doadores de sangue, disponíveis em http://www.hse.rj.saude.gov.br/cidadao/clin/hemote.asp). 

São eles: ser de qualquer um dos sexosqualquer raça, ter idade variando entre 18 e 60 anos. 
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Os critérios de exclusão adotados também foram em concordância com os requisitos 

estabelecidos para a doação de sangue: ser portador de algum tipo de patologia, pesar menos de 

50 Kg, estar grávida ou amamentando, ser usuário de drogas, ter tido contato sexual com pessoas 

que tenham comportamento de risco, intercorrências durante a doação de sangue que 

inviabilizasse a coleta da amostra como - o doador não ter veia acessível, perda do acesso venoso, 

e queda da pressão arterial- e, a não concordância com os termos do consentimento livre e 

esclarecido. Neste grupo houve a participação de 132 indivíduos que foram informados sobre o 

projeto e concordaram com a participação na pesquisa, tendo em seguida assinado o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 8.9), conforme resolução nº 01, de 13 de junho 

de 1988 do Conselho Nacional de Saúde – Ministério da Saúde. 

Participaram também do estudo pacientes com suspeita ou sabidamente portadores da 

infecção pelo HCV, que procuraram atendimento no Ambulatório de Hepatites Virais do 

Laboratório de Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ) e Ambulatório de Gastroenterologia do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ), além de profissionais de saúde 

de um hospital privado de Petrópolis (RJ). Todas as amostras de sangue coletadas foram 

analisadas e classificadas de acordo com o resultado obtido para pesquisa de anticorpos anti-

HCV. Os critérios de inclusão no estudo foram: qualquer um dos sexos, qualquer raça, ter idade 

variando entre 18 e 60 anos e ter a suspeita de estar infectado pelo HCV [histórico clínico 

sugestivo, comportamento de risco para doenças infectocontagiosas ou histórico familiar de 

infecção por HCV para os pacientes do Ambulatório de Hepatites Virais do Laboratório de 

Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ) e do Ambulatório de Gastroenterologia do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ)]. Os critérios de exclusão no estudo 

foram: ocorrência de intercorrência durante a coleta da amostra, como: não ter veia acessível, 

perder a veia durante a coleta e não concordância com os termos do consentimento livre e 

esclarecido. Neste grupo participaram 47 pacientes com infecção crônica pelo HCV e 232 

profissionais de saúde. Todos os indivíduos participantes foram informados sobre o projeto e 

concordaram com a participação na pesquisa, tendo assinado o TCLE (Anexo 8.9), conforme 

resolução nº 01, de 13 de junho de 1988 do Conselho Nacional de Saúde – Ministério da Saúde.  
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3.3- Coleta e preparo das amostras biológicas 

 

De todos os participantes do estudo foi coletada uma amostra de sangue venoso (8 mL) 

por punção venosa periférica. Para evitar expor o voluntário a duas ou mais punções consecutivas 

(McCarron et al. 1999), quatro gotas de sangue (aproximadamente 75 µL) foram transferidas para 

o papel de filtro (Whatman 903) até o preenchimento total de quatro círculos de 12,5 mm de 

diâmetro, o equivalente a aproximadamente 24 µL de soro (Steger et al. 1990; McDade et al. 

2007; Melgaço et al. 2011). Alternativamente, foi realizada punção capilar para coleta do sangue 

em papel de filtro. 

As amostras de sangue coletado em papel de filtro foram mantidas a temperatura 

ambiente por 4 horas, e depois foram armazenadas em freezer à temperatura de -20°C, 

acondicionadas em saco plástico resistente e hermeticamente fechado com um envelope 

dessecante até o momento da extração do eluato (Melgaço et al. 2011).  

As amostras de sangue coletado por punção venosa periférica foram centrifugadas a 

1701,28 x g em centrífuga Biofuge® Primo, Thermo Scientific, EUA (3500 rpm, raio médio 124 

mm) à temperatura de 25ºC durante 10 minutos. O soro (sobrenadante) obtido foi acondicionado 

em microtubo de 1,5 mL previamente identificado e armazenado à temperatura de -20ºC até a 

realização das análises (Figura 3.1).  
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Figura 3.1- Coleta e preparo das amostras (Fonte: Laboratório de Referência Nacional de Hepatites Virais - 

LRNHV) 

 

Para preparar o eluato, um disco de 3 mm de papel de filtro foi recortado, transferido para 

um microtubo e incubado por 18 a 24 horas com 300 µL do tampão de eluição à temperatura de 

2-8ºC (McCarron et al. 1999). Após incubação, uma ponteira de pipeta foi utilizada para 

transferir o disco e o tampão de eluição para o sistema de centrifugação correspondente. O 

sistema consistiu em um tubo de centrífuga de 15 mL de capacidade para conter um microtubo e 

uma seringa de 3 mL sem o êmbolo . As amostras foram centrifugadas a 1249,92 x g em 

centrífuga Biofuge® Primo, Thermo Scientific, EUA (3000 rpm, raio médio 124 mm) à 

temperatura ambiente de 25°C por 5 minutos. Os microtubos contendo os eluatos foram 

removidos do interior do tubo da centrifuga utilizando uma ponteira de pipeta e estocados a -

20°C até o momento de uso (Figura 3.2) (Mercader et al. 2006). 

 

Sangue venoso Sangue capilar 

 
Preparo das amostras em tubo 

Falcon 15mL e seringa 3mL  

Centrifugação 

3000rpm 5min. 

Corte em papel de filtro 

Eluição por 18-24h (diâmetro 

de 3mm e 300µl de tampão) 
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Figura 3.2- Procedimento de eluição do SCPF (Fonte: Laboratório de Referência Nacional de Hepatites Virais - 

LRNHV) 

 

3.4- Ensaios imunoenzimáticos 

 

As amostras de soro foram submetidas a dois ensaios imunoenzimáticos comerciais para 

detecção de anticorpos anti-HCV: HCV Ab  (Radim, Itália) e ETI-AB-HCVK-4  (DiaSorin, 

Itália); e a dois ensaios imunoenzimáticos comerciais para detecção simultânea de antígeno e 

anticorpos anti-HCV: MonolisaTM  HCV Ag-Ab ULTRA  (Bio-Rad, França) e Murex HCV 

Ag/Ab Combination(Abbott, África do Sul). 

 

 

 

Preparo do material                               300 µL do tampão de eluição no microtubo       Corte do papel de filtro             Transferência para microtubo de 1,5 mL 

Homogeneização                         Antes e após 18 a 24h de incubação a 2-8ºC     Tubo de 15 mL e seringa de 3 mL sem êmbolo Transferência do disco 3 mm      

Sistema pronto                                         Centrifugação a 3.000 rpm (1249,92 x g) por 5 minutos                     Eluato pronto para uso ou congelamento a -20ºC 
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3.5- Testes de detecção de anticorpos anti-HCV  

 

3.5.1- Princípio dos testes de detecção de anticorpos anti-HCV 

 

O teste de detecção de anticorpos anti-HCV HCV Ab baseia-se na ligação de anticorpos 

anti-HCV da amostra aos antígenos específicos do HCV, correspondente às regiões core e NS 

que codificam determinantes antigênicos mais conservados e imunodominantes (peptídeo core e 

peptídeos NS3, NS4 e NS5 recombinantes) que estão capturados na microplaca. Estes anticorpos 

se ligam aos anticorpos humanos policlonais (cabra), anti-imunoglobulinas G e M (IgG e IgM), 

conjugados com a enzima peroxidase de rábano (Horseradish peroxidase ou HRP) e em seguida, 

a peroxidase reage com o cromógeno (tetrametilbenzidina) / substrato (peróxido de hidrogênio), 

gerando um sinal óptico que é proporcional à quantidade de anticorpos anti-HCV presentes na 

amostra. O resultado final das amostras é dado em D.O. após leitura em espectrofotômetro. 

No teste de detecção de anticorpos anti-HCV ETI-AB-HCVK-4, as microplacas são 

revestidas com polipeptídios recombinantes das regiões estrutural e não-estrutural do HCV (não 

discriminado na bula do teste) que se ligam aos anticorpos presentes na amostra. Estes se ligam 

ao conjugado enzimático composto de anticorpos IgG monoclonal murinos anti-IgG humana 

conjugada com peroxidade de rábano (HRP). A peroxidase reduz quimicamente o substrato 

peróxido de hidrogênio que, por sua vez, oxida o cromógeno tetrametilbenzidina (TMB), gerando 

cor. A intensidade da coloração amarela é proporcional a quantidade de anticorpos presentes e 

medida por um espectofotômetro. 

 

3.5.2- Procedimento dos testes de detecção de anticorpos anti-HCV 

 

3.5.2.1- Teste HCV Ab 

 

Para o teste de detecção de anticorpos anti-HCV (Radim), a primeira microcavidade (A1) 

permanece vazia para ser o branco. Nas outras cavidades, adiciona-se 200 µl de controle negativo 

em triplicata (B1-D1), 200 µl do calibrador em duplicata (E1-F1)e 200 µl de controle positivo em 

uniplicata (G1). Nas demais microcavidades (colunas 2-12), adiciona-se 20 µl do diluente de 

amostra e 10 µl da amostra de soro (Figura 3.3). 



29 

 

 

 

 
Figura 3.3- Representação esquemática de microplaca do ensaio imunoenzimático HCV Ab (Radim, Itália) 

 

Em seguida, acrescenta-se 50 µl do diluente de ensaio em todas as microcavidades e 

procede-se a incubação por 45 minutos a 37ºC. Após a incubação, cada cavidade da microplaca é 

lavada 5 vezes com 350 µl de solução de lavagem (tampão de fosfato 10 mM a pH 7,0 +/-0,2, 

Tween 20 a 0,05% e Kathon GC a 0,05%). Em seguida, são adicionados 100 µl de conjugado 

enzimático em todas as microcavidades, exceto no branco, e realiza-se mais uma incubação por 

45 minutos a 37ºC. 

 

Após a incubação, repete-se o procedimento de lavagem e adiciona-se 100 µl do 

cromógeno/substrato em cada microcavidade, incluindo o branco. A microplaca é incubada por 

15 minutos a 18 a 24ºC, protegida da luz. Em seguida, a reação é interrompida com 100 µl de 

ácido sulfúrico em cada microcavidade  e a intensidade de cor da solução (amarelo) é medida em 

um espectrofotômetro com um filtro de 450nm com referência de 620-630nm (Figura 3.4). 
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Figura 3.4- Placa de teste imunoenzimático para detecção de anticorpo anti-HCV HCV Ab (Radim, Itália) 

 

3.5.2.1.a- Interpretação dos resultados: 

 

Um valor de ponto de corte (PC) permite que as densidades ópticas sejam interpretadas 

como resultado da presença ou ausência de anticorpos anti-HCV. Este valor é calculado usando a 

seguinte fórmula: CNX + 0,350, onde CNX é a média das D.O.s dos controles negativos. Uma 

amostra é considerada positiva se a absorbância da amostra é maior do que o valor do ponto de 

corte; e negativa se a absorbância da amostra é menor que o valor do ponto de corte. Uma 

amostra é considerada inconclusiva quando apresenta valores de absorbância 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 detecção de anticorpos anti-HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin), adiciona-

se 200 µL de diluente da amostra em todas as microcavidades. Em seguida, adiciona-se 20 µL de 

controle negativo em três microcavidades (B1-D1), 20 µl de controle positivo em duas 

Poço 
em 

Branco 

Controles 

Negativos 

Calibradores 

Controle 

Positivo 

Amostra de SCPF reagente 

Amostra de SCPF  

não-reagente 
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microcavidades (E1-F1) e 20 µL da amostra em cada uma das demais microcavidades (Figura 

3.5).  

 
Figura 3.5- Representação esquemática de microplaca do ensaio imunoenzimático ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, 

Itália) 

 

Na estapa seguinte, procede-se a incubação por 60 minutos a 37ºC. Após incubação, cada 

microcavidade da microplaca é lavada 5 vezes com 350 µl de solução de lavagem (a base de 

tampão PBS e Tween® 20 e conservantes). Segue-se a adição de 100 µl de conjugado enzimático 

em todas as microcavidades e incuba-se por 60 minutos a 37ºC. Após incubação, repete-se o 

procedimento de lavagem e adiciona-se 100 µl do cromógeno/substrato em cada microcavidade, 

incluindo o branco. A microplaca é incubada por 30 minutos a 18 a 24ºC, protegida da luz. Em 

seguida, a reação é interrompida com 100 µl de ácido sulfúrico em cada microcavidade e a 

intensidade de cor (amarelo) da solução é medida a 450 nm em espectrofotômetro, com filtro de 

referência de 620-630 nm (Figura 3.6). 
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Figura 3.6- Placa de teste imunoenzimático para detecção de Ac. Anti-HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, Itália) 

 

3.5.2.2.a- Interpretação dos resultados: 

 

Um valor do ponto de corte permite que as densidades ópticas sejam interpretadas como 

resultado da presença ou ausência de anticorpos anti-HCV. Este valor é calculado usando a 

seguinte fórmula: CNX + 0,500, onde CNX é a média das D.O.s dos controles negativos. Uma 

amostra é considerada positiva se a absorbância da amostra é maior do que o valor do PC; e 

negativa se a absorbância da amostra é menor que o valor do PC. Uma amostra é considerada 

inconclusiva quando apresenta valores de absorbância situados na faixa de ± 10% acima ou 

abaixo do PC. 

