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PEREIRA, Felicidade Mota. Avaliacdo da utilizagdo do teste immunoblot
recombinante (RIBA) no diagnostico da infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC) em
doadores de sangue com anti-VHC reagente. 66 f. il. 2011. Dissertacao (Mestrado)
— Fundacédo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador.

RESUMO

A infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC) € comumente assintomatica e apresenta
uma elevada taxa de cronicidade, podendo evoluir para cirrose e carcinoma
hepatocelular. O diagndstico da hepatite C é realizado através da pesquisa de
anticorpos pelo teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e
confirmado por testes suplementares, tais como o RIBA (Recombinant Immunoblot
Assay) e westernblot e teste confirmatorio, como a pesquisa do VHC-RNA. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do RIBA no diagnéstico da infeccao
pelo VHC em doadores de sangue com anti-VHC reagente. Foram analisadas 102
amostras com resultado de anti-VHC reagente na HEMOBA, utilizando-se o teste
anti-VHC Architect Abbott por quimioluminescéncia para detec¢cdo dos anticorpos
anti-VHC, o RIBA 1ll (CHIRON) como teste suplementar para as amostras anti-VHC
reagentes e indeterminadas e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)
convencional ou em tempo real (Amplicor Roche) para deteccdo do VHC-RNA. As
amostras com VHC-RNA detectavel foram genotipadas por hibridizacdo reversa
(LIPA; SIEMENS). Das 102 amostras analisadas no LACEN, 38,2% (39/102) foram
reagentes, 57,8% (59/102) foram nao reagentes e 3,9% (4/102) foram
indeterminadas para o anti-VHC. Os resultados do RIBA foram 58,1% (25/43)
positivos, 9,3% (4/43) negativos e 32,6% (14/43) indeterminados. Todas as
amostras com resultado de RIBA indeterminado tiveram carga viral indetectavel. As
bandas predominantes nas amostras indeterminadas foram ¢33 e c22. Das
amostras indeterminadas no RIBA, repetidas apds seis meses com nova coleta,
20% (2/10) negativaram e 71,4% (10/14) permaneceram RIBA indeterminado.
Destas, (8/10) continuaram indeterminadas com o mesmo padrdo de bandas. O
VHC-RNA foi realizado em todas as amostras do estudo (102) e foi detectavel em
apenas 22,5% (23/102). Todas as amostras com VHC-RNA detectavel foram RIBA
positivo e tinham index maior que cinco na relagdo S/CO. Em apenas duas
amostras que tiveram resultado de RIBA positivo, 0 VHC-RNA néo foi detectado.
As 23 amostras com VHC-RNA detectavel foram genotipadas, sendo 78,3%
(18/23) do gendtipo 1, 17,4% (4/23) do gendtipo 3 e 4,3% (1/23) do gendtipo 2. A
positividade do anti-VHC associou-se com o uso de droga intranasal (< 0,001), com
drogas injetaveis (< 0,001)) e ocorréncia de DST (< 0,05). Diante dos resultados
encontrados, observa-se que o RIBA apresenta um elevado niumero de resultados
indeterminados, sendo necesséaria a realizacdo do VHC-RNA para a confirmacao
da infeccdo pelo VHC. Individuos com resultado de anti-VHC index menor que
cinco e resultado de RIBA indeterminado tém grande probabilidade de néo
apresentarem o VHC-RNA detectavel e portanto, de ndo estarem infectados pelo
VHC, mas devem ser acompanhados sorologicamente, de acordo com o critério
médico.

Palavras-chave : VHC, anti-VHC, RIBA, VHC-RNA.



PEREIRA, Felicidade Mota. Evaluation of the recombinant immunoblot test use in
the diagnosis of hepatitis C virus infection (HCV) in blood donors with anti-HCV
reagent. 66 f. il. 2011. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,

ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) infection is usually asymptomatic and has a high rate of
chronicity, which may progress to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The
hepatitis C diagnosis is realized by antibodies research using ELISA test (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) and confirmed by additional serological tests, such
as RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) and westernblot, and confirmatory test,
like HCV-RNA research. The objective of this study was to evaluate the RIBA
efficacy in the diagnosis of HCV infection in blood donors with anti-HCV reagent.
Were analyzed 102 samples with anti-HCV reagent in HEMOBA using the anti-HCV
test Abbott Architect chemiluminescence for detection of anti-HCV antibodies, the
RIBA III (Chiron) as a supplemental test for anti-HCV reactive and indeterminate
samples and the Polymerase Chain Reaction test (RT-PCR) conventional or real-
time (Roche Amplicor) for HCV-RNA detection. Samples with HCV-RNA detectable
were genotyped by reverse hybridization (LIPA SIEMENS). Of the 102 samples
analyzed in LACEN 38.2% (39/102) were positive, 57.8% (59/102) were negative
and 3.9% (4 / 102) were indeterminate for anti-HCV. The RIBA results were 58.1%
(25/43) positive, 9.3% (4 / 43) negative and 32.6% (14/43) indeterminate. All
samples with indeterminate RIBA results had undetectable viral load. The
predominant bands in the indeterminate RIBA samples were ¢33 and c22. Of the
RIBA indeterminate samples, repeated after six months with a new collection, 20%
(2 1 10) became negative and 71.4% (10/14) remained indeterminate. Of these, (8 /
10) remained undetermined with the same banding pattern. HCV-RNA was
performed in all study samples (102) and was detectable in only 22.5% (23/102). All
samples with detectable HCV-RNA were RIBA positive and had more than five in
the ratio index S/ CO. Only two samples had RIBA positive results with HCV-RNA
not detected. The 23 samples with detectable HCV-RNA were genotyped, and
78.3% (18/23) were genotype 1, 17.4% (4 / 23) genotype 3 and 4.3% (1 / 23)
genotype 2 . The anti-HCV positivity was associated with intranasal drug use
(p<0.001), injectable drugs (p<0.001)) and STDs (p<0.05). Given the results, it is
noted that the RIBA has a high number of indeterminate results, requiring the HCV-
RNA detection for HCV infection confirmation. Individuals with anti-HCV index
below five, and indeterminate RIBA results are likely undetectable HCV-RNA and
therefore are not infected with HCV, but must be serologically accompanied,
according to medical criteria.

Keywords: HCV, anti-HCV, RIBA, HCV-RNA.
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1 INTRODUCAO

O virus da hepatite C (VHC) €& o agente etiologico da hepatite C
anteriormente denominada hepatite ndo-A e ndo-B. A infeccdo causada pelo VHC
€ comumente assintomatica, apresenta uma elevada taxa de cronicidade e pode
evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular. Estima-se que existam no mundo
cerca de 130 milhdes de pessoas infectadas pelo VHC. A transmissdo do virus
ocorre principalmente por via parenteral, através de transfusdo de sangue e
hemoderivados, utilizacdo de agulhas e seringas contaminadas, transplante de
orgaos e tecidos infectados.

O diagnéstico da infeccdo pelo VHC é feito inicialmente pela triagem
soroldgica do anticorpo anti-VHC. Entretanto um dnico teste positivo para o anti-
VHC ndo é definitivo para o diagnéstico. E necessario a realizacdo de testes
suplementares tais como o teste immunoblot recombinante (RIBA) e a detec¢céo do
RNA do VHC (VHC-RNA). O RIBA identifica anticorpos especificos contra o VHC
enquanto que a deteccdo do VHC-RNA determina a presenca de virus, indicando a
infeccdo existente. A deteccdo de anticorpos contra o virus da hepatite C
utilizando-se um imunoensaio enzimatico (EIA) para uma triagem primaria, seguida
de confirmacao pelo RIBA, foi inicialmente a principal ferramenta utilizada para o
diagnostico da infeccao pelo VHC.

Em bancos de sangue, a triagem do VHC é realizada utilizando-se o teste
de terceira geracao de EIA. Este teste tem uma alta sensibilidade, de ~99.8%, e
reduz a janela imunoldgica para aproximadamente dez semanas, mas apresenta

um baixo valor preditivo para populacées de baixo risco de infeccado pelo VHC,
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como os doadores de sangue, causando um elevado numero de resultados falso-
positivos.

O resultado do anti-VHC é determinado pela relacdo da densidade 6tica da
amostra dividida pelo valor de cutoff (S/CO). Alguns estudos afirmam que o
resultado de anti-VHC com baixo valor da relagcdo S/CO é indicativo de resultado
falso-positivo. Neste caso, a utilizacdo do RIBA para confirmacdo de anticorpos
anti-VHC se faz necessaria, principalmente se o VHC-RNA for indetectavel.

A vantagem do RIBA € que um resultado negativo em individuos sem
fatores de risco para o VHC, elimina a realizacdo do VHC-RNA. Entretanto, o
resultado indeterminado, em doadores de sangue, precisa ser investigado e
acompanhado para se descartar resultado falso-positivo, uma vez que o RIBA com
resultado indeterminado pode representar infeccdo passada ou o inicio de uma
infeccdo onde nem todos 0s anticorpos estdo presentes.

O RIBA pode ainda identificar portadores do VHC que estejam na fase
inicial da doenca, na qual os anticorpos estdo em baixa concentracdo e também
em periodos de intermiténcia da replicacéo viral, onde o VHC-RNA esta negativo.

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do RIBA como teste
suplementar sorologico para o diagnostico da hepatite C em doadores de sangue
com resultado de anti-VHC reagente. Para tanto, foi realizada uma avaliacdo dos
resultados do RIBA nas amostras que foram repetidamente positivas para o anti-
VHC. As amostras com resultado indeterminado no RIBA foram repetidas seis
meses apos, com nova coleta, para confirmacao do resultado. Todas as amostras
foram submetidas ao teste de biologia molecular VHC-RNA, e aquelas com VHC-

RNA detectavel foram analisadas quanto a carga viral e ao genotipo.
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2 JUSTIFICATIVA

O RIBA esta caindo em desuso por apresentar um elevado numero de
resultados indeterminados e apesar de confirmar a presenca ou néo do anti-VHC, o
RIBA néo identifica se a infec¢do esta ativa, sendo necessaria a pesquisa do virus.
Por outro lado, os testes de biologia molecular que detectam a presenca do virus
tém um menor custo e desta forma estdo cada vez mais acessiveis aos
laboratérios de referéncia.

Entretanto, em amostras com baixa positividade para o anti-VHC,
freqientemente encontradas em populacdo de baixo risco como os doadores de
sangue, raramente o VHC-RNA é detectavel, sendo necesséria a realizacdo do

RIBA para descartar os resultados falso- positivos para os anticorpos do VHC.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 HISTORICO

O virus da hepatite C (VHC) € o agente etioloégico da hepatite C antes
denominada hepatite ndo A e ndo B (HNANB). Foi identificado e parcialmente
caracterizado em 1989 através do genoma de virus isolados de soros de pacientes
com HNANB po6s transfusédo (CHOO, et al.,1989). A descoberta do VHC
representa o primeiro sucesso ha aplicacdo de técnicas moleculares para
descoberta de novos agentes infecciosos (FARCI, 2002).

Estudos de seguimento prospectivo das hepatites associadas a transfusao
contribuiram para o conhecimento do agente da HNANB (FARCI, 2002; SEEF,
2009) bem como o uso do modelo animal com chimpanzés foi essencial para

caracterizacao do virus (FARCI, 2002; JOYCE; TYRREL, 2010).
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A clonagem do genoma do VHC levou ao desenvolvimento de teste
soroldgico para deteccao de anticorpos especificos contra o virus da hepatite C por
Kuo e colaboradores em 1989. A partir de 1990, com a introducédo do teste anti-
VHC na triagem das amostras de doadores de sangue diminuiu consideravelmente
a infeccdo por VHC associada a transfusdo nos paises desenvolvidos (FARCI,
2002; LAUER; WALKER, 2001).