 

3.6- Teste de detecção simultânea de anticorpos anti-HCV e antígeno do HCV 

 

3.6.1- Princípio dos testes de detecção silmutânea de anticorpos anti-HCV e antígeno do HCV 

 

Poço 

em 
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Controles 
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Controles 
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Amostras de SCPF reagentes 

Amostras de SCPF 

não-reagentes 
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O teste de detecção de antígenos e anticorpos anti-HCV MonolisaTM HCV Ag-Ab 

ULTRA (Bio-Rad) baseia-se na ligação de anticorpos anti-HCV e antígenos presentes na amostra 

aos alvos presentes na microplaca (Figura 3.7). Os anticorpos da amostra se ligam às proteínas 

recombinantes correspondentes a região NS3 (genótipos 1 e 3a) e NS4, e a um peptídeo de 

mutação correspondente a região do capsídeo. Os antígenos do HCV da amostra se ligam aos 

anticorpos monoclonais específicos para o capsídeo do HCV fixado na microplaca, assim como 

ao conjugado 1 constituído de anticorpos monoclonais murinos específicos para o capsídeo viral 

marcados com biotina. O conjugado 1 não reage com os antígenos imobilizados na microplaca. 

Após a primeira incubação é adicionado o conjugado 2, constituído de anticorpos murinos anti-

IgG humana marcados com peroxidase e estreptavidina marcada com peroxidase. Os anticorpos 

anti-HCV presentes na amostra se ligam aos anticorpos anti-IgG marcados com peroxidase. O 

conjugado peroxidase/estreptavidina se liga a biotina do conjugado 1, em caso de presença do 

antígeno viral na amostra. A ocorrência dos complexos antígeno/ anticorpo / peroxidase é 

revelada pela adição e oxidação do cromógeno tetrametilbenzidina. A intensidade da coloração é 

proporcional à quantidade de anticorpos e antígenos presentes e a leitura da densidade ótica de 

cada amostra é medida em um espectrofotômetro a 450/620 nm.  
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Figura 3.7- Desenho esquemático do teste MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (adapatado de Bio-Rad, França) 

 

No teste de detecção de anticorpos anti-HCV e antígenos do HCV Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott), as microplacas são revestidas com anticorpos monoclonais anti-core, 

antígenos e peptídeos recombinantes representando regiões imunodominantes dos antígenos core 

e NS3 do HCV. Os antígenos do core viral e/ou anticorpos estão fixados a fase sólida da 

Lavagem 

Lavagem 

Leitura: comprimento de onda  450 / 620 – 700 nm 

Formato do teste Ordem de adição de reagentes e amostras 

Cor do poço 

antes da adição 

Cor do poço 

depois da adição 

Placa revestida com anticorpo 

monoclonal e antígenos / 

peptídios recombinantes 

 

100 µL do conjugado 1 

50 µL de controle ou amostra 

Incubar 90 minutos a 37°C 

100 µL de conjugado 2 

Incubar 30 minutos a 37°C 

80 µL de substrato TMB 

Incubar 30 minutos no escuro a 

temperatura ambiente (18 a 30°C) 

100 µL de solução de parada 

Ponto de corte: média dos controles 

positivos dividido por quatro 

Anticorpo monoclonal anti-capsídio do HCV  

Peptídio mutado do capsídio, proteína recombinante NS3 (genótipos 1 e 3) e proteína NS4 recombinante 

Anticorpo monoclonal anti-capsídio do HCV biotinilado 

Streptavidina ligada a peroxidase  

Anticorpo anti-IgG humana ligado a peroxidase 

Amostras reativas após 30 minutos de incubação 
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microplaca. Em seguida, o conjugado constituído por epítopos antigênicos das regiões NS3 e core 

e anticorpos monoclonais anti-core ligados a peroxidase se ligam a qualquer antígeno do core ou 

anticorpos anti-HCV presentes na amostra. O complexo formado reage com o substrato 

tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio alterando a cor (Figura 3.8). A intensidade 

da coloração é proporcional à quantidade de anticorpos e antígenos presentes e é medida em um 

espectrofotômetro. 

 

 

Figura 3.8- Desenho esquemático do teste Murex HCV Ag/Ab Combination (adapatado de Abbott, África do Sul) 

 

3.6.2- Procedimento dos testes de detecção simultânea de anticorpos anti-HCV e antígenos do 

HCV 

 

3.6.2.1- Teste MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA 

 

No teste de detecção simultânea de antígenos e anticorpos anti-HCV MonolisaTM HCV 

Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad), adiciona-se 100 µL do conjugado 1 em todas as cavidades, e 50 µL de 
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amostra e 50 µL de controles nas respectivas cavidades. Para cada corrida, é utilizado controle 

negativo em uniplicata, controle positivo de anticorpos em triplicata e controle positivo de 

antígeno em uniplicata (Figura 3.9).  

 

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

A CN S4                     

B CP S5                     

C CP S6                     

D CP S7                     

E SACP S8                     

F S1 S9                     

G S2 S10                     

H S3 S11                     

 Legenda:           

 CN = Controle negativo         

 CP = Controle positivo         

 SACP = Solução de trabalho do antígeno de controle positivo   

 S = Amostras          

 

Figura 3.9- Representação esquemática de microplaca do ensaio imunoenzimático MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA 

(Bio-Rad, França) 

 

Em seguida, realiza-se incubação a 37°C ± 1°C por 90 ± 5 minutos e procede-se a 

lavagem cinco vezes com um mínimo de 370 µL de solução de lavagem [tampão Tris 

(hidroximetilaminometano) / NaCl pH 7,4 com o conservante ProclinTM 300 (0,04%)]. Logo 

após, adiciona-se 100 µL de conjugado 2 e incuba-se por 30 ± 5 minutos a 37°C ± 1°C. Realiza-

se nova lavagem como descrito anteriormente e adiciona-se 80 µL de substrato / cromógeno. 

Após 30 ± 5 minutos de incubação à temperatura ambiente (18 a 30°C), a reação é interrompida 

com 100 µL de ácido sulfúrico 1N e a leitura é feita por espectrofotometria a 450 com filtro de 

referência de 620 a 700nm. A intensidade da coloração é proporcional à quantidade de anticorpos 

e /ou antígenos ligados na fase sólida (Figura 3.10).  
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Figura 3.10- Placa de teste imunoenzimático para detecção de Ag/Ac. Anti-HCV MonolisaTM HCV Ag-Ab 

ULTRA (Bio-Rad, Itália) 

 

 

3.6.2.1.a- Interpretação dos resultados: 

 

Um valor de ponto de corte permite que as densidades ópticas sejam interpretadas como 

resultado da presença ou ausência de antígenos e anticorpos anti-HCV. Este valor é calculado 

usando a seguinte fórmula: CPX ÷ 4, onde CPX é a média das D.O.s dos controles positivos. 

Uma amostra é considerada positiva se a absorbância da amostra é maior do que o PC; e negativa 

se a absorbância da amostra é menor que o PC. No entanto, valores de absorbância 

compreendidos da faixa de ± 10% do PC são classificados como inconclusivas. 

 

3.6.2.2- Teste Murex HCV Ag/Ac Combination 

 

No teste de detecção simultânea de antígenos e anticorpos anti-HCV Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott), adiciona-se 50µL do diluente de amostra em todas as cavidades, e 50 µL 

de amostra e 50 µL de controles nas respectivas cavidades. Para cada corrida, são utilizados: 

controle negativo em duplicata, controle positivo de anticorpos em uniplicata e controle positivo 

de antígeno em uniplicata (Figura 3.11). 

Amostra de SCPF 

não-reagente 

Amostra de SCPF reagente 

Controle negativo 

Controles positivos 

Solução de trabalho 

do antígeno de 

controle positivo 
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Em seguida, a reação é incubada a 37°C ± 1°C por 60 minutos. Realiza-se a lavagem por 

cinco vezes com 500 µL de tampão de lavagem (tampão Tween® 20/NaCl e conservante 

Bronidox® 0,2%). 

 

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

A CN S4                     

B CN S5                     

C 

CP 

Ac S6                     

D 

CP 

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 antígeno       

 B = Branco           

 S = Amostras          

 

Figura 3.11- Representação esquemática de microplaca do ensaio imunoenzimático Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott, África do Sul) 

 

Depois, adiciona-se 120 µL de conjugado e procede-se nova incubação a 15 a 28°C por 60 

minutos. Realiza-se nova lavagem e adiciona-se 80 µL da solução de substrato diluída. Após 

incubação a 37°C ± 1°C por 30 minutos protegido da luz, a reação é interrompida com 50 µL de 

solução de parada (ácido sulfúrico 1N). A leitura da reação é feita em espectrofotômetro na 

absorbância de 450 nm usando filtro de referência de 620 a 690 nm (Figura 3.12). 
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Figura 3.12- Placa de teste imunoenzimático para detecção de Ag/Ac. Anti-HCV Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott, África do Sul) 

 

3.6.2.2.a- Interpretação dos resultados: 

 

O ponto de corte permite que as densidades ópticas sejam interpretadas como resultado da 

presença ou ausência de anticorpos anti-HCV e antígenos HCV. O PC é calculado usando a 

seguinte fórmula: CNX + 0,200, onde CNX é a média das D.O.s dos controles negativos. Uma 

amostra é considerada positiva se a absorbância da amostra é maior do que o PC; e negativa se a 

absorbância da amostra é menor que o PC. No entanto, valores de absorbância compreendidos da 

faixa de ± 10% do PC são classificados como inconclusivas.  

 

3.7- Parâmetros avaliados para os testes de diagnóstico da infecção pelo HCV em SCPF 

 

Para esta avaliação, foi utilizado um painel de 10 amostras de SCPF, onde cinco 

apresentavam resultados reagentes para anti-HCV na amostra pareada de soro e as outras cinco 

eram não-reagentes em amostras pareadas de soro. Todos os ensaios realizados nas amostras de 

soro foram feitos de acordo com as instruções dos fabricantes. 

Inicialmente, foram avaliados os seguintes parâmetros dos ensaios: tipo de tampão de 

eluição, volume de amostra utilizado no teste, tempo de incubação da amostra, volume de 

conjugado e valor de ponto de corte. 

Amostra de SCPF não-reagente 

Amostras de SCPF reagentes 

Controles 
Negativos 

Controles  
Positivos  
Ac e Ab 

Branco 
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3.7.1- Padronização do tampão de eluição da amostra 

 

Para a definição do tampão de eluição das amostras de SCPF a ser empregado nos ensaios 

imunoenzimáticos para a detecção de anticorpos anti-HCV, e detecção simultânea de antígeno do 

HCV e anticorpos anti-HCV foram empregados cinco diferentes tipos de tampão no volume de 

300 µl, sendo eles: Tampão 1 (PBS pH 7,2) Tampão 2 (PBS/ Tween® 20 0,05%); Tampão 3 

(PBS/ Tween® 20 0,05%/ Azida Sódica 0,005%); Tampão 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/ BSA 5%) e 

Tampão 5 (PBS/ BSA 0,5%). Os volumes de amostras de SCPF e diluentes utilizados nos testes 

de padronização foram, respectivamente 110 µl e 100 µl para Radim e 200 µl e 20 µl para 

DiaSorin. Para os experimentos de padronização do teste de detecção do antígeno do HCV e 

anticorpos anti- HCV dos fabricantes Bio-Rad e Abbott, o volume de amostra de SCPF foi de 

100 µL sem diluente de amostra. 

 

3.7.2- Padronização do volume de amostra empregado no teste 

 

Para a definição do volume de amostra de SCPF a ser empregado nos ensaios 

imunoenzimáticos para a detecção de anticorpos anti-HCV, foram usadas diferentes 

concentrações de amostra tal como descrito nas tabelas 3.1 e 3.2.  

 

Tabela 3.1- Volumes de amostra de SCPF e de diluente da amostra usados no teste de detecção de anticorpos anti-

HCV HCV Ab (Radim). 

 Volume de amostra (µL) Volume de diluente (µL) Fator de diluição 

Radim 10 200 1:20 

 60 150 1:2,5 

 110 100 1,1:1 

 160 50 3,2:1 

 200 10 20:1 

Os volumes especificados pelo fabricante para as amostras de soro e diluente em teste são, respectivamente, 

10 µL e 200 µL. 
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Tabela 3.2- Volumes de amostra de SCPF e de diluente da amostra usados no teste de detecção de anticorpos anti-

HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin). 

 Volume de amostra (µL) Volume de diluente Fator de diluição 

DiaSorin 176 44 4:1 

 198 22 9:1 

 200 20 10:1 

 250 5 50:1 

Os volumes especificados pelo fabricante para as amostras de soro e diluente em teste são, respectivamente, 

20 µL e 200 µL. 

 

Para o teste de detecção silmultânea do antígeno do HCV e anticorpos anti- HCV do 

fabricante Bio-Rad foram usados os seguintes volumes: 50 µL, 100 µL, 150 µL e 200 µL, todos 

sem o uso de diluente de amostra. Esses volumes correspondem a um aumento de 2x, 3x e 4x em 

relação ao volume de soro em teste padronizado (50µL) pelo fabricante. 

Para a detecção simultânea de antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV do fabricante 

Abbott, foram usados os seguintes volumes: 50 µL, 100 µL, 150 µL e 200µL, todos sem uso de 

diluente de amostra. Os volumes especificados pelo fabricante para as amostras de soro e diluente 

em teste são, respectivamente, 50 µL e 50 µL. Os volumes das amostras de SCPF correspondem 

a um aumento de 2x, 3x e 4x em relação ao volume soro em teste padronizado pelo fabricante. 

 

3.7.3- Padronização do tempo de incubação da amostra 

 

Após a determinação do tampão de eluição da amostra e do volume de amostra em teste, 

foi avaliado o tempo de incubação da amostra nos ensaios imunoenzimáticos. Em todos os 

ensaios, foi avaliado o tempo de incubação recomendado pelo fabricante, assim como o tempo 

duplicado e 18 a 24 horas de incubação.  

Deste modo, os tempos avaliados para os diferentes ensaios foram:  

• no teste anti-HCV Radim - 45 minutos, 90 minutos e 18 a 24 horas;  

• no teste anti-HCV DiaSorin - 60 minutos, 120 minutos e 18 a 24 horas;  

• no teste de detecção de antígeno e anticorpos anti- HCV da Bio-Rad - 90 minutos, 180 

minutos e 18 a 24h; 

• no teste de detecção de antígeno e anticorpos anti- HCV da Abbott - 60 minutos, 120 

minutos e 18 a 24h. 



42 

 

 

 

3.7.4- Padronização do volume de conjugado empregado no teste 

 

Com o intuito de observar se a variação do volume do conjugado aplicado no teste após a 

primeira incubação ocasionaria melhores resultados finais de densidade óptica ou que fossem 

mais concordantes com os valores de soro, foram testados nos EIE comerciais dos fabricantes 

Radim, DiaSorin, Bio-Rad e Abbott diferentes volumes de conjugado. O protocolo aplicado para 

realização desse teste foi modificado apenas na quantidade de volume de amostra de SCPF e 

diluente de acordo com os volumes estabelecidos na padronização de volume de amostra, que 

foram, respectivamente, 110 µL e 100 µL (Radim), 200 µL e 20 µL (DiaSorin) e 200 µL sem 

diluente (Bio-Rad e Abbott). Os volumes de conjugado foram aumentados em 50%, 100%, 150% 

e 200% em relação aos preconizados pelos fabricantes, e estão representados na tabela 3.3:  

 

Tabela 3.3- Volumes de conjugado usados nos testes de padronização para amostras de SCPF eluídas. 

Volume de Conjugado (µL) 

Amostras Radim DiaSorin  Bio-Rad 

Conjugado 1 

Bio-Rad 

Conjugado 2 

Abbott 

 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- Cálculo do valor de ponto de corte do ensaio 

 

Para a avaliação do ponto de corte (PC) do teste, foram comparados os resultados obtidos 

entre as amostras pareadas de soro e SCPF do estudo. Para o cálculo do valor do ponto de corte 

foram avaliados três métodos:  

- PC1, onde as recomendações do fabricante foram utilizadas para o cálculo do ponto de 

corte; 

- PC2, no qual três desvios padrões foram somados ao valor da média da densidade ótica 

das amostras de SCPF, correspondentes às amostras de soro negativas para o marcador em teste 

(média + 3 desvios padrões - DP) conforme Parker et al. (1999); e 
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- PC3, em que a análise da curva característica recebida pelo operador (curva ROC) foi 

utilizada tal como descrito por Jekel et al. (1999) e Crowther et al. (2001). Trata-se de uma 

ferramenta para medir e especificar problemas no desempenho do teste diagnóstico por permitir 

estudar a variação da sensibilidade e especificidade para diferentes pontos de corte. É um gráfico 

de sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos versus taxa de falsos positivos) onde a linha 

diagonal corresponde a um teste positivo ou negativo, aleatoriamente (Figura 3.13). A curva 

permite evidenciar valores para os quais existe maior otimização da sensibilidade em função da 

especificidade, isto é, o ponto em que está mais próxima do canto superior esquerdo do diagrama, 

uma vez que o índice de verdadeiros positivos é 1 e o de falsos positivos é zero (Margotto 2011). 

O PC selecionado será o que fornecer melhores valores de sensibilidade e especificidade. 

 

 

 

Figura 3.13- Curva característica recebida pelo operador – ROC (Adaptado de Margotto 2011) 

 

3.8- Avaliação do desempenho do teste  

 

Após o estabelecimento do ponto de corte, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

sensibilidade, especificidade, concordância, limite de detecção e precisão intraensaio 

(repetitividade) e interensaio (reprodutibilidade). 

Para a avaliação da sensibilidade, especificidade e concordância, foram utilizadas 

amostras pareadas de soro e SCPF obtidas da amostra populacional estudada, provenientes de 

indivíduos reagentes e não-reagentes cujas amostras de soro foram confirmadas pelos quatro 

testes de diagnóstico empregados para detecção de anticorpos anti-HCV e detecção simultânea de 

antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV. As amostras reagentes nos testes imunoenzimáticos 
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foram submetidas ao teste de detecção qualitativa de RNA do HCV (Amplicor HCV 2.0, Roche 

Diagnostics) para satisfazer o critério de caso confirmado do Ministério da Saúde. Os resultados 

obtidos no SCPF foram comparados com os resultados das respectivas amostras de soro. 

 

3.8.1- Limite de detecção da amostra de SCPF  

 

O limite de detecção (LD), segundo a Resolução nº 899/03, corresponde a menor 

concentração de um analito que o procedimento analítico consiga diferenciar confiavelmente. 

Para avaliar o limite de detecção do teste, amostras de sangue total reagentes para anti-

HCV e para detecção simultânea de antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV foram diluídas no 

fator 10 em sangue total não-reagente. 

Para essa análise, o SCPF foi obtido de duas formas distintas: sangue capilar por punção 

digital coletado diretamente em papel de filtro e sangue venoso obtido em tubo vacutainer sem 

anticoagulante. Para a coleta do sangue capilar, foram aplicadas três gotas de sangue em cada 

círculo e para o sangue obtido por punção venosa, foram aplicados 75 µl de sangue em cada 

círculo de 12,5 mm do papel com auxílio de micropipeta. 

As duas amostras de SCPF foram cortadas e eluídas conforme o protocolo padronizado e, 

em seguida, foram artificialmente infectadas com uma amostra de soro reagente para anti-HCV 

definida como controle de qualidade interno do LRNHV. Esta amostra apresenta valor de D.O. 

para anti-HCV acima de 3,0 e foi diluída em concentrações que variaram de 10¹ a 10¹º. Cada uma 

das amostras foi testada com o método otimizado para SCPF nos ensaios imunoenzimáticos 

comerciais para detecção do anti-HCV dos fabricantes Radim e DiaSorin e para detecção 

silmutânea de antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV da Bio-Rad e Abbott. 

 

3.8.2- Precisão da amostra de SCPF  

 

O Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standards 

Institute – CLSI) desenvolveu o documento EP5-A2 que define precisão como uma concordância 

entre os resultados de medidas independentes sob condições estipuladas. A precisão intraensaio 

ou repetitividade de resultados corresponde à concordância entre resultados de sucessivas 

medidas do mesmo analito, obtidos sob as mesmas condições de medida. A precisão interensaio 

ou reprodutibilidade de resultados consiste na concordância entre os resultados de sucessivas 
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medidas do mesmo analito sob condições de medidas alteradas (ex. tempo, operador, calibrador, 

reagentes e laboratório). 

Para avaliar a precisão, a amostra de SCPF foi preparada da mesma forma como descrita 

para o estudo do limite de detecção, mas usando apenas sangue venoso. 

O CLSI EP05-A2 recomenda um estudo de precisão preliminar com os materiais em ao 

menos duas concentrações em uma única corrida com 20 replicatas. As medidas de variabilidade 

(variância - V, desvio-padrão - DP e coeficiente de variação - CV) podem indicar alguma 

discrepância frente ao esperado e necessidades de ajustes antes de prosseguir o estudo. O DP 

calculado, multiplicado por um fator de significância - FS (5,5 para 99,9 % de nível de confiança) 

fornece um valor que determina a diferença máxima entre as replicatas de cada corrida. Quando a 

diferença entre um par de dados for superior a este valor, estes são excluídos do experimento, 

tendo o cuidado para não rejeitar mais de 5% das corridas. 

Para o estudo preliminar foram preparadas duas amostras reagentes para anti-HCV com 

concentrações distintas, sendo 101 a positiva forte e 103 a positiva fraca. Em uma única corrida 

foram realizadas 8 repetições para cada teste. Com os resultados de densidade óptica obtidos 

foram calculados: média, desvio-padrão, coeficiente de variação e a diferença máxima entre as 

replicatas de cada corrida através da multiplicação do desvio-padrão e o fator de significância de 

5,5 para 99,9 % de nível de significância. 

Para o estudo de precisão intraensaio ou repetitividade foram preparadas duas amostras 

reagentes para anti-HCV com concentrações distintas, sendo 101 a positiva forte e 103 a positiva 

fraca. Em uma única corrida foram realizadas 20 repetições para cada teste. Os testes foram 

realizados de maneira idêntica, no mesmo equipamento, com os mesmos reagentes, mesmo lote e 

pelo mesmo operador.  

Para o estudo de precisão interensaio ou reprodutividade foram preparadas duas amostras 

reagentes para anti-HCV com concentrações distintas, sendo 101 a positiva forte e 103 a positiva 

fraca. A cada dia foram realizadas 10 análises totalizado 20 repetições para cada teste. Os testes 

foram realizados de maneira idêntica, no mesmo equipamento, com os mesmos reagentes e 

mesmo lote, porém, com operador e em dias diferentes.  

Os resultados foram comparados aos pares, o primeiro com o segundo, o terceiro com o 

quarto, e assim sucessivamente até o último par. O par que obteve diferença superior à diferença 

máxima estabelecida no estudo preliminar através da multiplicação do DP e FS foi rejeitado até o 

limite de 5% do total de amostras, ou seja, 1 par em 20 amostras. 
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3.9- Estabilidade da amostra de sangue coletado em papel de filtro  

 

A fim de avaliar a estabilidade do SCPF para a detecção dos marcadores sorológicos para 

o HCV, as amostras de SCPF previamente selecionadas, analisadas e com valores de D.O.s 

conhecidos foram armazenadas em temperatura ambiente (22ºC a 26ºC), geladeira (2ºC a 8ºC) e 

câmara fria (-20ºC). 

Para este estudo, foram obtidas três amostras de SCPF reativas e três amostras de SCPF 

não reativas para cada marcador avaliado (Oliveira e Mendes, 2010). As amostras estocadas 

foram testadas em duplicata em períodos de 7, 14, 28, 60 e 117 dias, e os resultados médios 

foram analisados frente à perda percentual da concentração obtida no tempo um.  

 

3.10- Análise dos dados 

 

Os dados demográficos e os dados obtidos dos resultados dos ensaios imunoenzimáticos 

foram codificados e digitados em um banco de dados criado no programa Microsoft Excel XP. A 

análise estatística descritiva foi realizada com cálculo de médias, frequências e intervalos de 

confiança (IC) de 95%. 

Para a comparação de prevalências utilizou-se o teste qui-quadrado para amostras 

independentes com correção de Yates e, quando apropriado, o teste exato de Fisher. As variáveis 

quantitativas com distribuição normal (teste de Kolmogorov-Smirnov) foram analisadas através 

do teste t de Student (bicaudal). A correlação entre variáveis foi analisada através do coeficiente 

de Spearman.  

Nos testes de padronização utilizou-se a análise da variância de fator único para os valores 

que tinham distribuição normal e o pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni. Quando os 

testes não apresentavam distribuição normal, utilizou-se o pós-teste não-paramétrico Kruskal-

Wallis e o teste de comparação múltipla de Dunn.  

Toda a análise estatística, incluindo os cálculos de sensibilidade, especificidade, valores 

preditivos e concordância dos testes diagnósticos, foram realizados usando-se os programas 

GraphPad InStat® 3.01(GraphPad software, San Diego, CA) e MedCalc (version 9.2.1.0, 

MedCalc Software, Bélgica). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante). 



 

 

 

 

4- RESULTADOS 

 

4.1-Amostra populacional 

 

Durante o período de janeiro de 2009 a março de 2010 foram coletas 411 amostras 

pareadas de soro e SCPF, obtidas de forma consecutiva, de indivíduos procedentes do Serviço de 

Hemoterapia / HFSE, de um hospital privado de Petrópolis (RJ), do Ambulatório de Hepatites 

Virais do LAHEP (IOC/Fiocruz) e do Ambulatório de Gastroenterologia do HUCFF / UFRJ, 

como demonstra a figura 4.1. 

 

 

 

Figura 4.1- Distribuição dos locais de captação de voluntários para de coleta de amostra de soro e SCPF. 