Os alvos naturais do VHC séo os hepatdcitos e possivelmente linfocitos B
(LAUER; WALKER, 2001). Entretanto, o virus ja foi detectado em mondcitos do
sangue periférico e em células hematopoiéticas (LERAT, et al., 1996).

O VHC causa infeccao aguda e crbénica, com diferentes graus de gravidade,
podendo desenvolver manifestacdes extra-hepaticas, com a estimulagdo cronica
do sistema imune e auto imunidade induzida pelo virus (ALBERTI, et al., 1999).

O VHC tem como caracteristica a habilidade de persistir no hospedeiro,
causando infeccado crbnica em cerca de 80% dos casos, e pode evoluir para
cirrose e para a forma mais grave da doenca — carcinoma hepatocelular (ALTER,
1995). A historia natural da infeccéo pelo VHC é de dificil avaliagdo devido a varios
fatores: O inicio silencioso da fase aguda e a escassez de sintomas nos estagios
iniciais da fase cronica (LAUER; WALKER, 2001); o desconhecimento da época da
contaminacdo; a presenca de co-morbidades (etilismo créonico e co-infeccbes
virais); a existéncia de diferentes genaotipos e carga viral (THOMAS, et al., 2000) ou
ainda fatores relacionados ao hospedeiro como o sistema imune, idade, sexo e
pleomorfismo genético (FARCI, et al., 1992) que tem um papel fundamental em

mudar a evolucéo clinica da doenca.
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3.2. O VIRUS DA HEPATITE C

O VHC esta classificado no género Hepacivirus, dentro da familia
Flaviviridae, que inclui os virus implicados com as classicas flaviviroses, tais como
a febre amarela, os virus da dengue, pestiviroses animal, como o virus da diarréia
viral bovina (BVDV) e o virus da gripe bovina (GB) (ALTER, 1995; FARCI, 2002;
MORADPOUR; BLUM, 2004).

O VHC €& um virus RNA de aproximadamente 50 nm de diametro, com
envelope e genoma de fita simples e polaridade positiva (CHOO, et al., 1989;
FARCI, 2002) com 9,7 kilobases composta de uma regido nao codificada 5
(5’NCR), uma poliproteina de longa fase de leitura aberta (ORF) com cerca de
3.000 aminoéacidos codificados e uma regidao nao codificada 3’ (3’'NCR) (JOYCE;
TYRREL, 2010; LAUER; WALKER, 2001; MORADPOUR; BLUM, 2004). (Figura 1)

A regido 5’NCR é altamente conservada e contém um local interno de
entrada ribossomal (IRES) que direciona a translacao viral. A regido 3'NCR é curta
e variavel, altamente conservada com 98 nucleotideos e é essencial para
replicacéo viral (JOYCE; TYRREL, 2010; MORADPOUR; BLUM, 2004).

As proteinas estruturais incluem a proteina central (core) que forma o
capsideo viral e as glicoproteinas do envelope E1 e E2. As proteinas nao
estruturais incluem a NS2-3 autoprotease e a NS3 serina protease, uma helicase
RNA localizada na na regido C-terminal da NS3, a proteina polipeptidea NS4A, as
proteinas NS4B e NS5A, e a proteina NS5B RNA polimerase dependente de RNA -

RdRp (MORADPOUR; BLUM, 2004 ; PENIN, et al., 2004).
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A juncdo entre as proteinas estruturais e ndo estruturais é feita por um
polipeptideo p7 constituido de 63 aminoacidos composto por duas proteinas
transmembranas, ambas com dois dominios N e C terminal orientados em direcéo
ao lumen do reticulo endoplasmatico. O p7 ndo é essencial para replicacdo do
RNA, mas existem relatos sobre sua atividade como canal de ions (DUBUISSON,

2007; MORADPOUR; BLUM, 2004).

5 UTR Open reading frame 3" UTR
[ | | ]
HVR 1 HVR 2
\Y}S‘Lbinding site ISDR
z Core ] E1l J E2 ]jp7} NS2 } NS3 J NSaA J NS4aB J NSS5A J NSsB
Envelope
g RNA-dependent
Serine RNA polymerase
protease Protease cofactor
Nucleocapsid Autoprotease
Helicase

Figura 1. Genoma do VHC e Poliproteinas expressadas (Lauer & Walker, 2001).

O VHC tem composi¢do que varia em pacientes, animais e sistema de
cultura de tecidos infecciosos. A analise do gradiente de densidade do soro ou
sobrenadante destas fontes revelou que o RNA do VHC é encontrado em ambas
as fracdes de densidade baixa (1,06 — 1,15 g/mL) e alta (1,17 — 1,25 g/mL)
(JOYCE; TYRREL, 2010).

A caracterizagéo das fracdes virais de baixa densidade obtidas de soro de
pacientes infectados indicam a presenca de proteinas apoB e apoE, triglicerides e
colesterol (JOYCE; TYRREL, 2010; SYED, et al.,, 2009). Muitos lipideos sao

cruciais para a replicacdo do virus e inibidores da via de biossintese dos acidos
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graxos e colesterol inibem a replicacdo, maturacéao e secrecao do virus nas células
(SYED et al, 2009). Além disso, estudos mostraram que o receptor de LDL, quando
bloqueado, pode impedir a entrada do VHC, indicando que o receptor de LDL é co-
receptor da entrada de VHC (Joyce; Tyrrel, 2010).

O virus apresenta uma diversidade no seu genoma gracas a regiao
hipervariavel E2 (OGATA et al, 1991). Através de analises filogenéticas o VHC foi
classificado em seis principais genoétipos baseados na sequéncia de similaridade
dos nucleotideos, sendo que dentro de alguns destes grupos sédo observados dois
ou trés grupos com variantes intimamente relacionadas. Os grupos principais de
variacdo da sequéncia dos nucleotideos sdo denominados de tipos, enquanto que
0s grupos relacionados intimamente dentro de alguns tipos sdo denominados de
subtipos. Os tipos séo representados por numeros Arabicos e os subtipos por
letras minusculas (SIMMONDS, et al., 1993; SIMMONDS, et al., 1994)

O complexo de variantes genéticas encontradas em um individuo
isoladamente é chamado de quasispecies. A composicdo das quasispecies de
VHC resulta da acumulacdo de mutacdes durante a replicacéo viral no hospedeiro

(ZEIN, 2000).

3.3 EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE C

A infeccdo pelo virus da hepatite C € um problema mundial de saude
publica e estima-se que 2,2% da populacdo mundial esteja infectada, o que
equivale a cerca de 130 milhdes de portadores do VHC, sendo que a cronificacao
da doenca ocorre em torno de 70% dos casos. A prevaléncia mais baixa do VHC é
de 0,01% a 0,1%, no Reino Unido e na Escandinavia, enquanto que a prevaléncia

mais alta é de 15 a 20%, no Egito (ALTER, 2007; TE; JENSEN, 2010).
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No Brasil, ndo se conhece com precisdo a prevaléncia do VHC
(FERREIRA; SILVEIRA, 2004). Dados preliminares do Inquérito Nacional de base
populacional das hepatites virais nas capitais brasileiras revelaram uma
prevaléncia entre 0,9 a 1,9% (BRASIL, 2008). Na Bahia, um estudo de base
populacional realizado na capital revelou uma prevaléncia de 1,5% para o VHC
(ZARIFE, et al., 2006).

A identificacdo do gendtipo do VHC permite obter informacbes
epidemiologicas e clinicas relacionadas ao tratamento, uma vez que 0s genotipos
podem mostrar susceptibilidade diferente ao tratamento com interferon. Os
genadtipos 1 e 4 sdo mais resistentes ao tratamento antiviral do que os gendtipos 2
e 3 (SIMMONDS, et al., 1996; SIMMONDS, et al., 2005).

As informacdes sobre gendtipos e subtipos sdo importantes para o estudo
da distribuicdo e rota de transmissdo. Ha uma distribuicdo geografica diferenciada
em relacdo aos gendtipos do VHC (FERREIRA; SILVEIRA, 2004). Embora, os
gendtipos 1, 2 e 3 apresentem uma distribuicdo mundial, suas prevaléncias
relativas variam de uma area geografica a outra. Os subtipos 1la e 1b sdo mais
comuns nos Estados Unidos e também sao predominantes na Europa. No Japao, o
subtipo 1b é responsavel por 73% dos casos de infeccao pelo VHC. O gendtipo 2
encontrado na América do Norte, Europa e Japao. O gendtipo 3a é particularmente
prevalente em usuarios de drogas intravenosas na Europa e Estados Unidos. O
genotipo 4 prevalece na Africa do Norte, Egito e Oriente Médio (ZEIN, 2000). Os
gendtipos 5 e 6 sdo quase exclusivos da Africa do Sul e Hong Kong
respectivamente (BUKH, et al., 1993). Entretanto, Blanton e col. (2005) relataram a

presenca dos genétipos 1 e 5 no Egito.
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No Brasil, estudos realizados nas regides Sudeste (BASSIT, et al., 1999),
Sul (KRUG, et al.,1996) e Nordeste em amostras de conveniéncia (SILVA, et al.,
2000; PARANA, et al., 2000) revelaram um predominio do gendtipo 1, seguido
pelos gendtipos 3 e 2, sendo que o unico estudo de base populacional realizado no
Brasil revelou o predominio do gendétipo de 3, seguido pelos gendtipos 1 e 2
(ZARIFE, et al., 2006). Outros estudos voltados para prevaléncia entre doadores de
sangue (TORRES, et al., 2009), usuarios de drogas injetaveis (SILVA, et al., 2010),
hemofilicos (SILVA, et al., 2005) e pacientes hemodialisados (AMORIM, et al.,
2010; SILVA, et al., 2006) revelaram a maior prevaléncia do genétipo 1 seguido do
genadtipo 3. Os gendtipos 4 e 5 foram raramente encontrados no Brasil, havendo

relatos apenas no estado de Sao Paulo e Bahia (ZARIFE, et al., 2006).

3.4 TRANSMISSAO

O virus da hepatite C é transmitido ao homem por exposicdo a sangue
infectado (ALTER, 2002). Seringas ndo esterilizadas, sangue ndo testado bem
como produtos obtidos de sangue séo fontes de transmissdo do VHC (PRATI,
2006).

Os fatores de risco identificados para adquirir a infeccéo incluem transfusao
de sangue e produtos de sangue, transplantes de 6rgdos solidos de doadores
infectados, uso de drogas injetaveis licitas e ilicitas, injecdes terapéuticas nao
seguras, exposicdo ocupacional ao sangue, recém nato de mae infectada, com
carga viral elevada no momento do parto e co-infectada com VHC e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), hemodialise, tatuagens, procedimentos médicos e
odontologicos, acupuntura, inalacao de drogas com uso de canudos contaminados,

sexo com parceiro infectado e multiplos parceiros (ALTER, 2002). Entre estes, a
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transfusdo de sangue nao testado, uso de drogas injetaveis ilicitas e injecoes
terapéuticas ndo seguras sdo as mais importantes (ALTER, 2006).

Embora o risco de transmissdo do VHC através da atividade sexual e
contato familiar sejam controversos, a transmissdo por estas exposicoes podem
ocorrer ainda que em baixa frequéncia (ALTER, et al., 1998). A presenca do VHC-
RNA tem sido encontrada em fluidos do corpo, como saliva (LINS, et al., 2005),
liquido ascitico, wurina, sémen (LIOU, et al., 1992), leite materno (KUMAR;
SHAHUL,1998), fezes (BELD, et al., 2000), e secre¢des cérvico-vaginal (BELEC, et
al., 2003).

A contribuicdo de secrecdes genitais para disseminacdo do virus ndo é
clara, mas sexo ndo protegido envolve sangue ou micro trauma que € um meio
possivel de transmissdo (THOMPSON, et al., 2003). Estudos sugerem que
individuos sem risco parenteral de infec¢cdo poderiam ter adquirido a infeccéao pela
via sexual (ABOU-SETTA, 2004; RE, et al., 2008). Por outro lado, o estudo
realizado por Bessa e col. (2009) demonstrou que a transmissdo do VHC entre
parceiros de casais heterossexuais estaveis € minima ou insignificante. Nos
homossexuais usuarios de drogas, heterossexuais com multiplos parceiros e
profissionais do sexo a taxa de transmisséo é mais alta (ABOU-SETTA, 2004).

A transmissdo intra familiar do VHC pode ainda ocorrer com o
compartilhamento de itens pessoais como laminas de barbear, alicate de unha e
escova de dente por conjuges e filhos (STRAUSS, 2001; THOMPSON, et al.,
2003).

Alguns estudos sugerem que os diferentes genétipos de VHC podem estar
associados com diferentes fontes de infeccdo. No Paquistdo, o gendtipo 3a € o

mais prevalente e 85% dos pacientes infectados com este gendétipo receberam
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multiplas injecdes, 0 genodtipo 1la e 1b estédo relacionados a pequenas cirurgias e
tratamento dentario e o gendtipo 2 a nenhuma aparente causa de transmisséo
(IDRESS; RIAZUDDIN, 2008). Além disso, alguns grupos de pesquisa, utilizando
ferramentas epidemiolégicas e moleculares, demonstraram que o surgimento dos
principais tipos de VHC em diferentes paises coincide com surtos de tratamento
parenteral ndo seguro, como por exemplo, a terapia parenteral anti
esquistossomose utilizada no Japéo e Egito (PRATI, 2006).

Por fim, no atual cenario, desde a introducdo do teste anti-VHC em banco
de sangue, o risco residual de transmissédo por transfusdo sanguinea sO ocorre
guando o sangue é coletado durante o periodo de janela imunoldgica do doador

(PONDE, 2010).

3.5 TESTES DIAGNOSTICOS

O diagnéstico laboratorial do VHC pode ser realizado através de testes
soroldgicos que irdo detectar os anticorpos contra o virus da hepatite C e técnicas
de biologia molecular que vao detectar o VHC-RNA.

Desde a descoberta do virus da hepatite C em 1989, houve muitos avancos
na area de testes de diagndéstico para hepatite C, tais como reducdo da janela
imunologica, melhora na deteccdo do VHC em paciente imunossuprimido e
aumento da sensibilidade para detectar anticorpos contra diferentes epitopos
especificos dos gendtipos do VHC (GRETCH, 1997; CHIEN, et al., 1999). Os
testes que detectam anticorpos anti-VHC sao utilizados tanto para triagem como

para o diagnéstico da infeccédo pelo VHC (GHANY, et al., 2009).
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3.5.1 Testes sorologicos de triagem

O primeiro teste sorologico para diagnosticar o VHC foi desenvolvido por Kuo
e col. (1989), que utilizaram o antigeno recombinante, C100-3 derivado da regiao
nao estrutural NS4 para revestir os pocos da placa de micro titulacdo e assim
capturar os anticorpos do VHC presentes nas amostras de sangue. Este teste foi
denominado de ELISA (ensaio imunoenziméatico) de primeira geracdo para anti-
VHC. A sensibilidade deste teste foi de 80% em populacdes de alto risco e a
freqiéncia de falso positivo em populacbes de baixo risco foi de 70%
(CONTRERAS, 2006; GRETCH, 1997; BRANDAO, et al., 2001).

O teste de segunda geracdo surgiu em 1992, sendo incorporadas duas
proteinas recombinantes do VHC: c22-3 derivada da regido core e c33-c derivada
da regido nao estrutural NS3. A proteina ¢33 foi fusionada com o antigeno c¢100-3
para formar a proteina c200 (ALTER,1992). A introducédo de novos antigenos levou
a uma melhora substancial na sensibilidade e um leve aumento na especificidade
relativa ao ELISA de primeira geracdo (GRETCH, 1997). A média da janela
imunologica de soroconversao foi reduzida de 16 semanas com o ELISA de
primeira geracdo para 10 semanas com o ELISA de segunda geracao (RICHTER,
2002).

Em 1996, foi aprovado o teste de terceira geracdo que contém antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos da regidao core, NS3 e foi adicionado um
antigeno da regido NS5 (GRETCH, 1997; BRANDAO, et al., 2001). A principal
vantagem desta versao foi a reducdo do tempo meédio para demonstracdo da
soroconversdo que passou para 7 a 8 semanas, aléem da sensibilidade que
aumentou para 97% e a especificidade maior que 95%, em situacdes de alta

prevaléncia. Em populacdes de doadores de sangue parece ser melhor do que o
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ELISA de segunda geracdo (GRETCH, 1997). A maior sensibilidade do ELISA de
terceira geracao € atribuida a nova configuracdo dos antigenos ja presentes no
ELISA de segunda geracao e ndo a presenca do antigeno NS5 (BARRERA, et al.,
1995; GRETCH, 1997; TOBLER, et al., 2003).

Os testes imunoenzimaticos sé@o faceis de executar e baratos. Podem ser
parcialmente ou totalmente automatizados. Na auséncia de um teste padrdao ouro
para os anticorpos do VHC, a atual sensibilidade do teste anti-VHC n&o pode ser
determinada. Em populagcbes imunocompetentes, com alta prevaléncia, a
sensibilidade foi estimada entre 98,8% a 100% e a especificidade > 95%, enquanto
gue em populacdo de baixa prevaléncia, como os doadores de sangue saudaveis,
a sensibilidade foi estimada em > 97% e a especificidade entre 50-60 %
(PAWLOTSKY, 1999; KRAJDEN, 2000).

Resultados falso-positivos para anti-VHC sdo mais provaveis em populacao
cuja prevaléncia da hepatite C é baixa, como nos doadores de sangue ou ainda em
reacdes cruzadas com outros antigenos virais ou desordens imunoldgicas.
Resultados falso-negativos sdo observados em pacientes com imunossupressao,
como na infeccdo pelo HIV, nos receptores de transplante de 6rgéos solidos, na
hipo ou agamaglobulina e em pacientes hemodialisados (GHANY, et al., 2009;
PAWLOTSKY, 1999).

Atualmente, existem outras metodologias além da ELISA que detectam o
anti-VHC, como o teste de quimioluminescéncia (CIA) e o de microparticula
imunoensaio (MEIA), que utilizam os mesmos antigenos utilizados na metodologia
de ELISA (CONTRERAS, 2006). Os testes por quimioluminescéncia apresentam
uma melhora significativa na especificidade, melhor valor preditivo positivo e

sensibilidade similar aos testes de ELISA (KIM, et al., 2008). O estudo de Dufuor e
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col.(2003) demonstrou um valor preditivo positivo do teste anti-VHC por ELISA de
93% enquanto que por quimioluminescéncia foi de 98%. Deve-se ressaltar tambéem
gue os testes automatizados por quimioluminescéncia vém ocupando o lugar dos
testes por ELISA pela praticidade do seu uso (PARISE, 2009).

O teste ARCHITECT anti-VHC € um imunoensaio de duas etapas,
utilizando a metodologia de quimioluminescéncia por microparticulas (CMIA). Na
primeira etapa, a amostra e as microparticulas paramagnéticas revestidas de
antigeno recombinante do VHC e diluente de ensaio sdo combinadas.

O anti-VHC presente na amostra liga-se as microparticulas revestidas de
VHC. Apés a lavagem, o conjugado anti-humano marcado com acridinio é
adicionado na segunda etapa. Seguindo outro ciclo de lavagem, as solucdes pré-
deflagradora e deflagradora sdo adicionadas a mistura de reacdo. A reacao
guimioluminescente resultante € medida como unidades relativas de luz (URLS).
Existe uma relacéo direta entre a quantidade de anti-VHC na amostra e as URLS
detectadas pelo sistema Optico do ARCHITECT.

A presenca ou a auséncia de anti-VHC na amostra é determinada
comparando o sinal quimioluminescente na reacéo ao sinal de cutoff determinado a
partir de uma calibracdo do ARCHITECT anti-VHC previamente gerada. Se o sinal
guimioluminescente na amostra for maior que ou igual ao sinal de cutoff, a amostra
€ considerada reativa para anti-VHC.

O ARCHITECT anti-VHC foi desenvolvido para detectar anticorpos para
proteinas estruturais e ndo estruturais do genoma do VHC. O reagente € composto
de duas proteinas recombinantes:

* A proteina HCr43, expressa na Escherichia coli, € composta por duas

regides de codificacdo ndo continuas da sequéncia do genoma do VHC. A
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primeira regido representa o peptideo dos aminoacidos 1192 a 1457 (33c) e

a segunda regido representa o peptideo dos aminoacidos 1 a 50 (core) da

sequéncia do VHC.

* A proteina c100-3 € expressa no Saccharomyces cerevisiae (levedura). A
organizacdo gendmica dos flavivirus sugere que a sequéncia clonada esta
contida dentro das regides do VHC supostamente ndo estruturais — NS3 e
NS4.

Outros testes sorolégicos surgiram para auxiliar no diagnostico da hepatite
C, tais como a deteccao simultdnea do antigeno do core da hepatite C e anti-VHC
por ELISA. Este teste é util em situagbes onde hd uma emergéncia em
diagnosticar a infecgéo pelo VHC, triagem em banco de sangue para reduzir o risco
residual de transmissdo do VHC ou em triagem de doadores para transplante de
orgaos (LAPERCHE, et al., 2005).

O teste para deteccdo do antigeno do core do VHC esta disponivel por
ELISA ou quimioluminescéncia. Este teste foi concebido inicialmente para triagem
em banco de sangue, reduzindo a janela imunolégica que ocorre antes da
soroconversao durante a infeccdo aguda (BOUVIER-ALIAS, et al., 2002). Em
alguns paises, a deteccédo do antigeno core do VHC foi utilizado como alternativa
para substituir o teste de acido nucléico (NAT) para diagnosticar o inicio da
infeccdo (LAPERCHE, et al., 2005). A cinética do antigeno core esté intimamente
relacionada com a cinética do VHC-RNA e o teste pode ser usado como um
marcador de replicagcdo do VHC (PAWLOTSKY, 2002; ROSS, et al., 2010).

Os anticorpos anti-VHC s&o avaliados pela relacdo obtida dividindo-se a
densidade 6ptica da amostra analisada pelo valor de cutoff (S/CO). O valor da

relacdo S/CO é diretamente relacionada a concentracdo de anticorpos, sendo que
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niveis baixos da relacdo S/CO esta associada a resultados falso-positivos,
enquanto que niveis mais altos estdo associados a resultados verdadeiramente
positivos para o anti-VHC, independente da prevaléncia da hepatite C
(CONTRERAS, et al., 2008).

De acordo com o CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,
U.S.A)) as analises dos dados da ELISA e quimioluminescéncia indicam que a
relacdo S/CO pode ser utilizada para prever um resultado positivo de um teste
suplementar. Uma relacéo especifica S/CO pode ser identificada para cada teste
(Anexo 1), que podera prever um resultado do anticorpo VHC verdadeiramente
positivo em = 95% dos casos, independentemente da prevaléncia do anti-VHC ou
caracteristicas da populacdo que esta sendo estudada.