 

O percentual dos indivíduos incluídos no estudo correspondeu a 56,2% do sexo feminino 

e 43,8% do sexo masculino. Grande parte dos participantes apresenta idade entre 21 e 60 anos 

(359/411), sendo esta distribuição pouco variável nas faixas etárias de 21 a 30 anos, 31 a 40 anos, 

41 a 50 anos e 51 a 60 anos (Tabela 4.1). A média de idade dos participantes foi de 40 anos (± 14 

anos).  
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Tabela 4.1- Distribuição da amostra populacional estudada de acordo com faixa etária e sexo. 

Faixa etária (anos) Sexo feminino n(%) Sexo masculino 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├───40 49 (11,9) 40 (9,7) 89 (21,6) 

41├───50 52 (12,6) 37 (9,0) 89 (21,6) 

51├───60 43 (10,5) 31 (7,5) 74 (18,0) 

≥61 14 (3,4) 16 (3,9) 30 (7,3) 

Total n (%) 231 (56,2) 180 (43,8) 411 (100) 

n: número de pessoas 

 

4.2- Padronização do tampão de eluição 

 

Para análise do tampão de eluição foram avaliadas 10 amostras de SCPF, sendo que 5 

eram reagentes e 5 não-reagentes para todos os marcadores para HCV nas amostras de soro. As 

amostras de SCPF foram testadas em cinco diferentes tampões de eluição (T1, T2, T3, T4 e T5). 

A média das densidades ópticas fornecidas pelo espectrômetro de leitura vertical (450 nm e 620-

630 nm) foi usada para a comparação ao fim do teste. 

Ao análisar o fator obtido através da razão entre a média da D.O. das amostras reagentes e 

não-reagentes no teste do fabricante Radim observou-se que o tampão T5 apresentou maior 

discrepância (fator 31), ou seja, maior afastamento entre os valores das amostras reagentes e não-

reagentes, favorecendo uma caracterização melhor do resultado. Esta diferença não foi 

estatisticamente significante quando as amostras reagentes (p = 0,8802) foram avaliadas 

isoladamente, porém, foi extremamente significativa para as amostras não-reagentes (p < 

0,0001). Estabeleceu-se, então, o T5 como tampão de eluição do teste (Tabela 4.2). 
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Tabela 4.2 – Médias de densidades ópticas obtidas pelo EIE HCV Ab (Radim) nas amostras de sangue coletado em 

papel de filtro eluídas com diferentes tampões e as amostras de soro correspondentes. 

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de amostras  

não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 

Tampão 1 (PBS pH 7.2); Tampão 2 (PBS/ Tween®20 0,05%); Tampão 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sódica 

0,005%); Tampão 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) e Tampão 5 (PBS/ BSA 0,5%). D.O., densidade óptica. 

p-valor: <0,0001(SCPF não-reagente); 0,8802 (SCPF reagente). SCPF, sangue coletado em papel de filtro. 

 

Para o ensaio DiaSorin a análise do fator obtido através da razão entre a média da D.O. 

das amostras reagentes e não-reagentes revelou que o tampão T1 apresentou melhor desempenho 

(fator 49) em relação aos demais tampões, um fator mais próximo ao fator obtido com o soro 

quando comparado ao Radim (Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.3 – Médias de densidades ópticas obtidas pelo EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) nas amostras de sangue 

coletado em papel de filtro eluídas com diferentes tampões e as amostras de soro correspondentes. 

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de amostras 

reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 

Tampão 1 (PBS pH 7.2); Tampão 2 (PBS/ Tween®20 0,05%); Tampão 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sódica 

0,005%); Tampão 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) e Tampão 5 (PBS/ BSA 0,5%). D.O., densidade óptica. SCPF, 

sangue coletado em papel de filtro. 
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Após a análise do fator obtido através da razão entre a média de D.O. das amostras 

reagentes e não-reagentes no teste do fabricante Bio-Rad, o tampãoT4 apresentou maior 

discrepância (fator 21) entre os resultados. Esta diferença foi estatisticamente significante para as 

amostras reagentes (p = 0,0002). Para as amostras não-reagentes não houve diferença 

significativa entre os tampões analisados (p = 0,275).  Neste caso, o T4 apresentou melhor 

desempenho entre os tampões de eluição (Tabela 4.4).  

 

Tabela 4.4 – Médias de densidades ópticas obtidas pelo EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-rad) nas 

amostras de sangue coletado em papel de filtro eluídas com diferentes tampões e as amostras de soro 

correspondentes. 

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de amostras 

reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 

Tampão 1 (PBS pH 7.2); Tampão 2 (PBS/ Tween®20 0,05%); Tampão 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sódica 

0,005%); Tampão 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) e Tampão 5 (PBS/ BSA 0,5%).  

p-valor: 0,275 (SCPF não-reagente); 0,0002 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 

 

Com base na análise do fator obtido através da razão entre a média de D.O. das amostras 

reagentes e não-reagentes no teste do fabricante Abbott, os tampões T4 e T5 apresentaram o 

mesmo valor (fator 13) com a maior discrepância em relação aos demais tampões. Na análise 

estatística, tanto as amostras reagentes quanto as não-reagentes apresentaram diferença estatística 

significante, sendo, respectivamente p = 0,0003 e p < 0,0001 (Tabela 4.5).  
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Tabela 4.5 – Médias de densidades ópticas obtidas pelo EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) nas amostras 

de sangue coletado em papel de filtro eluídas com diferentes tampões e as amostras de soro correspondentes. 

Tipo de amostra D.O. Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-reagentes 

Soro 0,132 2,879 22 

SCPF: 

T1 

 

0,225 

 

1,533 7 

T2 0,948 2,081 2 

T3 0,160 1,449 9 

T4 0,119 1,525 13 

T5 0,115 1,453 13 

Tampão 1 (PBS pH 7.2); Tampão 2 (PBS/ Tween®20 0,05%); Tampão 3 (PBS/ Tween®20 0,05%/ Azida Sódica 

0,005%); Tampão 4 (PBS/ Tween®20 0,2%/BSA 5%) e Tampão 5 (PBS/ BSA 0,5%). 

p-valor: <0,0001 (SCPF não-reagente); 0,0003 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 

 

Visto que não foi observado um consenso entre os diferentes tampões e, T4 e T5 

apresentaram um melhor desempenho em dois do total de quatro ensaios, foi implementado um 

protocolo único de eluição com a padronização do tampão T5 (PBS/BSA 0,5%), pois este tampão 

já era utilizado em nosso laboratório para eluição de amostras de SCPF no diagnóstico de 

marcadores para hepatite B. 

 

4.3-Padronização do volume de amostra (eluato) 

 

Para as análises do volume de amostra (eluato) e diluente foram considerados os 

resultados de densidade óptica fornecidos pelo espectrômetro de leitura vertical (450 nm e 620-

630 nm) ao fim do teste. Tais resultados foram avaliados no pós-teste de comparação múltiplo de 

Bonferroni para obtenção dos valores de p. 

As tabelas 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9 relacionam os valores médios de densidade óptica obtidos no 

painel de 10 amostras de SCPF avaliadas, de acordo com o volume de eluato usado. 

Após a realização do teste HCV Ab (Radim) verificou-se que o volume de 10 µL de 

SCPF e 200 µL de diluente apresentou maior discrepância entre as médias das D.O.s reagentes e 

não-reagentes. No entanto, a média de D.O. das amostras reagentes foi 2,9 vezes menor em 

relação a média das D.O.s obtidas com o soro. Neste caso, as amostras fracamente reativas 



52 

 

 

 

poderiam não ser detectadas. O protocolo que forneceu resultados mais eficientes foi aquele em 

que o volume de 110 µL de eluato foi usado no teste. O volume de eluato foi aumentado 11 vezes 

em relação ao padrão estipulado pelo fabricante, o que corresponde aproximadamente a um 

volume efetivo de soro de 2,1 µl (Tabela 4.6). O p-valor foi significativo para amostras reagentes 

(0,0235) e não houve diferença significativa entre as amostras não-reagentes (0,0770) através do 

teste de comparação múltipla de Bonferroni. 

 

Tabela 4.6 Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com os 

volumes de eluato e diluente usados no EIE HCV Ab (Radim, Itália). 

Volume de amostra 

(µL) 

Volume de 

diluente (µL) 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 3,4 

110 100 0,350 2,622 7,5 

160 50 0,438 2,779 6,3 

200 10 0,859 2,918 3,4 

p-valor: 0,0770 (SCPF não-reagente); 0,0235 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 

 

Com base na análise da discrepância entre as médias das D.O.s das amostras reagentes e 

não-reagentes do fabricante DiaSorin, a amostra de 176 µL seria selecionado. No entanto, o 

protocolo que forneceu resultados mais concordantes (Tabela 4.7), além de apresentar uma boa 

discrepância entre as amostras reagentes e não-reagentes, foi de 200µL (volume aumentado em 

10 vezes em comparação ao volume de soro).  

Através do pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni foi visto que os valores de p 

foram significantes na comparação de médias das D.O.s das amostras não-reagentes (0,0068). 

Para as amostras reagentes não houve significância estatística entre os resultados (0,9753). 
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Tabela 4.7- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

os volumes de eluato e diluente usados no EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, Itália). 

Volume de amostra 

(µL) 

Volume de 

diluente (µL) 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-reagentes 

Soro 

20 

SCPF: 

 

200 

 

0,058 

 

2,212 

 

38,1 

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 não-reagente); 0,9753 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 

 

A análise da discrepância entre as médias das D.O.s das amostras reagentes e não-

reagentes do fabricante Bio-Rad apresentou valores próximos entre si (Tabela 4.8). O protocolo 

que forneceu resultados 100% concordantes foi o de 200 µL de amostra. O volume foi aumentado 

em 4 vezes em comparação ao volume de soro, o que corresponde a um volume de soro efetivo 

de 3,8 µL. 

 

Tabela 4.8- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

os volumes de amostra e diluente usados no EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad, França). 

Volume de amostra 

(µL) 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de amostras 

reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 não-reagente); 0,7906 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 
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Através do pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni foi visto que os valores de p 

foram significantes para as amostras não-reagentes (0,0378). Já para as amostras reagentes não 

houve significância estatística entre os resultados (0,7906). 

Para o teste da Abbott, não houve diferença estatisticamente significativa entre as médias 

de D.O.s reagentes e não-reagentes para os volumes de amostra propostos (p = 0,9990 e p = 

0,1354). Os volumes de 100 µl e 200 µl de amostra apresentaram discrepâncias entre as médias 

de D.O.s das amostras reagentes e não-reagentes muito próximas (fator: 15,3 e 14,2 

respectivamente). No entanto, o protocolo de teste com uso de 200 µl foi selecionado por 

apresentar menos interferentes nas amostras não-reagentes com a média de absorbância mais 

baixa. O volume de amostra foi aumentado em 4 vezes em comparação ao volume de soro 

(Tabela 4.9). 

 

Tabela 4.9- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

os volumes de amostra e diluente usados no EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott, África do Sul) 

Volume de 

amostra (µL) 

Volume de 

diluente (µL) 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 não-reagente); 0,9990 (SCPF reagente). D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em 

papel de filtro. 

 

4.4-Padronização do tempo de incubação 

 

Nos quatro EIE comerciais foi avaliado o intervalo de tempo de incubação recomendado 

pelo fabricante, assim como o dobro desse período de tempo e 18 a 24 horas de incubação. Deste 

modo, os tempos avaliados foram: 

-HCV Ab (Radim): 45 minutos, 90 minutos e 18 a 24 horas (Tabela 4.10); 

-ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin): 60 minutos, 120 minutos e 18 a 24 horas (Tabela 4.11); 
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-MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad): 90 minutos, 180 minutos e 18 a 24 horas 

(Tabela 4.12); 

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

(Tabela 4.13). 

 

Tabela 4.10- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o tempo de incubação da amostra no EIE HCV Ab (Radim, Itália). 

Amostra Tempo de 

incubação 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em papel de filtro. 

 

Tabela 4.11- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o tempo de incubação da amostra no EIE HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin Itália). 

Amostra Tempo de 

incubação 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 – Não realizado. D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em papel de filtro. 

 

Tabela 4.12- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o tempo de incubação da amostra no EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad, França). 

Amostra Tempo de 

incubação 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 – Não realizado. D.O., densidade óptica. SCPF, sangue coletado em papel de filtro. 
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Tabela 4.13- Médias de densidades ópticas das amostras das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de 

acordo com o tempo de incubação da amostra no EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott, África do Sul). 

Amostra Tempo de 

incubação 

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 óptica. SCPF, sangue coletado em papel de filtro. 

 

Como se pode observar não houve influência nos resultados finais das amostras analisadas 

a partir do aumento do tempo de incubação, independente do teste imunoenzimático usado, tendo 

o tempo indicado pelo fabricante escolhido como padrão para o ensaio com amostras de SCPF. 

O aumento do tempo de incubação representou um aumento proporcional de interferentes, 

resultando em falsos positivos. Por esse motivo, os testes com incubação de 18 a 24 horas foram 

realizados apenas para os dois primeiros ensaios dos quatro presentes no estudo. 

 

4.5- Padronização do volume de conjugado 

 

A análise comparativa dos resultados dos testes realizados para os EIE comerciais usados 

com diferentes volumes de conjugado demonstrou não haver diferenças consideráveis nos valores 

médios de densidade óptica. Já para o teste da Bio-Rad não foi realizada a análise porque o 

volume de reagente presente no EIE era insuficiente para o estudo.  