Desde 2003, o CDC também recomenda que todo teste de triagem positivo
para anti-VHC deve ser confirmado com um teste suplementar sorolégico ou NAT,
sendo preferencialmente o RIBA (Recombinant immunoblot assay) como teste
suplementar soroldgico, devido a sua alta especificidade (Anexo IlI), bem como
definiu uma referéncia para interpretacao dos resultados dos testes para hepatite C
(Anexo III).

No Brasil, o Ministério da Saude definiu um fluxograma laboratorial para
diagnostico da hepatite C, no qual ndo consta a obrigatoriedade da realizacdo do
teste suplementar soroldgico para a confirmacdo do diagnéstico da hepatite C

(Anexo V).

3.5.2 Testes sorologicos suplementares
O RIBA é um teste suplementar sorolégico que utiliza os mesmos antigenos

do ELISA, mas que apresenta uma maior especificidade para o anti-VHC. Ele foi
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desenvolvido para distinguir as reatividades sorologicas especificas das nao
especificas encontradas no teste de ELISA (SILVA; ROSSETI, 2001).

O RIBA foi aprovado em 1993 pelo FDA (Food and Drug Administration) na
versdo de segunda geracdo, que permitia detectar anticorpos individuais contra
trés antigenos recombinantes do VHC: c22 (core), ¢33 (NS3) e c-100 sobreposta
com 5-1-1 (NS4) (LOK; GUNARATNAM, 1997). Desde 1999, ja esta disponivel o
RIBA de terceira geracao, que difere do RIBA de segunda geracao devido a adi¢ao
de uma proteina recombinante da regido NS5, passando a detectar anticorpos
contra quatro diferentes regibes do genoma do virus, além da proteina
recombinante hSOD para detectar anticorpos ndo especificos (LOK;
GUNARATNAM, 1997; RICHTER, 2002; URDEA, et al., 1997).

O teste do RIBA se baseia na reacdo de anticorpos contra antigenos
imobilizados na fita de nitrocelulose. Quando ndo ha reac¢des contra qualquer dos
antigenos, o teste é considerado negativo. Quando ha reacdo apenas para uma
proteina, indeterminado. No caso de reacdo a duas bandas do RIBA ou mais, é
considerado positivo (SOUTO, et al., 2002).

Tecnicamente, o0s testes suplementares ndo sdo considerados
confirmatorios, uma vez que contém 0s mesmos antigenos presentes no teste de
ELISA. Entretanto, o RIBA identifica anticorpos a antigenos individuais, o que lhe
garante uma maior especificidade quando comparado com os testes de ELISA
(LOK; GUNARATNAM, 1997). Outra limitacdo dos testes suplementares se da pela
falha em detectar a infeccdo durante a janela imunolégica em que 0s anticorpos
estdo ausentes ou presente em baixa concentracdo (BARRETO, et al., 2008).

O desenvolvimento do RIBA de terceira geracao ajudou a resolver muitos

casos de amostras indeterminadas com o teste de segunda geracdo (LOK;
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GUNARATNAM, 1997; URDEA, et al., 1997). Contudo, apesar dos avancos, ainda
existem muitos casos de amostras indeterminadas com o teste de terceira geracao
e a avaliacao clinica e a deteccdo do VHC-RNA séo recomendados para resolver
estes casos indeterminados (URDEA, et al., 1997). Resultados indeterminados do
RIBA tém sido observados em pessoas infectadas recentemente, que estdo em
processo de soroconversdo e ocasionalmente em pessoas infectadas
cronicamente com VHC. Os resultados indeterminados também podem indicar um
resultado de triagem falso positivo, que € a interpretacdo mais comum para este
resultado em populacdo de baixo risco para a infeccdo do VHC (CDC, 2003).

O CHIRON® RIBA® HCV 3.0 SIA é um teste immunoblot qualitativo in vitro,
gue utiliza antigenos codificados do VHC recombinantes e peptideos sintéticos
codificados do VHC imobilizados como bandas individuais sobre as tiras de teste.
Os dois antigenos recombinantes (c33c e NS5) e dois dos peptideos sintéticos
(c100p e 5-1-1p) sao derivados das regifes néo estruturais do virus, enquanto que
o0 terceiro peptideo (c22p) corresponde a suposta proteina viral do nucleocapsideo
(ndcleo). Uma vez que os antigenos recombinantes c33c e NS5 do VHC séao
produzidos como proteinas de fuséo individual com superéxido dismutase humano
(hSOD), o recombinante hSOD foi incluido também como uma banda de controle
na tira. A banda de controle hSOD permite a deteccdo de anticorpos contra o
hSOD, que nao séo especificos para as por¢des codificadas do VHC dos antigenos
recombinantes do VHC. O antigeno c33c do VHC é produzido em E. coli, enquanto
gue o antigeno NS5 do VHC e 0 hSOD sao produzidos em S. cerevisiae.

O CHIRON® RIBA® HCV 3.0 SIA é um teste de trés fases. Na primeira
fase, os controles da reacdo e as amostras sdo diluidos e incubados com as tiras.

Os anticorpos especificos do VHC se estiverem presentes, irdo ligar-se aos
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antigenos recombinantes e/ou de peptideos sintéticos, correspondentes nas tiras.
A remocédo dos componentes de soro/plasma que nao se ligaram € realizada por
aspiracéo e lavagem.

Na segunda fase, as tiras sdo incubadas na presenca de um conjugado
de anti-lgG humano de cabra conjugado com peroxidase. O conjugado liga-se a
parcela de IgG humana dos complexos de antigeno-anticorpo. A remocédo do
conjugado que nédo se ligou € obtida por decantacédo e etapas subsequentes de
lavagem.

Na terceira fase, € acrescentado um sistema colorimétrico de deteccao
de enzimas, composto de perdxido de hidrogénio e 4-cloro-1-naftol. Se a ligacao
conjugada estiver presente, a reacdo enzimatica produzira um produto de reacao
de coloracdo azul-preta insolivel para cada antigeno, peptideo ou controle,
especificos do VHC. Apdés o desenvolvimento da cor na tira, a reacdo €
interrompida pela remocdo dos reagentes e das etapas de lavagem final. Os
padrdoes visuais das bandas desenvolvidos sédo resultados da ligacdo dos
anticorpos especificos a cada um dos antigenos recombinantes e/ou peptideos
sintéticos presentes na tira. A reatividade da amostra para cada antigeno €
determinada comparando-se visualmente a intensidade de cada banda formada,
com as bandas de controle interno de IgG humano alto e baixo, presentes em cada
tira.

O RIBA é um teste tecnicamente mais trabalhoso que o ELISA, porém é
mais simples que os NAT (LOK; GUNARATNAM, 1997). Pode ser realizado na
mesma amostra coletada para o teste de triagem, tem um custo menor para
verificar o resultado de um teste positivo com baixa relacdo de S/CO e o seu

resultado define o resultado do teste de triagem anti-VHC (CDC, 2003). Apesar
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disso, a disseminacéao e disponibilidade dos NAT fizeram com que a utilizacdo do
RIBA diminuisse em alguns paises (GHANY, et al., 2009).

O RIBA é necessario para identificar resultados falso positivos no ELISA,
particularmente em populacdo de baixa prevaléncia do VHC, tais como doadores
de sangue, estudantes e a populacdo em geral, quando o fator de risco ndo €&
evidente (CONTRERAS, et al., 2008). A positividade do RIBA néo significa viremia
nem infec¢cdo continua do VHC, pois o anti-VHC pode permanecer positivo por
tempo indeterminado (LOK; GUNARATNAM, 1997; SOUTO, et al., 2002 ).

Além do RIBA, existem outros testes suplementares por immunoblot para
pesquisa do anti-VHC, de similar sensibilidade, produzidos por outros fabricantes
como , por exemplo, o teste Matrix HCV (Abbott Laboratories, Chicago, Estados
Unidos) ou o InnoLia HCV Il ( Innogenetics, Zwijnaarde, Bélgica) (BRANDAO, et

al., 2001).

3.5.3 Diagndstico molecular do VHC

A biologia molecular desempenha um papel importante no diagnostico e
monitoramento do tratamento da hepatite C. As técnicas moleculares foram
fundamentais para identificacdo do VHC, tornando-o o primeiro patdgeno a ser
identificado exclusivamente por diagnostico molecular (CHOO, et al., 1989).
Atualmente, a infeccao pelo VHC é confirmada pela deteccdo do RNA viral através
dos testes de acidos nucléicos. Estes testes também sao utilizados para monitorar
a resposta da terapia antiviral (SCOTT; GRETCH, 2007).

Os testes de acido nucléico detectam diretamente a presenca do VHC-RNA.
Em geral sdo bastante sensiveis e especificos. Um resultado negativo de um NAT

seguido de um resultado soroldgico positivo para anti-VHC indica um infeccao



33

resolvida. Entretanto, intermiténcia ou baixo nivel de viremia pode ocorrer durante
a infeccao crbnica e por isso um unico NAT negativo ndo € conclusivo e deve ser
repetido entre seis e doze meses depois. Um resultado positivo para o NAT VHC
pode indicar infeccdo aguda, independente da presenca de anti-VHC (ALTER, et
al., 1998; SCOTT & GRETCH, 2007). Neste caso, o VHC-RNA torna-se detectavel
entre uma a trés semanas apos exposicao (RICHTER, 2002). Os testes de acido

nucléicos para o VHC podem ser qualitativos e quantitativos.

3.5.3.1 Deteccéo qualitativa do VHC-RNA

Os testes de deteccdo qualitativa se baseiam no principio da amplificacéo
alvo usando a transcricdo reversa “convencional” Reacdo em Cadeia de
Polimerase (RT-PCR), “real-time” PCR ou amplificacdo mediada por transcricao
(TMA) (PAWLOTSKY, 2002).

O principio das técnicas de amplificacdo alvo € sintetizar um grande
numero de copias do genoma viral (amplicons) em uma reacao enzimatica ciclica.
Os amplicons podem ser detectados por varios métodos e a quantidade de
genoma viral na amostra clinica pode ser quantificada (PAWLOTSKY, 2002).

As copias da dupla fita de DNA do genoma do VHC séo sintetizadas em
testes baseados em PCR enquanto que as copias de uma fita simples de RNA sé&o
geradas nos testes baseados em TMA (CHEVALIEZ;, PAWLOTSKY, 2006). A
deteccdo dos produtos amplificados € obtida pela hibridizacdo dos amplicons
produzidos com sondas especificas apos reacdes em técnicas de RT-PCR ou
TMA. No PCR de tempo real, cada ciclo de amplificacao leva a emisséo de sinal
fluorescente e o numero de sinais por ciclo € proporcional a quantidade de VHC

RNA presente na amostra (PAWLOTSKY, 2002).
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O teste AMPLICOR® Hepatitis C Virus (HCV) Test, version 2.0 (Roche
Diagnostics Corporation Indianapolis, USA) se baseia em cinco processos
principais: preparacdo da amostra; transcricao reversa do RNA alvo para produzir
DNA complementar (cDNA); amplificacdo por PCR do cDNA alvo usando
indicadores especificos complementares para o VHC; hibridizacdo dos produtos
amplificados com sondas oligonucleotidicas especificas do alvo e deteccdo dos
produtos amplificados e ligados a sonda, por determinagéo colorimétrica.

A deteccao qualitativa do teste VHC RNA deve ser 50 IU/mL ou menos e
ter igual sensibilidade para a deteccdo de todos os genétipos do VHC. O teste
baseado em PCR Amplicor® HCV v 2.0 (Roche Molecular Systems, Pleasanton,
California) tem sensibilidade de 50 Ul/mL enquanto que o teste baseado em TMA
Versant® HCV RNA Qualitative Assay (Siemens) a sensibilidade é 10 Ul/mL. O
PCR real-time, que também pode quantificar o VHC-RNA, tem um limite de
deteccdo mais baixo em torno de 5 — 30 Ul/mL (CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2006).

Os NAT qualitativos séo utilizados para confirmar viremia, para triagem de
doadores de sangue e de o6rgaos, discriminar pacientes com infeccao cronica
daqueles com infeccdo aguda resolvida, diagnosticar a infeccdo em neonatos de
maes portadoras do VHC, resolver resultados sorolégicos indeterminados,
monitorar pacientes em terapia antiviral e identificar o virus em individuos

imunocomprometidos ( LOK; GUNARATNAM, 1997; SILVA; ROSSETTI, 2001).

3.5.3.2 Deteccéo quantitativa do VHC-RNA
A quantificacdo do numero de copias do VHC-RNA, no soro ou plasma,
representa uma ferramenta potencialmente importante para avaliar e monitorar a

infeccdo pelo VHC. A quantidade de VHC-RNA circulante no soro ou plasma é
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denominado de carga viral e reflete ambas as taxas de replicacédo viral e taxa de
clearence viral pelo hospedeiro infectado (GRETCH, 1997).

O VHC-RNA pode ser quantificado por meio de técnicas de amplificacéo
alvo (PCR convencional ou PCR real-time) ou técnica de amplificacdo de sinal
(branched DNA - bDNA). Existem cinco testes padronizados disponiveis
comercialmente. Dois deles sdo baseados em PCR convencional: Amplicor HCV
Monitor® v 2.0 (Roche Molecular Systems) e LCx® HCV RNA Quantitative Assay
(Abbott Diagnostic); um baseado em bDNA: Versant® HCV RNA 3.0 Assay
(Siemens); e dois sdo baseados em PCR real-time: PCR amplification, Cobas®
Tagman HCV Test que pode ser acoplado ao extrator automatizado Cobas
Ampliprep® (Roche Molecular Systems) e Abbott RealTime™ HCV assay (Abbott
Diagnostic) que usa o sistema Abbott m2000x; e também pode usar um extrator
automatizado m2000s, acoplado (CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2006).

O AMPLICOR HCV MONITOR® Test, version 2.0 (Roche Diagnostics
Corporation Indianapolis, USA) se baseia em cinco processos principais:
preparacdo da amostra; transcricdo reversa do RNA alvo para produzir DNA
complementar (cDNA); amplificacdo por PCR do cDNA alvo, usando indicadores
especificos complementares para o VHC; hibridizacdo dos produtos amplificados
com sondas oligonucleotidicas especificas do alvo e deteccdo dos produtos
amplificados e ligados a sonda, por determinacdo colorimétrica. A quantificacdo se
da pela utilizacdo de uma segunda sequéncia alvo (Padrdo de Quantificacdo do
VHC) que € adicionada a cada amostra de teste numa concentracdo conhecida. O
Padrdo de Quantificacdo do VHC € uma molécula de RNA nao infecciosa,
composta de 351 nucleotideos e transcrita in vitro, apresentando regides de

fixacdo ao iniciador idénticas as da sequéncia alvo do VHC. O Padrdo de
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Quantificacdo do VHC contém locais de fixacdo para o iniciador KY78 e KY80 e
origina um produto com 0 mesmo comprimento (244 bases) e composi¢cédo basica
idéntica a do RNA do VHC alvo.

A regido de fixacdo da sonda de amplicon do padrédo de quantificacédo do
VHC foi modificada para permitir a distingdo entre o padrdo de quantificacdo do
VHC e o amplicon do VHC alvo. O padrédo de quantificacdo do VHC ¢é
estandardizado contra o padrdo internacional de VHC 96/790 da OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) e a concentracdo € expressa em Unidades
Internacionais (Ul) PCR. O teste apresenta um limite minimo de deteccdo de 600
Ul/mL e limite maximo de 850.000 UI/mL.

Os testes disponiveis para carga viral possuem unidades de medidas
distintas, tornando dificil a comparacéo de resultados entre as diferentes técnicas.
Diante disso, em 1997, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu o
primeiro padrdo internacional, denominado de Unidades Internacionais (Ul), para
expressar o resultado da carga viral do VHC-RNA. A padronizacédo da unidade de
guantificacdo do VHC-RNA abre caminho para a generalizagcdo do uso do VHC-
RNA quantitativo como guia no tratamento da hepatite C crbénica. E, para monitorar
os efeitos da terapia antiviral, € importante o uso do mesmo teste laboratorial antes
e durante a terapia (ANDERSON, et al., 2003; GHANY, et al., 2009 ;PAWLOTSKY,
et al., 2000).

Um dos principais avan¢os na quantificacdo do genoma viral € o PCR em
tempo real, pois este método fornece uma melhor sensibilidade analitica, ampla
faixa de quantificacdo, melhor especificidade, precisdo e reprodutibilidade. Além
disso, o teste detecta quantidade minima de VHC-RNA circulante. E mais rapido e

tem um melhor custo beneficio que outras técnicas (PAWLOTSKY, 2010; SCOTT;
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GRETCH, 2007). E diferente dos outros testes e menos propenso a gerar
contaminacao entre as amostras (CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2006).

A principal aplicacdo da quantificacdo do VHC-RNA € o monitoramento do
tratamento da infeccdo pelo VHC. A resposta viroldgica sustentada (SVR) é
definida como o resultado negativo para o VHC-RNA seis meses apos o fim da
terapia antiviral. Monitorar a carga viral apés quatro e doze semanas de terapia

prediz o tipo de SVR (SCOTT; GRETCH, 2007).

3.5.4 Genotipagem do virus

O VHC é uma familia de virus heterogénea, com seis genoétipos principais
distintos e numerosos subtipos de VHC disseminados pelo mundo (GRETCH,
1997).

A genotipagem do VHC é util para estudos epidemioldgicos e €
clinicamente importante para o tratamento, pois fornece informacdes sobre a
probabilidade de resposta a terapia antiviral bem como determina a duracdo da
mesma e a dosagem da Ribavirina (SILVA; ROSSETTI, 2001; SCOTT; GRETCH,
2007; GHANY, et al., 2009).

Os testes de genotipagem do VHC pertencem a duas categorias: 1) testes
de triagem, que detectam pontos de mutacdo dentro do genoma do VHC e 2)
testes confirmatorios que avaliam segmentos maiores dos genes do VHC
(GRETCH, 1997). Varios testes comerciais estdo disponiveis para determinar o
gendtipo do VHC, usando anélise de sequéncia direta da regido 5’ néo codificada:
Trugene 5 NC HCV Genotyping kit (Siemens Healthcare Diagnostics Division,
Tarrytown, NY), Andlise de hibridizacdo reversa usando sondas de

oligonucletideos genotipo especificas localizadas na regido 5 nao codificada,
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INNO-LiPa HCV II (Innogenetics, Ghent, Belgium) e Versant HCV Genotyping
Assay 2.0 (Siemens Healthcare Diagnostics Division, Tarrytown, NY) (GHANY et al,
2009). Recentemente, foi disponibilizado no Brasil o teste comercial LINEAR
ARRAY Hepatitis C Virus Genotyping Test para uso com o Amplicor® e Cobas®
Amplicor® HCV Test, v2.0 (Roche Molecular Systems) baseado na hibridizagéo
reversa.

As fitas do VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay (LiPa) (Siemens, New
York, USA) tém trés linhas controles e vinte e duas linhas paralelas de sondas de
DNA que contém sequiéncias especificas dos genétipos 1 a 6 do VHC. A linha de
controle do conjugado monitora a reacdo de desenvolvimento da cor. A linha
controle de amplificacdo 1 até a linha 2 contém sondas universais que hibridiza o
produto do PCR da regido 5’'UTR enquanto que a linha controle de amplificacao 2
até a linha 23 contém sondas universais que hibridiza o produto do PCR da regiao
core. Os gendtipos do VHC sdo determinados pelo alinhamento das bandas do
teste com o cartdo de leitura do VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay (LiPa)
comparando os padrfes da fita teste com os padrées mostrados no quadro de
interpretacdo do VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay (LiPa).

O método de referéncia (gold standard) para determinacdo do gendtipo do
VHC é o sequenciamento direto das regides NS5B ou E1 do genoma do VHC, por
meio de técnica “in house”, seguida de alinhamento com sequiéncias de prototipos
e andlise filogenética. Esta técnica deve ser usada em estudos de epidemiologia
molecular, onde o subtipo exato de virus é necessario (PAWLOTSKY, 2002;
CHEVALIEZ ; PAWLOTSKY, 2006).

A genotipagem do VHC pode também ser realizada pela metodologia da

analise de Restriction fragment length polymorphism (RFLP) da regido altamente
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conservada 5’ ndo codificada. Esta metodologia e a hibridizac&o reversa parecem
ser comparaveis em performance clinica, embora minimas diferencas sejam
observadas em algumas populacdes (GRETCH, 1997).

A genotipagem incorreta é rara (< 3%) e a ocorréncia de infeccdo do VHC
por genoétipos mistos € incomum, mesmo em individuos re-infectados pelo o virus
(GHANY, et al., 2009; VIAZOV, et al., 2010). Ocasionalmente, <5% das amostras
testadas ndo podem ser genotipadas. Isto pode ser devido a baixa carga viral na
amostra analisada, a problemas na amplificacdo do VHC-RNA ou na extrema
variabilidade dos nucleotideos dentro do genoma do VHC (GERMER, et al.,1999).

O VHC também pode ser classificado baseado em reatividade antigénica
das proteinas virais. Este tipo de teste envolve reacdo dos anticorpos presentes na
amostra contra antigenos recombinantes da regido NS4 de diversos genotipos em
um formato immunoblot. Comparado com os testes moleculares, a genotipagem
sorologica é mais facil de executar e menos dispendiosa, mas tem baixa
sensibilidade e especificidade (GRETCH, 1997; RICHTER, 2002). A sensibilidade
pode ser subestimada por baixos titulos de anticorpos anti-NS4 em alguns

individuos, como também por baixos titulos de anti-VHC (VIAZOV, et al., 2010).
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4 OBJETIVOS DO TRABALHO
4.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficacia do RIBA no diagnostico da Infeccdo pelo Virus da

Hepatite C em doadores de sangue com anti-VHC reagente.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Realizar o teste RIBA nas amostras positivas e indeterminadas pelo teste de
triagem para os anticorpos anti- VHC em doadores de sangue;

4.2.2 Identificar as bandas presentes nos resultados de RIBA positivo e
indeterminado;

4.2.3 Repetir o RIBA seis meses apos o resultado indeterminado, para verificar se
houve mudanca do perfil sorolégico para positivo, negativo ou se mantém o
mesmo resultado;

4.2.4 Realizar PCR qualitativo e quantitativo nas amostras com resultado de RIBA
indeterminado e positivo e correlacionar o perfil de bandas com o resultado do
PCR;

4.2.5 Realizar a genotipagem das amostras positivas no PCR qualitativo e

correlacionar com o padrao de bandas do RIBA.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 TIPO DE ESTUDO
O estudo € do tipo corte transversal com amostragem de conveniéncia.
5.2 AMOSTRA

102 individuos voluntarios para doacdo de sangue na Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA aceitaram patrticipar do estudo no
periodo de 01 de junho de 2009 a 22 de dezembro de 2010. Todos tiveram
resultado de triagem para anti-VHC reagente por ELISA, utilizando o kit

Hepanostika® HCV Ultra no equipamento Da Vinci (BioMérieux) na HEMOBA.