Neste caso, foi descartada a hipótese da necessidade de variação desse componente do 

teste. As tabelas 4.14, 4.15 e 4.16 demonstram os valores médios e as concentrações analisadas 

em cada teste comercial estudado. 
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Tabela 4.14- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o volume de conjugado usado no EIE HCV Ab (Radim, Itália). 

Tipo de 

amostra 

Volume de 

conjugado (µL)  

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 não-reagentes: 0,0008; p-valor das amostras reagentes: 0,9972. D.O., densidade óptica. SCPF, 

sangue coletado em papel de filtro. 

 

Tabela 4.15- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o volume de conjugado usado no EIE HCV ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, Itália). 

Tipo de 

amostra 

Volume de 

conjugado (µL)  

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 não-reagentes: 0,313; p-valor das amostras reagentes: 0,9921. D.O., densidade óptica. SCPF, 

sangue coletado em papel de filtro. 

 

Tabela 4.16- Médias de densidades ópticas das amostras de soro e sangue coletado em papel de filtro de acordo com 

o volume de conjugado usado no EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott, África do Sul). 

Tipo de 

amostra 

Volume de 

conjugado (µL)  

D.O.Média (nm) de 

amostras não-reagentes 

D.O.Média (nm) de 

amostras reagentes 

Razão entre D.O.Média 

reagentes/não-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 não-reagentes: 0,0241; p-valor das amostras reagentes: 0,9768. D.O., densidade óptica. SCPF, 

sangue coletado em papel de filtro. 
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4.6- Cálculo do ponto de corte 

 

Para esta análise, foram incluídas quantidades diferentes de amostras reagentes e não-

reagentes para os marcadores avaliados em virtude da necessidade de exclusão dos resultados 

inconclusivos para este tipo de análise. A quantidade de amostras reagentes/não-reagentes para 

soro foram, respectivamente, 40/371 para o EIE comercial da Radim, 45/360 para o da DiaSorin, 

40/353 para o da Bio-Rad e 38/345 para o da Abbott. O número de testes para cada marcador 

variou devido à necessidade de excluir os resultados inconclusivos nas amostras de soro para o 

cálculo do PC. 

No teste imunoenzimático do fabricante Radim (Itália) foi obtido um valor médio de 

ponto de corte (PC1) de 0,347 fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, que consiste 

na média dos controles negativos acrescido de 0,350 (xCN + 0,350). O valor calculado a partir da 

média dos valores de D.O. das amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas 

no teste acrescido de três desvios padrão (PC2) foi de 0,351. O cálculo da curva ROC (PC3) 

forneceu um valor de 0,284 (Tabela 4.17).  

No EIE do fabricante DiaSorin (Itália) o PC1 foi calculado considerando o ponto de corte 

do fabricante como a média dos controles negativos acrescido de 0,500 (xCN + 0,500), cujo valor 

obtido foi de 0,592. Os cálculos de PC2 e PC3 foram, respectivamente, 0,648 e 1,345 (Tabela 

4.17). 

No EIE do fabricante Bio-Rad, o PC1 foi calculado considerando o ponto de corte do 

fabricante como a média dos controles positivos dividido por quatro (xCP ÷ 4), cujo valor obtido 

foi de 0,362. Os cálculos de PC2 e PC3 foram, respectivamente, 0,503 e 0,287 (Tabela 4.17). 

No EIE do fabricante Abbott, o PC1 foi calculado considerando o ponto de corte do 

fabricante como a média dos controles negativos acrescido de 0,200 (xCN + 0,200), cujo valor 

obtido foi de 0,424. Os cálculos de PC2 e PC3 foram, respectivamente, 0,524 e 0,239 (Tabela 

4.17). 

 

 

 

 

 



59 

 

 

 

Tabela 4.17- Resultados dos valores de ponto de corte obtidos nos ensaios imunoenzimáticos comerciais 

anti-HCV dos fabricantes Radim e DiaSorin e HCVAg-Ac 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 fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, sendo Radim 

(xCN + 0,350), DiaSorin (xCN + 0,500) (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP ÷ 4) e Abbott (xCN + 0,200). 

PC2: média dos valores de DO das amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas no 

teste acrescido de três desvios padrão. 

PC3: cálculo da curva ROC. 

PC, ponto de corte; EIE, ensaios imunoenzimáticos. 

 

A partir das análises estatísticas foram calculados os valores de sensibilidade, 

especificidade, valores preditivos positivo e negativo e o valor de kappa como parâmetros para 

análise do ponto de corte e do desempenho do teste demonstrados nas tabelas 4.18, 4.19, 4.20 e 

4.21.  

Para o fabricante Radim (Tabela 4.18), PC1, PC2 e PC3 apresentaram os mesmos valores 

de sensibilidade, especificidade e valores preditivos, no entanto, a concordância foi maior em 

PC1 e PC2. Como a diferença entre PC1 e PC2 não foi representativa, o PC1 (0,347) foi adotado 

como padrão para o teste.  
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Tabela 4.18- Valores padrões da qualidade do teste anti-HCV em SCPF pelo EIE HCV Ab (Radim) de acordo com 

os diferentes pontos de corte calculados. 

Método Valor de 

corte (nm) 

Sensibilidade 

(95% IC) 

Especificidade 

(95% IC) 

VPP* 

(95% IC) 

VPN* 

(95% IC) 

Concordância 

(kappa) 

PC1 0,347 97,50% 

(86,84-99,94) 

99,46% 

(98,07-99,93) 

95,12% 

(83,47-99,40) 

99,73% 

(98,50-99,99) 

0,959 

(0,913-1) 

PC2 0,351 97,50% 

(86,84-99,94) 

99,46% 

(98,07-99,93) 

95,12% 

(83,47-99,40) 

99,73% 

(98,50-99,99) 

0,959 

(0,913-1) 

PC3 0,284 97,50% 

(86,8-99,9) 

99,46% 

(98,1-99,9) 

95,12% 

(83,47-99,40) 

99,73% 

(98,50-99,99) 

0,946 

(0,893-0,999) 

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, sendo Radim 

(xCN + 0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP ÷ 4) e Abbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de 

DO das amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas no teste acrescido de três desvios padrão; 

PC3: cálculo da curva ROC. 

*Prevalência: 9,73% (7,04-13,02); quando prevalência: 1%; PC1, PC2 e PC3 - VPP: 64,59%; VPN: 99,97%. 

 

Para o fabricante DiaSorin (Tabela 4.19), PC1, PC2 e PC3 apresentaram os mesmos 

valores de sensibilidade, no entanto, valores de especificidade, os valores preditivos e 

concordância foram maiores em PC3 (com o cálculo da curva ROC) (Figura 4.2).  

 

Tabela 4.19- Valores padrões da qualidade do teste anti-HCV em SCPF pelo EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) de 

acordo com os diferentes pontos de corte calculados. 

Método Valor de 

corte (nm) 

Sensibilidade 

(95% IC) 

Especificidade 

(95% IC) 

VPP* 

(95% IC) 

VPN* 

(95% IC) 

Concordância 

(kappa) 

PC1 0,592 88,89% 

(75,95-96,29) 

96,12% 

(93,58-97,86) 

74,07% 

(60,35-85,04) 

98,58% 

(96,72-99,54) 

0,782 

(0,687-0,876) 

PC2 0,648 88,89% 

(75,95-96,29) 

96,40% 

(93,92-98,07) 

75,47% 

(61,72-86,24) 

98,58% 

(96,73-99,54) 

0,791 

(0,698-0,884) 

PC3 1,345 88,89% 

(75,9-96,3) 

98,89% 

(97,2-99,7) 

90,89% 

- 

98,61% 

- 

0,875 

(0,799-0,951) 

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, sendo Radim (xCN + 

0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP ÷ 4) e Abbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de DO das 

amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas no teste acrescido de três desvios padrão; PC3: 

cálculo da curva ROC. 

*Prevalência: 11,08% (8,20-14,55); quando prevalência: 1%; 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- Gráfico obtido pela curva ROC para o teste anti-HCV (DiaSorin, Itália)  

Comparação de valores de densidade óptica das amostras de sangue coletado em papel de filtro e seus 

resultados correspondentes com as de soro. O valor de ponto de corte obtido por esse critério foi de 1,345 nm, e 

sensibilidade e especificidade de 88,9% e 98,9%, respectivamente. 

 

Para o fabricante Bio-Rad (Tabela 4.20), o PC3 (através do cálculo da curva ROC) 

apresentou os melhores valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos e 

concordância (Figura 4.3).  

 

 

Tabela 4.20- Valores padrões da qualidade do teste HCVAg-Ac em SCPF pelo EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab 

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

Método Valor de 

corte (nm) 

Sensibilidade 

(95% IC) 

Especificidade 

(95% IC) 

VPP* 

(95% IC) 

VPN* 

(95% IC) 

Concordância 

(kappa) 

PC1 0,362 92,68% 

(80,08-98,46) 

100% 

(98,96-100) 

100% 

(90,75-100) 

99,16% 

(97,56-99,83) 

0,958 

(0,910-1) 

PC2 0,503 87,80% 

(73,80-95,92) 

100% 

(98,96-100) 

100% 

(90,26-100) 

98,60% 

(96,77-99,54) 

0,928 

(0,866-0,991) 

PC3 0,287 95,12% 

(83,5-99,4) 

100% 

(99,0-100) 

100% 

(90,75-100) 

99,95% 

- 

0,959 

(0,912-1) 

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, sendo Radim (xCN + 

0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP ÷ 4) e Abbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de DO das 

amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas no teste acrescido de três desvios padrão; PC3: 

cálculo da curva ROC. 

*Prevalência: 10,41% (7,57-13,85); quando prevalência: 1%; PC1 - VPP: 100%; VPN: 99,93%; PC2 - VPP: 100%; 

VPN: 99,88%; PC3 - VPP: 100%; VPN: 99,95%. 
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Figura 4.3- Gráfico obtido pela curva ROC para o teste HCV AgAc (Bio-Rad, França)  

Comparação de valores de densidade óptica das amostras de sangue coletado em papel de filtro e seus 

resultados correspondentes com as de soro. O valor de ponto de corte obtido por esse critério foi de 0,287 nm, e 

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

 

Para o fabricante Abbott (Tabela 4.21), o PC2 foi escolhido por ter maior concordância 

entre os resultados (0,838), maior especificidade e valores preditivos, contudo, observou-se uma 

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

 

Tabela 4.21- Valores padrões da qualidade do teste HCV Ag-Ac em SCPF pelo EIE Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott) de acordo com os diferentes pontos de corte calculados. 

Método Valor de 

corte (nm) 

Sensibilidade 

(95% IC) 

Especificidade 

(95% IC) 

VPP* 

(95% IC) 

VPN* 

(95% IC) 

Concordância 

(kappa) 

PC1 0,424 80,49% 

(65,13-91,18) 

98,85% 

(97,09-99,69) 

89,19% 

(74,58-96,97) 

97,73% 

(95,58-99,02) 

0,829 

(0,735-0,923) 

PC2 0,524 78,05% 

(62,39-89,44) 

99,43% 

(97,95-99,93) 

94,12% 

(80,32-99,28) 

97,47% 

(95,26-98,84) 

0,838 

(0,744-0,931) 

PC3 0,239 95,12% 

(83,5-99,4) 

95,99% 

(93,4-97,8) 

73,58% 

- 

99,41% 

- 

0,797 

(0,704-0,890) 

PC1: um valor médio de ponto de corte fornecido através do cálculo indicado pelo fabricante, sendo Radim (xCN + 

0,350), DiaSorin (xCN + 0,500), Bio-Rad (xCP ÷ 4) e Abbott (xCN + 0,200); PC2: média dos valores de DO das 

amostras de SCPF correspondentes às amostras de soro negativas no teste acrescido de três desvios padrão; 

PC3: cálculo da curva ROC. 

*Prevalência: 10,51% (7,57-13,85); quando prevalência: 1%; 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 

 

Após análise do ponto de corte, os melhores resultados do desempenho de cada teste 

foram compilados na tabela 4.22. 

 

Tabela 4.22- Valores dos padrões de qualidade obtidos nos testes anti-HCV e HCV Ag-Ac em amostras de SCPF 

EIE Radim DiaSorin Bio-Rad Abbott 

Sensibilidade 97,50% 88,89% 95,12% 78,05% 

Especificidade 99,46% 98,89% 100% 99,43% 

Concordância kappa 0,959 0,875 0,959 0,838 

Número de amostras falso positivas 2 5 1 2 

Número de amostras falso negativas 1 5 2 9 

 

No EIE HCV Ab (Radim) foi detectado como reagente um total de 41 amostras de SCPF 

e nas demais 370 foram obtidos resultados não-reagentes para anticorpos anti-HCV. No EIE ETI-

AB-HCVK-4 (DiaSorin), o total de amostras reagentes de SCPF é de 45, enquanto as 361 

amostras restantes foram não-reagentes. No EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) 

foram consideradas como reagentes 40 amostras de SCPF e nas 354 restantes foram obtidos 

resultados não-reagentes para o antígeno e o anticorpo anti-HCV. No EIE Murex HCV Ag/Ab 

Combination (Abbott), as amostras reagentes de SCPF foram 34, enquanto as 356 amostras 

restantes foram não-reagentes. Na figura 4.4 estão demonstrados os resultados comparativos das 

amostras pareadas de soro e SCPF. 