Total de doadores na HEMOBA
62.123

| |
anti-VHC ELISA reagente anti-VHC (ELISA) ndo reagente
298 (0,48%) 61.825 (99,52%)

Participantes do estudo
102 (34,2%)

5.2.1 Amostras de Sangue e Plasma

Foram coletadas amostras de sangue por puncdo venosa em tubos de 10
mL BD Vacutainer® sem anticoagulante (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA),
para obtencdo de soro e tubos de 5mL BD Vacutainer® com anticoagulante EDTA
K3 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), para obtencdo de plasma. Os tubos
com as amostras foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm para separacao
de soro e plasma. As amostras de plasma foram em seguida aliquotadas e

estocadas a - 70°C até a sua manipulacéo.
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5.3 CONSIDERAGOES ETICAS

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité Institucional de Etica e
Pesquisa da Fiocruz — Bahia com o parecer de numero 193/2009 e protocolo 294.
Todos os pacientes incluidos no estudo foram entrevistados e assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido.

5.4 SOROLOGIA PARA O ANTI-VHC

O teste usado para a sorologia do anti-VHC, no LACEN, foi o
imunoensaio de quimioluminescéncia ARCHITECT Anti-VHC (Abbott Diagnostics),
utilizado de acordo com as orientacées do fabricante em equipamento totalmente

automatizado Architect i4000 (Abbott Diagnostics).

5.5 TESTE SUPLEMENTAR PARA O ANTI-VHC
O teste suplementar utilizado foi o RIBA-3 (RIBA VHC 3.0 SAl, Chiron Corp.)

utilizado de acordo com as orientacdes do fabricante.

5.6 DETECCAO DO VHC-RNA
Foi utilizado o teste AMPLICOR® Hepatitis C Virus (HCV) Test, version 2.0
(Roche Diagnostics Corporation Indianapolis, USA) de acordo com as instrucdes

do fabricante.

5.7 GENOTIPAGEM
A genotipagem foi realizada com o teste VERSANT VHC Genotype 2.0
Assay (LiPa) que utiliza a metodologia de hibridizacao reversa. Entretanto, algumas

amostras foram genotipadas com o teste LINEAR ARRAY Hepatitis C Virus
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Genotyping Test (Roche Diagnostics Corporation Indianapolis,USA) que também
utiliza a hibridizacdo reversa como metodologia. Os testes foram utilizados de
acordo com o processo licitatorio da InstituicAo e realizados segundo as

orientacdes do fabricante.

5.8 CARGA VIRAL DO VHC RNA

As amostras de plasma foram quantificadas com o teste AMPLICOR HCV
MONITOR® Test, version 2.0 (Roche Diagnostics Corporation Indianapolis, USA)
gue utiliza a metodologia de RT-PCR e algumas amostras foram quantificadas pelo
o0 teste COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test que utiliza o PCR em
tempo real como metodologia. Os testes foram realizados de acordo com as

orientacdes do fabricante.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no estudo foram cadastrados no banco de dados Epi Info
versao 3.5.1(CDC,Atlanta, USA) e as analises estatisticas dos dados coletados no
estudo foram realizados também pelo Epi Info versdo 3.5.1(CDC,Atlanta, USA). O
teste do qui-quadrado foi utilizado para comparacdes de variaveis qualitativas, com
o intervalo de confianca de 95% (Cl 95%). O valor de p < 0,05 foi considerado
significante. O valor de p para tabelas incluindo uma célula com uma frequéncia

esperada menor que 5 foi calculado com o teste exato de Fisher.
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

Neste estudo, foram analisadas 102 amostras de doadores de sangue com
resultado reagente para o anti-VHC por ELISA na HEMOBA. No LACEN, a
soroprevaléncia do anti-VHC nestas amostras foi de 38,2% (39/102). Com relacao
ao género, 43,1% (44/102) foram do género feminino e 56,9% (58/102) foram do
género masculino. A média de idade dos doadores de sangue foi de 37,9 + 10,1

anos.

6.2 PERFIS SOROLOGICOS DAS AMOSTRAS

O anti-VHC foi realizado pela metodologia de quimioluminescéncia com o kit
ARCHITECT Anti-HCV (Abbott Diagnostics) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Foram consideradas positivas as amostras com valor de index (S/CO)
>1,1, negativas menores que <0,9 e indeterminadas entre 0,9 e 1,1. A tabela 1

apresenta a frequéncia absoluta e a prevaléncia dos valores de index de anti-VHC.

Tabela 1. Fregliéncia absoluta e prevaléncia do valor de index de anti-VHC.

INDEX ANTI-VHC FREQUENCIA ABSOLUT A PREVALENCIA
21,1le<?2 4 10,3%
2 2e<3 5 12,8%
> 3e< 4 4 10,3%
=2 4e<5 2 5,1%
25 24 61,5%

Total 39 100%
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O valor de index de anti-VHC = 5 foi o mais prevalente 61,5% (24/39).
Todas as amostras positivas foram submetidas ao teste suplementar RIBA que foi
realizado de acordo com as recomendacfes do fabricante, sendo considerado
positivo na presenca de duas bandas ou mais com intensidade de cor 1+ ou mais,
negativo na auséncia de bandas e indeterminado com apenas uma banda com
intensidade de cor de 1+ ou mais. A tabela 2 (Anexo V) apresenta os valores de
index das amostras anti-VHC positivas, bem como o resultado do RIBA com as
proteinas presentes de acordo com a intensidade de cor.

Ao compararmos os valores de index com os resultados do RIBA,
observa-se que o RIBA confirmou todos os resultados positivos de anti-VHC com

valor de index = 5,0 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado do RIBA comparado com o valor de index de anti-VHC.

Valor de index de anti-VHC n(%)

RIBA >1 >2 >3 >4 >5 Total
Positivo 0(0) 0(0) 1(25) 0(0) 24(100) 25
Indeterminado ~ 3(75) 4(80) 2(50) 2(100) 0(0) 11
Negativo 1(25) 1(20) 1(25) 0(0) 0(0) 3
Total 4(100)  5(100) 4(100) 2(100)  24(100) 39

Quinze amostras tiveram o valor de index do anti-VHC abaixo de 5,0.
Destas, onze tiveram resultado de RIBA indeterminado com predominancia das
bandas ¢33 e c22, trés tiveram resultado de RIBA negativo e apenas uma foi RIBA
positivo. 38,5% (15/39) das amostras RIBA positiva foram reativas para os quatro

antigenos presentes na fita (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa dos resultados do RIBA conforme a presenca de bandas.

Numero de bandas do
Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)

RIBA
0 3 7,7
1 11 28,2
2 3 7,7
3 7 17,9
4 15 38,5
Total 39 100

A reatividade aos antigenos c¢100, ¢33, c22 e NS5 nas amostras
interpretadas como RIBA positivo foram 84%, 100%, 95% e 68%
respectivamente. Nas amostras RIBA indeterminada a reatividade de c33 e c22
foram 78,6% e 21,4% respectivamente. Nao houve reatividade para as bandas

€100 e NS5 nestas amostras (Tabela 5).



Tabela 5. Reatividade do RIBA por bandas.

RIBA n(%)
Padréo de bandas Positivo Indeterminado
c100 21(84,0) 0(0)

Ausente 4 0
1+ 3 0
2+ 1 0
3+ 5 0
4+ 12 0

c33 25(100) 8(72,7)
Ausente 0 3
1+ 1 5
2+ 2 0
3+ 1 3
4+ 21 0

Cc22 24 (96,0) 3(27,3)
Ausente 1 8
1+ 0 0
2+ 1 0
3+ 0 3
4+ 23 0

NS5 17(68,0) 0 (0)

Ausente 8 0
1+ 2 0
2+ 0 0
3+ 1 0
4+ 14 0
Total 25 11

47
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O RIBA também foi realizado em todas as amostras com resultado de anti-
VHC indeterminado. A tabela 6 apresenta os valores de index das amostras anti-
VHC indeterminadas, bem como o resultado do RIBA com as proteinas presentes

de acordo com a intensidade de cor.

Tabela 6. Valores de index das amostras anti-VHC indeterminadas com resultado do RIBA com
suas proteinas.

ANTI-
AMOSTRA  VHC RIBA C100 C33 Cc22 NS5
INDEX
1 0,84 INDETERMINADO AUSENTE 2+ AUSENTE AUSENTE
2 1,13 NEGATIVO AUSENTE AUSENTE AUSENTE AUSENTE
3 1,01 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE AUSENTE
4 0,89 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE AUSENTE

O resultado do RIBA foi negativo em apenas uma amostra e indeterminado

nas outras, sendo que a proteina ¢33 foi a predominante. 57,8% (59/102) das

amostras analisadas tiveram resultado nao reagente para o anti-VHC. A média do

valor de index destas amostras foi de 0,228 + 0,213 de desvio padrao.

Algumas das amostras (10/14) que

tiveram

resultado de RIBA

indeterminado foram repetidas apos seis meses do primeiro resultado. (Tabela 7)
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Tabela 7. Comparativo dos resultados do valor de index de anti-VHC e RIBA obtidos nas duas
amostras.

?/T—l-g- RIBA C100 C22 (C33 NS5 ?/T—l-g- RIBA C100 C22 C33 NS5
wexw @O @ @ 0 Sho @ 0 @ @ @
4,69 IND 0 3+ 0 0 2,15 IND 0 3+ 0 0
3,51 IND 0 3+ 0 0 3,74 IND 0 3+ 0 0
0,84 IND 0 0 2+ 0 1,8 IND 0 0 1+ 0
1,58 IND 0 0 1+ 0 1,40 NEG 0 0 0 0
4,76 IND 0 0 3+ 0 2,11 IND 0 0 3+ 0
2,91 IND 0 0 3+ 0 2,68 IND 0 0 3+ 0
0,89 IND 0 0 1+ 0 0,98 IND 0 0 1+ 0
1,66 IND 0 0 1+ 0 0,93 NEG 0 0 0 0
3,64 IND 0 0 2+ 0 3,14 IND 0 0 1+ 0
2,07 IND 0 0 1+ 0 1,52 IND 0 0 2+ 0

IND= INDETRMINADO; NEG= NEGATIVO; 0= AUSENTE

Apenas duas amostras que foram repetidas tiveram resultado negativo para
o RIBA. Todas as outras permaneceram com o resultado do RIBA indeterminado,
com a mesma banda (Figura 2) e a mesma intensidade de cor, exceto duas
amostras que sairam de 2+ e passaram a ser 1+, e uma amostra que passou de 1+
para 2+. Os valores do index de anti-VHC cairam em 50% em apenas duas
amostras, enquanto que em outra aumentou em 100%. Nas outras amostras a
variacdo do index de anti-VHC foi pequena. O VHC-RNA das amostras repetidas

foi indetectavel.
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Figura 2. Evolucao do VHC RIBA com resultado indeterminado apos 6 meses.

6.3 DETECCAO DO VHC-RNA

O VHC-RNA qualitativo foi realizado em todas as amostras independente
do valor de index de anti-VHC, inclusive nas amostras que foram repetidas com
nova coleta apos seis meses. O VHC-RNA foi detectado em 22,5% (23/102) das
amostras analisadas, sendo que todas estas tiveram resultado de RIBA positivo. O
VHC-RNA néo foi detectado em nenhuma amostra com resultado de RIBA
indeterminado ou negativo (Tabela 8). O indice de positividade do VHC-RNA nas

amostras com resultado de anti-VHC reagente foi de 59,0%.
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Tabela 8. Comparacéo dos resultados do VHC RNA com RIBA

Resultado do RIBA n(%)

VHC RNA
POSITIVO NEGATIVO INDETERMINADO
DETECTAVEL 23(92,0) 0 (0) 0 (0)
INDETECTAVEL 2(8,0) 36(100) 14(100)
Total 25(100) 36(100) 14(100)

6.3.1 Carga viral do VHC RNA

A carga viral foi quantificada em todas as amostras com VHC-RNA
detectavel, sendo que nestas amostras a relacdo S/CO para anti-VHC foi maior
gue 8,0. Destas amostras, 56,5% (13/23) tiveram a carga viral > 850.000 Ul/mL. A

menor carga detectada foi de 30.200 Ul/mL e a maior de 69.000.000 Ul/mL.

6.3.2 Genotipagem
Todas as amostras de VHC-RNA detectavel foram genotipadas e foi
observado o predominio do gendtipo 1 78,3% (18/23) seguido pelos gendtipo 3

17,4% (4/23) e do gendtipo 2 4,3% (1/23) (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia dos genétipos nas amostras VHC-RNA detectavel.

Gendtipo Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
1 18 78,3
2 1 4,3
3 4 17,4

Total 23 100
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O nuamero de bandas reativas e padrdes de positividade do RIBA foram
correlacionadas com a presenca do VHC RNA e genotipos (Tabela 10). Todas as
amostras com positividade para as quatro bandas do RIBA apresentaram VHC-

RNA detectavel, sendo 86,7 % (13/15) do gendtipo 1.

Tabela 10. Comparacao dos padrées de positividade com presenca de viremia e gen6tipo do VHC
em amostras positivas de anti-VHC.

Padrdes de positividade do Genotipo do VHC
RIBA
cl00 ¢33 ¢22 NS5 Numero RNA 1 2 3 NR
Positivo
4 + + + + 15 15(100%) 13 0 2 0
bandas
+ + + - 6 5 4 0 1 1
3
bandas - + + + 1 1 0 1 0 0
7 6 (85,7%)
+ + 2 2 1 0 1 0
2
bandas
+ - + 1 0 0 0 0 1
3 2(66,6%)
Total 17 20 19 13 25 23(92%) 18 1 4 2

NR= Na&o realizado

6.4 ANALISES DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Entre as varidveis analisadas, observou-se associacado entre a presenca
da infecgéo pelo VHC e pessoas que ja tiveram DST (p=0,03), que fizeram uso de
cocaina inalada (p=0,0009) e usuarios de drogas ilicitas (p=0,0002). Ndo houve
associagdo com hemotransfusdo anterior a 1990 (p= 0,06), tatuagem (p= 0,08),
compartilhar escova de dente (p= 0,89), compartilhar alicate de unha (p= 0,81),

trabalhar em ocupacéo de risco (p= 0,51), pessoas que ja foram presas (p= 0,17),
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género masculino (p= 0,07) e idade superior a 30 anos (p= 0,48). Dados

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Fatores de risco associados com a prevaléncia de anti-VHC em doadores de sangue.

Fatores de risco N° de amostras Positividade do Valorde p *
analisadas anti-VHC (%)
Jateve DST
Sim 21 61,9 0,03
N&o 77 33,8
Uso de cocaina inalada
Sim 10 90,0 0,0009
Nao 88 34,1
Fez hemotransfusao
anterior a 1990
Sim 3 100 0,06
Nao 95 37,9
Uso de tatuagem
Sim 9 66,7 0,08
Nao 89 37,1
Uso de drogas ilicitas
Sim 14 85,7 0,0002
Nao 84 32,1
Compartilhar escova de
dente
Sim 17 41,2 0,89
Nao 81 39,5
Compartilhar alicate de
unha
Sim 64 40,6 0,81
Nao 34 38,2
Trabalhar em ocupacao
de risco
Sim 9 44,4 0,51



N&o

Ter sido preso

Sim

N&o

Ser do género masculino
Sim

N&o

Ter idade superior a 30
anos

Sim

Nao

89

94

57

41

69

29

39,3

75

38,3

47,4

29,3

42,0

34,5

0,17

0,07

0,48
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* O valor de p foi calculado pelo teste de Qui-quadrado e para algumas variaveis pelo teste exato

de Fisher.
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7 DISCUSSAO

O estudo incluiu 102 amostras reagentes para o anti-VHC provenientes da
HEMOBA de Salvador. Durante o periodo do estudo, a HEMOBA testou 62.123
amostras para o anti-VHC, sendo que apenas 298 amostras foram reagente para o
anticorpo da hepatite C, o que corresponde a uma prevaléncia de 0,48% (dados da
HEMOBA). Desta forma, este estudo analisou 34,2% (102/298) das amostras
reagentes para o anti-VHC na HEMOBA.

No LACEN, 38,2% (39/102) das amostras analisadas tiveram o resultado
reagente para o anti-VHC, sendo que em apenas 59,0% (23/39) destas amostras
foi detectado o virus da hepatite C. O objetivo da triagem do anti-VHC em
populacdo de doadores de sangue € evitar resultados falso-negativos e por isso
testes mais sensiveis devem ser escolhidos (COLIN, et al., 2001).

Os testes de 32 geracdo para deteccdo do anti-VHC tém melhor
sensibilidade e especificidade do que os seus antecessores (COLIN, et al., 2001).
Entretanto, ainda ha uma alta prevaléncia de resultados falso-positivos,
especialmente entre populacdes de baixo risco, pacientes imunocomprometidos ou
em populagdes com doencgas do figado (KESLI, et al., 2009).

No Brasil, estudos realizados com doadores de sangue no Distrito
Federal e regido centro-oeste do Brasil relataram a presenca do virus da hepatite C
em 71,9% e 80,5% respectivamente, nos individuos com resultado de ELISA
reagente para o anti-VHC (AMORIM, et al., 2004; MARTINS, et al., 2006).

Além do tipo de teste utilizado, outros fatores podem ter influenciando na
discrepancia dos resultados entre os laboratérios da HEMOBA e LACEN, como a
metodologia utilizada para a deteccéo dos anticorpos anti-VHC, processamento ou

manuseio das amostras, o equipamento utilizado para realizar o teste anti-VHC, a
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analise dos resultados, e ndo menos importante, as rea¢des cruzadas com outros
anticorpos de outras hepatites, com o fator reumatéide (FR) e outros virus
(Citomegalovirus, Epstein Barr e Herpes virus).

Em populacdes de baixo risco, tal como doadores de sangue, o teste de
triagem tem baixa especificidade com aproximadamente 60% das amostras
reativas representando resultados falso-positivos (BES, et al., 2009). Isto ocorre
devido a utilizacdo de testes mais sensiveis, visando a exclusdo de amostras
possivelmente infectadas por virus.

Resultados falso-positivos para o anti-VHC podem ser causados por
aumento das imunoglobulinas (pessoas afro-descendentes, mieloma e fator
reumatoide), doencas do figado (cirrose, cancer), doencas auto-imune
(colagenosas, hepatite auto-imune), outras infec¢des virais (HIV e hepatite B),
amostras de soro estocadas por longo tempo e com variacdo de temperatura, e
apos imunizacao (COLIN, et al., 2001).

O estudo de Mac Kenzie e col. (1992) revelou que a vacinacao contra o
virus da influenza foi associada com a ocorréncia de mdultiplos resultados falso-
positivos virais entre doadores de sangue, sendo a maxima duracdo destes
resultados falso-positivos para o anti-VHC.

O VHC-RNA foi detectado em 92% (23/25) das amostras com resultado
de RIBA positivo e valor de index do anti-VHC maior que cinco. Diante disto,
podemos afirmar que existe uma associagcdo com significancia estatistica entre
valores elevados de index de anti-VHC e a presenca de viremia (p<0,01).

De acordo com as orientacdes do CDC para o diagnostico da hepatite C,
todas as amostras com resultado do anti-VHC n&o reagente dispensam a

realizacdo de exames adicionais confirmatorios e as amostras reagentes para este
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anticorpos devem ser confirmadas. Neste estudo, todas as amostras com o anti-
VHC néo reagente foram submetidas ao teste de VHC-RNA qualitativo, uma vez
gue a deteccdo do virus € o padrao-ouro para o diagnostico da infeccéo pelo VHC
e, portanto, com a realizacdo deste teste, podemos descartar qualquer resultado
falso-negativo quanto a presenca do virus na amostra.

Em 42,1% (43/102) das amostras a confirmacéo do diagnéstico do VHC
se fez necessario, sendo que o teste RIBA teve resolutibilidade em 67,4% (29/43)
das amostras, pois confirmou a presenca ou auséncia do anti-VHC nas mesmas.
Em 32,6% (14/43) das amostras o resultado do RIBA foi indeterminado.

Diferente deste estudo, Kesli e col. (2009) relataram que em 136 amostras
gue foram submetidas ao teste RIBA, apenas 16,9% (23/136) das amostras tiveram
resultado indeterminado para o RIBA. Consistente com o nosso estudo, o VHC-
RNA também foi indetectavel para estas amostras com resultado de RIBA
indeterminado.

O RIBA foi positivo em todas as amostras com a relacdo S/CO > 5,0 para o
anti-VHC. Isto confirma os dados do CDC que relata a relacdo S/CO maior ou igual
a 5,0, para o teste anti-VHC Architect, prevendo um resultado verdadeiramente
positivo para o anticorpo anti-VHC (Anexo ).

As amostras com relagdo S/CO < 5,0 para o anti-VHC, ou seja, com baixa
positividade, e que foram consideradas positivas ou indeterminadas (19/102)
tiveram 73,7% (14/19) de resultado indeterminado para o RIBA, onze tiveram
anticorpos isolados para os antigenos c33 e trés para c22. Apenas uma teve
resultado positivo e trés resultados negativo para o RIBA. Em nenhuma destas
amostras foi detectado o VHC-RNA. A presenca da proteina ¢33 (regido NS3)

isoladamente pode representar uma infeccao resolvida, onde anticorpos para as
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outras proteinas (c22, c100 e NS5) foram perdidos ou nunca detectados, inicio da
soroconversdo ou reatividade néo especifica (KIELY, et al., 2002).

Dados semelhantes foram obtidos em alguns estudos como o de Bes e col.
(2009) no qual todas as amostras indeterminadas no teste RIBA foram VHC- RNA
negativas com predominio das bandas ¢33 e c22. No estudo de Cavazza e col.
(2005) néao foi detectado viremia em nenhuma das amostras de doadores de
sangue com resultado de RIBA indeterminado. Entretanto, Kiely e col. (2004)
detectaram o VHC-RNA em 2,9% das amostras de doadores de sangue com
resultado de RIBA indeterminado em um periodo de dois anos. A predominancia
das bandas para o RIBA indeterminado foram ¢33 e c22 que sdo semelhantes as
bandas encontradas para amostras indeterminadas no presente trabalho.

No estudo de Rios e col. (2006) foi observado que em doadores de sangue
com resultado de RIBA indeterminado a relacdo S/CO era significativamente mais
baixa que a relacdo S/CO das amostras com resultado RIBA positivo. O padrdo de
bandas das amostras indeterminadas foi c22, NS5 e ¢33 e o VHC- RNA foi
detectado em apenas 7,5% (4/53) das amostras RIBA indeterminadas.

O estudo de Contreras e col. (2008) mostrou que a baixa positividade da
relacdo S/CO < 4,5 para o anti-VHC identifica os resultados falso-positivos. Quase
todas as amostras com resultado de RIBA indeterminado do referido estudo foram
devido a reatividade isolada de c33 e c22.