 

 

 

 



64 

 

 

 

 
 

Figura 4.4- Comparativo dos resultados obtidos entre as amostras de soro e SCPF nos testes EIE HCV Ab 

(Radim) e EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) para o marcador anti-HCV, e EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA 

(Bio-Rad) e EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) para o marcador antígeno e anticorpo anti-HCV. 

 

4.8- Avaliação do limite de detecção 

 

Na avaliação do limite de detecção, verificamos que foi possível obter reatividade para o 

anti-HCV até a diluição de 1:104 nos dois testes avaliados (Radim e DiaSorin), e para o HCV Ag-

Ac até a diluição de 1:103 conforme pode ser observado nas figuras 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8. Além 

disso, não houve diferença para detecção de anticorpos anti-HCV e antígeno e anticorpos anti-

HCV em relação ao tipo de coleta [sangue capilar por punção digital coletado diretamente em 

papel de filtro (SCPF) e sangue venoso obtido em tubo vacutainer sem anticoagulante]. 

O resultado dos valores do ponto de corte foi obtido pelo cálculo indicado na bula de cada 

fabricante dos testes. 
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Figura 4.5- Resultado do teste de limite de detecção no EIE HCV Ab (Radim) 
Valores de densidade óptica para cada diluição em amostras de sangue capilar (SC) e sangue venoso (SV) coletadas 

em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,367nm. 
 

 
Figura 4.6- Resultado do teste de limite de detecção no EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) 

Valores de densidade óptica para cada diluição em amostras de sangue capilar (SC) e sangue venoso (SV) coletadas 
em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,667nm. 
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Figura 4.7- Resultado do teste de limite de detecção no EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) 
Valores de densidade óptica para cada diluição em amostras de sangue capilar (SC) e sangue venoso (SV) coletadas 

em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,325nm. 
 

 
 

Figura 4.8- Resultado do teste de limite de detecção no EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) 
Valores de densidade óptica para cada diluição em amostras de sangue capilar (SC) e sangue venoso (SV) coletadas 

em papel de filtro. Ponto de corte (PC) obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,327nm. 
 

4.9- Avaliação da precisão da amostra de SCPF 

 

Para o estudo preliminar foram preparadas duas amostras reagentes para HCV com 

concentrações distintas, sendo 101 a positiva forte e 103 a positiva fraca. Em uma única corrida 

PC 

PC 

101        102       103    104    105    106    107    108    109     1010   CN 

101        102       103    104    105    106    107    108    109     1010   CN 
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foram realizadas 8 repetições para cada teste. Com os resultados de densidade óptica obtidos 

foram calculados: média, desvio-padrão, coeficiente de variação e diferença máxima entre as 

replicatas de cada corrida através da multiplicação do desvio-padrão e o fator de significância de 

5,5 para 99,9 % de nível de significância conforme exposto nas tabelas 4.23 e 4.24. 

 

Tabela 4.23: Valores de precisão do estudo preliminar com 8 replicatas da amostra de concentração 101 (positivo 

forte). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCV Ag-Ac  

Bio-Rad 

HCV Ag-Ac  

Abbott 

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-padrão; CV – coeficiente de variação; FS – fator de significância (5,5 para 99,9 % de nível de 

confiança). 

 

 

Tabela 4.24: Valores de precisão do estudo preliminar com 8 replicatas da amostra de concentração 103 (positivo 

fraco). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCV Ag-Ac  

Bio-Rad 

HCV Ag-Ac  

Abbott 

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-padrão; CV – coeficiente de variação; FS – fator de significância (5,5 para 99,9 % de nível de 

confiança). 

 

O estudo de precisão intraensaio (repetitividade simples) foi realizado com vinte 

repetições no mesmo dia e pelo mesmo operador. Os resultados foram comparados aos pares, o 

primeiro com o segundo, o terceiro e o quarto, e assim sucessivamente até o último par. O par 

que obteve diferença superior à diferença máxima estabelecida no estudo preliminar através da 
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multiplicação do DP e FS foi rejeitado até o limite de 5 % do total de amostras, ou seja, 1 par em 

20 amostras. Para as amostras de concentração 101, o teste anti-HCV DiaSorin teve cinco pares 

com diferença superior a zero, mas apenas um par com a maior diferença foi excluído (5% do 

total). Os outros testes não tiveram amostras excluídas. Para as amostras de concentração 103, 

houve a necessidade de rejeição de apenas um par com diferença superior a 0,209 para o teste 

HCV Ag-Ac da Abbott, os demais não se enquadrando neste critério. Posteriormente, foram 

calculados: a média, desvio-padrão e coeficiente de variação do estudo (Tabelas 4.25 e 4.26). 

Conforme o modelo descrito no EP05-A2 para critério clínico, o nível de imprecisão aceitável 

determinado frente ao erro total é de até 25%, ou, seguindo a recomendação da ANVISA, deve 

ser menor que 15 % na mesma corrida analítica. Todos os testes analisados apresentaram erro 

total inferior a 25% para as amostras de concentração 101 e 103, mas o teste anti-HCV da 

DiaSorin obteve variação superior a 15% (16,7%) para amostra positiva forte. 

 

Tabela 4.25: Avaliação do estudo de precisão intraensaio com 20 replicatas da amostra de SCPF com concentração 

de 101 (positivo forte). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCVAgAb  

Bio-Rad 

HCVAgAb  

Abbott 

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-padrão; CV – coeficiente de variação. 

 

Tabela 4.26: Avaliação do estudo de precisão intraensaio com 20 replicatas da amostra de SCPF com concentração 

de 103 (positivo fraco). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCVAgAb  

Bio-Rad 

HCVAgAb  

Abbott 

Média 1,176 1,637 0,453 0,466 

DP 0,075 0,116 0,023 0,016 

CV% 6,4 7,1 5,0 3,5 

DP – desvio-padrão; CV – coeficiente de variação.  
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O estudo de precisão interensaio (reprodutibilidade simples) foi realizado com vinte 

repetições divididas em dois dias com diferentes operadores. A análise foi realizada de forma 

igual à repetitividade simples. Para as amostras de concentração 101, o teste anti-HCV da 

DiaSorin e o HCV Ag-Ac da Abbott tiveram um par de resultados excluídos com diferença maior 

que zero e 1,843, respectivamente. Os outros testes não tiveram amostras excluídas. Para as 

amostras de concentração 103, houve a necessidade de rejeição de resultados. Posteriormente, 

foram calculados: média, desvio-padrão e coeficiente de variação do estudo (Tabelas 4.27 e 

4.28). Conforme o modelo descrito no EP05-A2 para critério clínico, o nível de imprecisão 

aceitável determinado frente ao erro total é de até 25 %, ou, seguindo a recomendação da 

ANVISA, deve ser menor que 15 % na mesma corrida analítica. Todos os testes analisados 

apresentaram erro total inferior a 25% e 15% para as amostras de concentração 101 e 103, 

respectivamente. 

 

Tabela 4.27: Avaliação do estudo de precisão interensaio com 20 replicatas da amostra de SCPF com concentração 

de 101 (positivo forte). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCVAgAb  

Bio-Rad 

HCVAgAb  

Abbott 

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-padrão; CV – coeficiente de variação. 

 

Tabela 4.28: Avaliação do estudo de precisão interensaio -reprodutibilidade- com 20 replicatas da amostra de SCPF 

com concentração de 103 (positivo fraco). 

Teste 

 

Estimativas  

do parâmetro 

Anti-HCV Radim Anti-HCV 

DiaSorin 

HCVAgAb  

Bio-Rad 

HCVAgAb  

Abbott 

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-padrão; CV – coeficiente de variação.  
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4.10- Estabilidade da amostra de SCPF  

 

A análise comparativa dos resultados dos testes realizados para os EIE comerciais 

submetidos a diferentes intervalos de tempo (7, 14, 28, 60, 117 dias) e temperaturas de 

armazenamento (T1: 2-8ºC; T2: 22-26ºC; T3: -20ºC) demonstrou não haver diferenças 

consideráveis nos valores de D.O. obtidos nas condições avaliadas.  

As amostras reagentes representadas nas figuras 4.9, 4.11, 4.13 e 4.15 mantiveram-se 

estáveis à temperatura de -20ºC e a 2-8ºC. No entanto, houve um pequeno declínio 

estatisticamente não significante de D.O. à temperatura ambiente (T2) para os testes Bio-Rad e 

Abbott. 

Para as amostras não-reagentes cada fabricante apresentou um desempenho diferente. No 

teste da Radim (Figura 4.10), os valores de D.O. não apresentaram alterações significativas. No 

teste da DiaSorin (Figura 4.12), os resultados de D.O. foram heterogêneos, com elevação nos 14º 

e 117º dias para todas as temperaturas de armazenamento (p < 0,0001). No teste da Bio-Rad 

(Figura 4.14), houve aumento dos valores de D.O. em T1 (2-8ºC) a partir do 60º dia, mas as 

amostras mantiveram-se estáveis nas demais condições. No teste da Abbott (Figura 4.16), houve 

aumento dos valores de D.O. para T1 e T3 a partir do 117º (p < 0,0001). No entanto, para T2 

(temperatura ambiente), os resultados apresentaram uma elevação constante ao passar dos dias. 

 

 

Figura 4.9- Resultado do teste de estabilidade de amostras reagentes de SCPF submetidas a períodos e temperaturas 
de armazenamento diversas no EIE do fabricante Radim (Itália). 

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,354nm. 
p-valor: 0,5513 
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Figura 4.10- Resultado do teste de estabilidade de amostras não-reagentes de SCPF submetidas a períodos e 
temperaturas de armazenamento diversas no EIE do fabricante Radim (Itália). 

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,354nm. 
p-valor: 0,2830 

 
 

 

 

 

 
Figura 4.11- Resultado do teste de estabilidade de amostras reagentes de SCPF submetidas a períodos e temperaturas 

de armazenamento diversas no EIE do fabricante DiaSorin (Itália). 
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,646nm. 

p-valor < 0,0001 
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Figura 4.12- Resultado do teste de estabilidade de amostras não-reagentes de SCPF submetidas a períodos e 

temperaturas de armazenamento diversas no EIE do fabricante DiaSorin (Itália). 
Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,646nm. 

p-valor < 0,0001 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4.13- Resultado do teste de estabilidade de amostras reagentes de SCPF submetidas a períodos e temperaturas 
de armazenamento diversas no EIE do fabricante Bio-Rad (França).  

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,340nm. 
p-valor: 0,9818 
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Figura 4.14- Resultado do teste de estabilidade de amostras não-reagentes de SCPF submetidas a períodos e 
temperaturas de armazenamento diversas no EIE do fabricante Bio-Rad (França). 

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,340nm. 
p-valor: 0,2977 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15- Resultado do teste de estabilidade de amostras reagentes de SCPF submetidas a períodos e temperaturas 
de armazenamento diversas no EIE do fabricante Abbott (África do Sul).  

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,375nm. 
p-valor: 0,9820 
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Figura 4.16- Resultado do teste de estabilidade de amostras não-reagentes de SCPF submetidas a períodos e 
temperaturas de armazenamento diversas no EIE do fabricante Abbott (África do Sul).  

Ponto de corte (PC) médio obtido pelo cálculo indicado na bula do fabricante igual a 0,375nm. 
p-valor < 0,0001 

 
 



 

 

5- DISCUSSÃO 

 

Os estudos com SCPF iniciaram-se na década de 60 em recém-natos para detecção de 

fenílcetonúria (Guthrie e Suzi 1963) Posteriormente, o uso de amostras de sangue coletado em 

papel de filtro (SCPF) como espécime alternativo para detecção de marcadores de diversas 

doenças infecciosas já foi demonstrado em vários estudos (Villa et al. 1981; Gil et al. 1997; 

Tappin et al. 1998; Abe e Konomi 1998; Parker e Cubitt 1999; De Almeida et al. 1999; 

McCarron et al. 1999; Mercarder et al. 2006; Castro et al. 2008; Fachiroh et al. 2008; Desbois et 

al. 2009; Villar et al. 2011). Esse método de coleta se apresenta como uma alternativa a coleta de 

sangue, pois é menos oneroso, não necessita de equipe especializada, é mais seguro e a amostra é 

mais facilmente de ser transportada e armazenada, principalmente quando são estudos realizados 

estudos em populações distantes de laboratório (Mei et al. 2001). 

No presente estudo, o sangue coletado por punção capilar ou, alternativamente, por 

punção venosa, foi dispensado em papel de filtro Whatman 903 (Protein Saver Card) na 

quantidade aproximada de 75 µl por círculo de 12 mm de diâmetro e a secagem feita a 

temperatura ambiente por aproximadamente 3 a 4 horas (Andreotti et al. 2010). O uso desse papel 

de filtro foi descrito em diversos trabalhos científicos para utilização em teste diagnósticos para 

doenças como a infecção pelo HIV/Aids, rubéola, toxoplasmose, dentre outras (Patton et al. 

2008; Madi, et al. 2010). No estudo realizado por Fachiroh et al. (2008), dois tipos de papel de 

filtro (“Guthrie card” [S&S] n° 903 e Whatman n° 1) foram comparados para a detecção de 

anticorpos IgG contra o vírus Epstein Barr, tem sido observados valores superiores de 

sensibilidade e especificidade do teste com o uso do papel de filtro S&S em comparação ao papel 

Whatman n° 1. Em nosso estudo, não foi realizada a comparação entre os diferentes papéis de 

filtro, o que poderia explicar, em parte, diferenças encontradas nas taxas de sensibilidade e 

especificidade. 

É possível detectar anticorpos (IgM e IgG) contra o HCV em amostras de SCPF, 

conforme verificamos, porém, são necessárias modificações em alguns parâmetros de realização 

dos ensaios. Também foi possível detectar antígeno/ anticorpo contra o HCV 
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usando testes de detecção simutânea em amostras de SCPF, após adaptação do protocolo 

estabelecido pelo fabricante para testagem em amostras de soro ou plasma. Inicialmente, o 

tamanho do papel e o tampão de eluição foram determinados, onde círculos de 3 mm de diâmetro 

(McCarron et al. 1999; Costa et al. 2000) foram eluídos por 18 a 24 horas em tampão PBS/BSA 

0,5%. Com o uso deste tampão foram obtidos valores de DO/CO mais próximos daqueles obtidos 

com as amostras de soro. Neto et al. (2004), Lima et al. (2007) e Villar et al. (2011) também 

utilizaram o tampão PBS/BSA 0,5% para eluição de amostras de SCPF em testes para detecção 

de doenças infecciosas congênitas em recém-natos, dengue e hepatite B, respectivamente. Neto et 

al. (2004) obtiveram 100% de sensibilidade ao empregar o tampão PBS/BSA 0,5%. 

Provavelmente, os valores obtidos nestes estudos se deve à ação da albumina bovina que bloqueia 

ligações inespecíficas na reação imunoenzimática, resultando em melhores resultados como os 

obtidos em nosso estudo em relação à escolha desse tampão (Bellisario et al. 2001). 

Croom et al. (2006) realizaram estudos com SCPF (S&S 903) de indivíduos de grupos de 

alto risco e usuários de drogas injetáveis, utilizando o EIE Monolisa anti-HCV plus V.2 (Bio-

Rad, França) e avaliaram 3 diferentes tipos de tampão de eluição. Os autores observaram 

diferenças significativas na detecção de anti-HCV em SCPF eluído em diferentes tampões 

quando foram usadas somente amostras cujos soros correspondentes apresentavam baixos títulos 

de anticorpos anti-HCV. Esta avaliação, contudo, não foi realizada no presente estudo.  

Os volumes de amostra e diluente empregados nos testes foram analisados, e foi possível 

verificarmos melhores resultados na detecção de anticorpos anti-HCV e de antígeno e anticorpos 

anti-HCV nos quatro EIEs quando o volume de SCPF foi aumentado e o diluente foi diminuído 

ou retirado. A mesma observação foi relatada por McCarron et al. (1999) e Croom et al. (2006) 

para a detecção de anti-HCV e, provavelmente, se deve a menor quantidade de anticorpos 

presentes em SCPF (Bazzigaluppi et al. 1999), visto que estas amostras contêm sangue total e 

este é ainda diluído no tampão de eluição. O círculo de 12,5 mm de diâmetro de papel de filtro 

comporta, em média, 80 µL de sangue total, o que equivale a aproximadamente 26 µL de soro 

(Steger et al. 1990; McDade et al. 2007; Melgaço et al. 2011). Assim, o aumento de volume de 

SCPF no teste tem de a gerar maior equivalência entre os níveis de anticorpos em SCPF e na 

amostra de soro correspondente. No entanto, não há consenso do número de vezes que o volume 

de amostrade SCPF deve ser aumentado em relação ao soro (Parker et al. 1997; Montebugnoli 

et.al., 1999; McCarron et al.1999; Croom et al. 2006). 
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Quando o volume de conjugado e o tempo de incubação de amostra foram avaliados, 

nenhum dos dois fatores se mostrou significante para o aumento da sensibilidade dos testes 

usados no estudo, diferentemente de outros estudos cujos resultados mostraram que um ou ambos 

os parâmetros necessitaram ser alterados (Neto et al. 2004; Medina 2008). 

A avaliação do ponto de corte também foi feita para a detecção de anticorpos anti-HCV e 

antígenos e anticorpo anti-HCV nos quatro EIEs usados no estudo, onde verificamos que a 

alteração do ponto de corte foi necessária para o aumento da sensibilidade e especificidade dos 

testes. Este tipo de alteração é bastante eficiente para aumentar a sensibilidade dos testes 

otimizados, tal como foi observado por Villar et al. (2011) para detecção de marcadores de 

hepatite B em SCPF, por Cruz et al. (2011) para a detecção de HBsAg em saliva e Tourinho et al. 

(2011) para a detecção de anti-HAV em saliva. 

Para os EIE dos fabricantes DiaSorin e Bio-Rad, foi empregada a análise da curva ROC. 

Villar et al. (2011) obtiveram um aumento da acurácia de EIE para os marcadores da hepatite B 

em amostras de SCPF quando os valores de ponto de corte foram recalculados com base no 

método da curva ROC. Da mesma forma, Tourinho et al. (2011) e Cruz et al. (2011) observaram 

aumento da sensibilidade e da especificidade com a análise do ponto de corte segundo a curva 

ROC, em EIE para a detecção de anticorpos anti-HAV e marcadores de hepatite B, 

respectivamente, em amostra de saliva. No Murex HCV Ag/Ac Combination, o ponto de corte foi 

determinado pela média de valores de D.O. das amostras não-reagentes acrescido de três DP. Este 

último método foi descrito por Parker et al. (1999) para a detecção de anti-HCV utilizando um 

EIE in house e papel de filtro Whatman n° 3 em uma população de mães e crianças atendidas em 

dois hospitais do Paquistão. Com relação ao teste HCV Ab, foi empregado o ponto de corte 

calculado de acordo com a recomendação do fabricante do teste (Radim). 

Utilizando o EIE HCV Ab para detecção de anti-HCV em SCPF foi possível obter taxas 

de sensibilidade de 97,50% e especificidade de 99,46% com o teste otimizado. Já para o EIE ETI-

AB-HCVK-4, a sensibilidade do teste foi de 88,89% e a especificidade foi de 98,89%. McCarron 

et al. (1999) observaram em estudo para detecção de anti-HCV em SCPF pelo EIE Monolisa anti-

HCV (Sanofi Pasteur, Marne-la-Coquette, França), em pacientes sabidamente infectados pelo o 

HCV e doadores de sangue valores de sensibilidade de 100% e especificidade de 87,5%. No 

presente estudo, foi observada maior especificidade, porém, a sensibilidade foi inferior. Uma 

possível explicação para esta menor sensibilidade pode ter sido o tipo de amostra usada em nosso 
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estudo ou o tampão de eluição empregado, já que McCarron et al. (1999) eluíram um círculo de 3 

mm de SCPF em tampão PBS/Tween + azida sódica. 

Outro achado de nosso estudo foi a maior sensibilidade obtida com o EIE HCV 

Ab.(Radim). Devido à falta de outros estudos baseados na realização de testes anti-HCV em 

SCPF pelos EIEs usados no presente estudo, não foi possível fazer comparação dos resultados 

obtidos em SCPF. Entretanto, em estudo realizado recentemente em nosso laboratório (LAHEP) 

para detecção de anticorpos anti-HCV em amostras de soro, utilizando três diferentes fabricantes 

(Radim, BioMerieux e DiaSorin), foi observado que o EIE HCV Ab (Radim) foi o mais sensível 

para a detecção de anti-HCV (Silva et al. 2010). 

Usando o EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) para detecção de antígeno e 

anticorpo anti-HCV em SCPF foi possível obter sensibilidade de 95,12% e especificidade de 

100% com o teste otimizado. Já para o EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott), a 

sensibilidade do teste foi de 78,05% e a especificidade foi de 99,43%. Os dois testes 

apresentaram excelente especificidade, no entanto, o EIE da Bio-Rad obteve maior sensibilidade 

com as adaptações realizadas no protocolo do ensaio. Não foi possível comparar esses resultados 

com a literatura, pois não existem estudos publicados até o momento usando EIE para detecção 

combinada de antígeno e anticorpo anti-HCV em amostras de SCPF. Nos estudos de Lambert 

(2007), o EIE usado (Bio-Rad) obteve 99,86% de especificidade e detecção de 71% de amostras 

HCV RNA positiva/anti-HCV negativa (janela imunológica) para amostras de sangue coletadas 

de indivíduos de ambiente hospitalar e banco de sangue. Yang et al. (2011) avaliaram o 

desempenho de diferentes grupos de pacientes usando o EIE da Abbott obtiveram 100% de 

sensibilidade e 95,4% de especificidade para amostras de soro. 

Uma explicação para a diferença de sensibilidade observada entre os diferentes EIEs é a 

carga viral em cada indivíduo. Garrido et al. (2009) verificaram que a determinação do HIV-1 

RNA em SCPF foi correlacionada a carga viral da amostra de plasma correspondente. Logo, com 

baixos níveis de viremia juntamente com a diminuição gerada pelo tipo de espécime coletado, é 

possível que essas amostras apresentem resultados indeterminados ou falsos negativos. Os EIEs 

da DiaSorin e Abbott obtiveram o maior número de amostras falso negativas, sendo 5 e 9, 

respectivamente. Outra possibilidade de interferência é o papel de filtro que pode influenciar as 

ligações inespecíficas dos antígenos e anticorpos, mesmo usando como tampão de eluição o BSA 

que minimiza este efeito. Tais possibilidades devem ser avaliadas em estudos futuros. 
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No presente estudo, também foi possível estabelecer o limite de detecção dos dois EIEs 

para a detecção de anti-HCV em amostras de SCPF artificialmente contaminadas. E foi possível 

verificar um limite de 1/10.000 em ambos os testes. Com relação aos dois EIEs para detecção de 

antígeno e anticorpo anti-HCV foi possível verificar um limite de detecção de 1/1.000 em ambos 

os testes. Tuaillon et al. (2010) também realizaram diluições seriadas para determinação do limite 

mínimo de detecção de anticorpos anti-HCV e verificaram que este limite em amostras de SCPF 

foi uma média de 1/512 de títulos de diluição (entre variações de 1/64 a 1/4.096), enquanto para o 

soro o resultado médio foi de 1/1.024 (variando de 1/512 a 1/65.336). Estes resultados confirmam 

que o teste em amostras de soro é mais sensível do que o teste em SCPF. Contudo, em nosso 

estudo o limite de detecção dos dois EIEs para detecção de anti-HCV em SCPF foram superiores 

ao relatado por Tuaillon et al. (2010). Entretanto, nos EIEs para detecção simultânea de antígeno 

do HCV e anticorpos anti-HCV o título de diluição em amostra de SCPF foi semelhante ao 

encontrado por Tuaillon et al. (2010) para detecção de anti-HCV em amostra de soro. 

Com relação à precisão dos quatro EIEs, todos apresentaram boa concordância entre os 

resultados intraensaio e interensaio nas amostras de SCPF com reatividade fraca e forte. A 

precisão dos testes se manteve dentro dos limites recomendados pelo documento EP5-A2 

publicado pelo Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standards 

Institute ou CLSI), que estabelece um erro total aceitável de 25%. O teste ETI-AB-HCVK-4 

(DiaSorin) apresentou a maior variação em comparação com os outros EIE, excedendo o limite 

de 15% para uma análise mais criteriosa, considerando-se recomendações da ANVISA. 

O último parâmetro avaliado foi a estabilidade das amostras de SCPF submetidas a 

diferentes períodos e temperaturas de armazenamento. As amostras reagentes e não-reagentes 

permaneceram estáveis durante 117 dias acondicionadas a temperatura ambiente, 2 a 8ºC e -20ºC. 

Porém, o EIE ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin) apresentou oscilações significativas de D.O. (p < 

0,0001) com um aumento isolado de D.O. em todas as condições de armazenamento no 28º dia 

para amostras reagentes e no 14º dia para amostras não-reagentes, mantendo-se a estabilidade até 

60º dia. O EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) também apresentou variação de D.O. 

estatisticamente significativa (p < 0,0001) nas amostras não-reagentes, mas manteve–se estável 

até 60º dia em todas as condições de armazenamento. As amostras reagentes e não-reagentes para 

o EIE HCV Ab (Radim) e EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) e as amostras 

reagentes para o EIE Murex HCV Ag/Ab Combination (Abbott) não apresentaram variações de 

D.O. estatisticamente significativas. As amostras não-reagentes apresentaram as maiores 
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variações nas diversas condições de armazenamento submetidas, com tendência à elevação dos 

valores de densidade ótica. No entanto, todos os resultados permaneceram abaixo do ponto de 

corte, ou seja, não-reagentes até 117º dia. Verificou-se, assim, que as amostras de SCPF 

poderiam ficar armazenadas nas três condições do estudo durante 60 dias preservando suas 

características, o armazenamento a -20º minimizaria as flutuações de D.O. Villar et al. (2011) 

obtiveram resultados semelhantes, em ensaios para detecção de marcadores de hepatite B em 

amostras de SCPF até 63 dias, em diversas condições de armazenamento, e verificaram que o 

valor de D.O. está menos sujeito às variações quando as amostras foram armazenadas a -20ºC. 

Tuaillon et al. (2010) investigaram a estabilidade das amostras de SCPF expostas à temperatura 

ambiente por 2 a 12 dias antes de serem armazenadas a -20ºC. Para o teste anti-HCV, após o 

sexto dia, os valores de absorbância foram maiores do que o ponto de corte em quatro das cinco 

amostras de pacientes anti-HCV negativos, mas nas amostras positivas não houve variação 

significativa. Para o HCV RNA, Tuaillon et al. (2010), assim como Abe e Konomi (1998) 

observaram títulos dez vezes menores de HCV RNA em amostras armazenadas durante quatro 

semanas à temperatura ambiente, porém, as amostras congeladas foram preservadas. 

Amostras de SCPF podem ser utilizadas para detecção de anticorpos anti-HCV e para 

detecção combinada de antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV desde que adaptações aos EIE 

comerciais sejam feitas para adequá-los a esse tipo de amostra biológica. Neste estudo, as 

principais modificações em relação às recomendações dos fabricantes para amostras de soro 

foram: tipo de tampão de eluição, o volume da amostra e a utilização de cálculos de pontos de 

corte alternativos para melhorar a taxa de concordância entre os resultados das amostras pareadas 

de soro e SCPF.  

Nossos resultados revelam-se promissores visto que os EIE possuem baixo custo e podem 

ser adaptados com sucesso para o uso de SCPF, apresentando como vantagens: volume reduzido 

de amostra, pouco espaço físico para armazenamento, e estabilidade suficiente para suportar o 

transporte por longas distâncias em temperatura ambiente, sem causar danos a amostra, 

possibilitando etabelecer o diagnóstico da infecção pelo HCV em locais de difícil acesso e com 

condições laboratoriais sub-ótimas.  

 

 



 

 

6- CONCLUSÕES 

 

• O uso do tampão PBS/BSA 0,5% para eluição de amostras de SCPF resultou em melhor 

desempenho dos testes de detecção de anticorpos anti-HCV e detecção silmutânea de antígeno e 

anticorpo anti-HCV quando comparado às amostras de soro; 

• O aumento do volume de amostra de SCPF para a detecção de anti-HCV e HCV Ag-Ac 

pelos EIE avaliados e a utilização de cálculos de pontos de corte alternativos foi necessária para a 

melhorar a taxa de concordância entre os resultados das amostras pareadas de SCPF e soro; 

• O tempo de incubação da amostra e o volume de conjugado usado nos EIE não 

influenciou significativamente os valores médios de D.O. nas amostras de SCPF, podendo, assim, 

serem utilizadas as recomendações dos fabricantes; 

• O EIE HCV Ab (Radim) foi o teste de detecção de anticorpos anti-HCV com melhor 

desempenho em amostras de SCPF por ter apresentado os maiores valores de sensibilidade, 

especificidade, concordância e valores preditivos positivo e negativo entre os resultados das 

amostras pareadas de SCPF e soro; 

• O EIE MonolisaTM HCV Ag-Ab ULTRA (Bio-Rad) foi o teste de detecção simultânea 

de antígenos do HCV e anticorpos anti-HCV com melhor desempenho em amostras de SCPF por 

ter apresentado os maiores valores de sensibilidade, especificidade, concordância e valores 

preditivos positivo e negativo entre os resultados das amostras pareadas de SCPF e soro; 

• Os testes com amostras de SCPF para detecção de anticorpos anti-HCV e detecção 

simultânea de antígeno do HCV e anticorpos anti-HCV apresentaram repetitividade e 

reprodutibilidade dentro dos limites recomendados para amostras clínicas; 

• As amostras de SCPF apresentaram boa estabilidade em diferentes condições ambientais 

(22-26º, 2-8º, -20º) durante 60 dias, viabilizando o acesso ao diagnóstico em áreas distantes do 

laboratório e de grandes centros urbanos. 
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8.1- Casos notificados com anti-HCV (1) reagente (número e taxa de detecção por 100.000 hab.) segundo UF e região de residência por ano 

de notificação. Brasil, 1999-2009 (2) 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções intercensitárias (1981 a 2009). Notas: (1) Marcador sorológico 
de contato com vírus da hepatite C; (2) Casos notificados no SINAN até dezembro de 2009; (3) Dados preliminares para 2009; (4) 11 casos 
ignorados quanto à UF de residência. Não foram retiradas as duplicidades de notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites 
Virais. 
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8.2- Casos confirmados de hepatite C(1) (número e taxa de detecção por 100.000 hab.) segundo UF e região de residência por ano de 

notificação. Brasil, 1999-2009(2) 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções intercensitárias (1981 a 2009). Notas: (1) Foram considerados 
casos confirmados aqueles que apresentaram os seguintes marcadores sorológicos reagentes: Anti-HCV e HCV-RNA; (2) Casos notificados no 
SINAN até dezembro de 2009; (3) Dados preliminares para 2009; (4) 11 casos ignorados quanto à UF de residência. Não foram retiradas as 
duplicidades de notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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8.3- Casos confirmados de hepatite C(1) (número e taxa de detecção por 100.000 hab.) e razão de sexos segundo ano de notificação. Brasil, 

1999-2009 

 

 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções intercensitárias (1981 a 2009). Notas: (1) Foram considerados 
casos confirmados aqueles que apresentaram os seguintes marcadores sorológicos reagentes: Anti-HCV e HCV-RNA; (2) Casos notificados no 
SINAN até dezembro de 2009; (3) 13 casos ignorados quanto ao sexo; (4) Dados preliminares para 2009. Não foram retiradas as duplicidades de 
notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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8.4- Casos confirmados de hepatite C(1) (número e taxa de detecção por 100.000 hab.) segundo sexo e faixa etária 

por ano de notificação. Brasil, 1999-2009 

 
Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS; População: Estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
segundo os Censos (1980, 1991 e 2000), contagem da população (1996) e projeções intercensitárias (1981 a 2009). Notas: (1) Foram considerados 
casos confirmados aqueles que apresentaram os seguintes marcadores sorológicos reagentes: Anti-HCV e HCV-RNA; (2) Casos notificados no 
SINAN até dezembro de 2009; (3) 13 casos ignorados quanto ao sexo; (4) Dados preliminares para 2009; (5) 19 casos ignorados quanto à faixa 
etária. Não foram retiradas as duplicidades de notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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8.5- Casos confirmados de hepatite C(1) (número e taxa de detecção por 100.000 hab.) segundo forma clínica por 

faixa etária. Brasil, 1999-2009 

 

Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS Notas: (1) Foram considerados casos confirmados aqueles que apresentaram os seguintes 
marcadores sorológicos reagentes: Anti-HCV e HCV-RNA; (2) Casos notificados no SINAN até dezembro de 2009; (3) 19 casos ignorados quanto 
a faixa etária. Não foram retiradas as duplicidades de notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
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8.6- Casos confirmados de hepatite C(1) (número e percentual.) segundo a provável fonte/mecanismo de infecção por 

ano de notificação. Brasil, 1999-2009(2) 

 
Fontes: Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS Notas: (1) Foram considerados casos confirmados aqueles que apresentaram os seguintes 
marcadores sorológicos reagentes: Anti-HCV e HCV-RNA; (2) Casos notificados no SINAN até dezembro de 2009; (3) Dados preliminares para 
2009. Não foram retiradas as duplicidades de notificação. Execução: Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais.
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8.7- Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz 
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8.8- Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Federal dos Servidores do 

Estado. 
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8.9- Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

  

 

 

 

   

 

 

 

 

 

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

 

O (a) Sr(a) está sendo convidado a participar como voluntário de uma pesquisa intitulada: Adaptação de 

ensaios imunoenzimáticos para o diagnóstico da infecção pelo vírus da hepatite C em amostras de 

sangue coletado em papel de filtro. 

 

O objetivo deste estudo é investigar se é possível utilizar o seu sangue fixado num pedaço de papel para o 

diagnóstico da hepatite C. Normalmente, para se fazer o teste de diagnóstico para hepatite C o sangue 

é coletado em um tubo e parte do mesmo (soro) é submetida a um exame de laboratório chamado ensaio 

imunoenzimático. No entanto, em locais muito distantes do laboratório como pequenas cidades ou aldeias 

indígenas pode ser difícil coletar, separar e transportar o sangue de forma adequada para que este teste 

possa ser realizado. A coleta e o transporte do sangue fixado em um pedaço de papel pode resolver este 

problema.  Este estudo pretende padronizar o teste para hepatite tipo C no sangue fixado em papel. 

 

Os doadores voluntários de sangue são obrigatoriamente submetidos a testes para determinar a presença 

de infecções transmissíveis pelo sangue doado, incluindo o teste para hepatite C. Nesta pesquisa, a 

amostra de sangue será coletada durante os procedimentos normais realizados para doação de sangue.  

 

Durante a doação de sangue, uma bolsa de sangue e três tubos de sangue são coletados pela equipe de 

rotina do Banco de Sangue. Neste momento, mais um tubo de sangue (8mL) será coletado para pesquisa 

sem que haja necessidade de realizar nova punção no individuo. Parte deste sangue será, então, colocado 

em papel de filtro com ajuda de um conta-gotas e armazenado, e outra parte será armazenado para 

realização do teste de rotina para hepatite C. Essas amostras serão enviadas para o Laboratório de 

Hepatites Virais no Instituto Oswaldo Cruz onde serão testadas.  

 

Ministério da Saúde 

Hospital Federal Dos Servidores 

Do Estado 

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Instituto Oswaldo Cruz 

Laboratório de Hepatites Virais 
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Toda a pesquisa será realizada de forma a não revelar a sua identidade e quando os resultados forem 

publicados em congresso ou revista cientifica a sua identidade também será preservada. Somente os 

pesquisadores e os profissionais responsáveis pela pesquisa e os médicos do Banco de Sangue terão acesso 

as suas informações médicas garantindo proteção contra qualquer tipo de preconceito ou censura. 

 

É possível que novas amostras de sangue sejam necessárias. Caso isto ocorra, o (a) Sr. (a) será contatado 

por um dos responsáveis pela pesquisa que irá perguntar se o (a) Sr. (a) autoriza a coleta de uma outra 

amostra de sangue (8 mL) para o teste de hepatite C. O (a) Sr. (a) estará livre para recusar esta solicitação.  

 

Os possíveis riscos e desconfortos previstos nesta pesquisa são aqueles relacionados com a doação de 

sangue em si, tais como, dor ou vermelhidão no local, e são informados ao doador no momento da 

entrevista pré-doação. 

 

Em qualquer etapa do estudo você terá acesso ao profissional responsável pelo estudo ou um médico do 

Serviço de Hemoterapia do Hospital Federal dos Servidores do Estado através dos telefones (21) 2291-

3131 R 3765 ou 9648-2367.  Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre questões éticas 

relacionadas a esta pesquisa pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Hospital Federal dos Servidores do Estado através dos telefones (21) 2291-3131 R 3544. 

 

É importante você saber que: 

  

1) Sua participação nesta pesquisa é totalmente voluntária. 

2) Poderá sair do estudo a qualquer momento que desejar sem prejuízos para sua saúde. 

3) Não há custo ou remuneração prevista para que participe deste estudo. 

4) Sua identidade será mantida em sigilo quando os resultados forem publicados. 

5) Não lhe será oferecido nenhum benefício direto ao participar deste estudo, visto que o resultado 
do teste da hepatite C já é fornecido rotineiramente pelo Banco de Sangue ao doador. No entanto, 
esta pesquisa poderá trazer conhecimentos que beneficiem pessoas da comunidade viabilizando o 
diagnóstico em locais de difícil acesso onde a coleta de sangue e o transporte de sangue é inviável 
e permitindo o desenvolvimento de trabalhos de vigilância epidemiológica nessas regiões. 
 

6) A pesquisa não está ligada a doação de sangue, ou seja, o doador de sangue tem a livre escolha 
para participar da pesquisa se assim desejar. A doação de sangue será feita de acordo com as 
normas estabelecidas pelo Banco de Sangue e a legislação vigente. 

 

7) O Banco de sangue fornecerá todos os cuidados médicos adequados para o controle dos efeitos 
adversos que possam ocorrer em conseqüência da doação de sangue como dor local, vermelhidão, 
queda de pressão. Também, o Sr. (a) será encaminhado para unidades de saúde especializadas nos 
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casos em que o acompanhamento médico se fizer necessário, como por exemplo, caso seja 
detectada a presença do vírus da hepatite C. 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo Adaptação de ensaios 

imunoenzimáticos para o diagnóstico da infecção pelo vírus da hepatite C em amostras de sangue 

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

 

Eu discuti com o pesquisador ________________________, sobre a minha decisão de participar nesse 

estudo. Ficaram claros para mim quais são seus propósitos, os procedimentos a serem realizados, as 

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas e benefícios diretos.  Concordo voluntariamente em participar deste 

estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 

penalidades ou prejuízo a minha saúde. 

 

Data: ___/___/_______. 

Nome do voluntário:           

Assinatura do voluntário:          

Nome da Testemunha:           

Assinatura da Testemunha:          

Assinatura do pesquisador responsável :        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