O principal problema da utilizacdo do RIBA é o percentual significativo de
amostras com resultado indeterminado e neste trabalho ndo foi diferente. Entéo,
como devemos interpretar um resultado indeterminado para o RIBA? Véarios
estudos ja foram realizados na tentativa de entender o real significado de um

resultado indeterminado para o RIBA.
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Lemaire e col. (2000) estudaram a frequiéncia de viremia em pacientes com
resultado de RIBA indeterminado e observaram que o VHC-RNA foi detectado em
amostras com reatividade isolada para c22 e ¢33 e isto pode ser um sinal de
infeccdo aguda ou cronica pelo VHC. Por outro lado, anticorpos do core (c22) e
NS3 (c33) sédo frequentemente os primeiros anticorpos a serem detectados no
inicio da soroconversao (KIELY, et al., 2004). E, periodos de flutuacdo do VHC-
RNA com baixa carga de RNA viral, tornando-se indetectavel podem ocorrer
multiplas vezes antes ou imediatamente a soroconversao (FANG, et al., 2003).

Dufour e col. (2003) confirmaram que baixa positividade de anti-VHC em
doadores de sangue frequentemente representam resultados falso-positivos e que
estes resultados provavelmente representam reacfes cruzadas de anticorpos.
Outra possivel explicacdo para baixa positividade de anti-VHC e RIBA com
resultado negativo ou indeterminado sem viremia seria uma infec¢cdo passada por
VHC resolvida e que ainda ndo ocorreu a eliminacéo total de anticorpos (BES, et
al., 2009; DUFUOR, et al., 2003).

Barreto e col. (2008) acreditam que resultados de RIBA indeterminado
ocorrem devido a fase de soroconversado, durante a qual o anti-VHC ja é positivo
devido a alta sensibilidade quando comparado ao teste de immunoblot; soro
reversdo em pacientes que eliminam o virus espontaneamente; individuos
infectados com o gendtipo 3 ou outro gendtipo incomum que poderia ter uma baixa
reatividade para fracbes antigénicas do genotipo 12, utilizadas na maioria dos
testes comerciais disponiveis para o anti-VHC; outros fatores relacionados a
performance do kit ou variabilidade da resposta imune do paciente devem ser

considerados.
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Das amostras com resultado de RIBA indeterminado e que foram repetidas
apos seis meses, 71,4% (10/14) oito mantiveram 0s seus resultados com 0 mesmo
perfil de banda e sem VHC-RNA detectavel e apenas duas tiveram o resultado de
RIBA negativo. Estes dados confirmam os dados obtidos no estudo de Piro e col.
(2008), no qual doadores com resultado de RIBA indeterminado foram
acompanhados durante dois anos, sendo que alguns permaneceram com 0 mesmo
perfil de banda e poucos se tornaram RIBA negativo. No estudo de Kiely e col.
(2004) 60,8% (62/102) dos resultados de RIBA indeterminados foram repetidos
apo6s em média 4,3 semanas com novas amostras. Todos 62 doadores que foram
retestados permaneceram RNA-VHC negativos enquanto que 60 permaneceram
RIBA indeterminado. Os outros dois doadores, um teve resultado RIBA negativo e
0 outro que apresentava a banda ¢33 se tornou RIBA positivo com a reatividade
para as bandas c22 e c33.

No estudo de Kondili e col. (2002) realizado com amostras selecionadas
randomicamente em comunidades italianas com baixo nivel de endemicidade para
o VHC foi observado que o nivel de positividade aos antigenos decresceu em
amostras que foram acompanhadas dez anos ap0s a primeira amostra, sendo que
a banda c22 foi a mais persistente, o que indica uma maior estabilidade para os
anticorpos contra esta proteina estrutural. Das oito amostras RIBA indeterminado
(sete com a banda c22 e uma com a banda c33) que foram acompanhadas neste
periodo, em apenas uma ocorreu a soroconversado (uma que era c22 tornou-se
reativa para c100, c22 e c¢33). As demais se tornaram negativas para o RIBA.

Ao analisarmos o perfil de bandas das amostras RIBA positivo com a
carga viral de VHC-RNA quantificada, podemos observar que em todas as

amostras que tiveram as quatro bandas presentes a carga viral foi determinada.
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Entretanto, nas amostras com duas bandas, a carga viral somente foi determinada
em uma delas. Dow e col (1996) observaram que a viremia esta relacionada com o
namero de bandas reativas do RIBA e que a baixa frequéncia de viremia
encontrada em amostras RIBA positivo com duas bandas, se deve a infec¢ao pelo
VHC ja resolvida.

Os fatores de risco encontrados associados a infec¢do pelo VHC foram
DST, IDU e uso de droga intranasal. Isto comprova que pessoas com dificuldade
de acesso aos servicos de saude buscam os bancos de sangue como uma forma
mais rapida de conseguir realizar seus exames e ter um acompanhamento médico.
Estes dados diferem em parte dos dados encontrados por Orton e col. (2004) que
encontraram como significantes fatores de risco, entre doadores de sangue
voluntéarios, o IDU e encarceramento. Entretanto, no estudo de Rios e col. (2006)
os fatores de risco predominantes em doadores de sangue foram transfusédo e
intervencao cirargica.

O gendtipo mais prevalente neste estudo foi 0o gendtipo 1 seguido do
gendtipo 3, o que vem corroborar os dados obtidos em outros estudos que se
referem a prevaléncia dos gendtipos em doadores de sangue e usuarios de drogas
(SILVA, et al., 2010; TORRES, et al., 2009). A reatividade as quatro bandas pelas
amostras do genoétipo 1 pode ser explicada, devido a maior prevaléncia deste
genaotipo no estudo, bem como o fato das proteinas utilizadas nas tiras do teste

RIBA serem provenientes deste tipo de genotipo.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste estudo, 32,4% das amostras nao
tiveram a confirmacdo do resultado do anti-VHC definido pelo RIBA, sendo
necessaria a realizacdo de testes moleculares para a confirmacéo da infeccao pelo
virus da hepatite C, elevando desta forma o custo do diagnostico da hepatite C
para o sistema publico de saude.

Individuos com resultado de anti-VHC index menor que cinco, resultado de
RIBA indeterminado tém grande probabilidade do VHC-RNA ser indetectavel e
portanto, ndo estarem infectados pelo VHC.

Diante disto, sugerimos que seja realizado o VHC-RNA para todas as
amostras que tiverem resultado anti-VHC reagente, seja com alta ou baixa relacao
S/CO, a fim de definir o diagnostico da hepatite C como ja esta preconizado no
fluxo de diagnéstico da hepatite C do Ministério da Saude. Os pacientes com anti-
VHC reagente e VHC-RNA indetectavel devem ser acompanhados de acordo com

o critério médico.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

A maior dificuldade deste estudo foi a obtencédo de pessoas para participar
do mesmo, bem como a repeticdo dos exames dos doadores que tiveram resultado
de RIBA indeterminado. Estes individuos foram convidados por telefone e
telegrama por diversas vezes para comparecer ao LACEN, a fim de repetir os

exames, mas nem todos atenderam a solicitacao.
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ANEXO |
. Signal-to-cut-off
Screening : o
ratio predictive of a
Test Manufacturer Assay Format e
: true positive 2 95%
Kit Name .
of the time
Ortho HCV EIA
Version 3.0 (Enzyme S
ELISA Test Ortho Immunoassay) 23,8
System
EIA
Abbott HCV (Enzyme S
EIA 2.0 Abbott Immunoassay) 23,8
, CIA .
HCV
Immunoassay)
_ MEIA .
AXSYM Anti- Abbott (Microparticle 210,0
HCV
Immunoassay)
CMIA
Architect anti- (Chemiluminescent >
HCV Abbott Microparticle 25,0
Immunoassay)
_ CIA .
Advnil_l(és/ntaur Bayer (Chemiluminescent 2110
Immunoassay)

Fonte: http://www.cdc.gov/hepatitis/HCV/LabTesting.htm
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s Reference for Interpretation of Hepatitis C Virus (HCV) Test Results

If Your HCV Test Result Is: | Interpretation

Neagative Not Needed Mot Needed Nagative None No

Positive Not Done Not Dona MNot Known Mot Known Supplemental anti-HOV (RIBA) or HOV RNA

Positive Not Done Negative Not Known Mot Known® Supplemantal anti-HCOV (RIBA)
(higtf:a’scrg“::ti o) Mot Dore Not Dona Positive Past/Current Evaluate for chronic infection and liver disease

Positive Negative Not Needaed MNegalive None Mo

Positive Positive Not Done Paositive Past/Currant Evaluate for chironic infection and liver disease

- Fepeat HOV RNA; Evaluate for chronio infection
2 @ y

Poaitive Pasitive MNegative Positive Past/Current aind liver dissdga

Positive Positive/Not Done Positive Positive Current Evaluate for chronic infection and liver disease

Pasitive Indeterminate Mot Done Indeterminate Mot Known Test for MOV BNA or repeat anti-HOV tesiing

Poaitive Indsterminate Positive Positive Current Evaluate for chronic infaction and liver disease

Positive Ircleterminate Megative Iindeterminate Mot Known#® Test for HOV RNA or reépeat anti-HOV testing

EIA (anzyme immunoassay) or GIA {enhancead chemiluminescencs immuneassay).
RIBA frecomblinant immunoblot assay), & more specific anti-HCV assay.
Singte nogative HOV BNA result cannet determing infaotion status, as persons might have interrmittent viremia.

Samples with high signal-ta-cut-off ratios ustaily (>95%) confirm positive, but supplemental serologic testing
was not performed. Less than § of every 100 might reprasent falee positives; more specific testing should be
raquested, if indicated.

AnG-HOW Antibody to HOV
BiNA: Ribonuolaeic acid
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ANEXO IV

- Suspeita de hepatite C
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ANEXO V

Tabela 2. Valores de index das amostras anti-VHC positivas com resultado do RIBA e suas proteinas.

ANTI-VHC

AMOSTRA INDEX RIBA C100 C33 C22 NS5
1 1,36 NEGATIVO AUSENTE AUSENTE  AUSENTE AUSENTE
2 1,58 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE  AUSENTE
3 1,66 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE  AUSENTE
4 1,66 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE AUSENTE
5 2,07 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE AUSENTE
6 2,11 NEGATIVO AUSENTE AUSENTE  AUSENTE AUSENTE
7 2,17 INDETERMINADO AUSENTE 1+ AUSENTE  AUSENTE
8 2,34 INDETERMINADO AUSENTE 3+ AUSENTE AUSENTE
9 2,91 INDETERMINADO AUSENTE 3+ AUSENTE AUSENTE
10 3,18 POSITIVO AUSENTE 2+ AUSENTE 1+
11 3,51 INDETERMINADO AUSENTE AUSENTE 3+ AUSENTE
12 3,74 INDETERMINADO AUSENTE AUSENTE 3+ AUSENTE
13 3,97 NEGATIVO AUSENTE AUSENTE  AUSENTE AUSENTE
14 4,69 INDETERMINADO AUSENTE AUSENTE 3+ AUSENTE
15 4,76 INDETERMINADO AUSENTE 3+ AUSENTE  AUSENTE
16 7,34 POSITIVO 2+ 3+ 2+ AUSENTE
17 8,06 POSITIVO AUSENTE 4+ 4+ AUSENTE
18 10,65 POSITIVO 1+ 4+ 4+ 1+
19 10,74 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
20 11,21 POSITIVO AUSENTE 4+ 4+ 3+
21 11,22 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
22 11,54 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
23 11,75 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
24 12,17 POSITIVO 4+ 4+ 4+ AUSENTE
25 12,62 POSITIVO 3+ 4+ 4+ 4+
26 12,88 POSITIVO 4+ 4+ 4+ AUSENTE
27 12,88 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
28 13,43 POSITIVO 3+ 4+ 4+ AUSENTE
29 13,7 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
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Continuagéo
ANTI-VHC

AMOSTRA INDEX RIBA C100 C33 C22 NS5
30 13,85 POSITIVO 1+ 4+ 4+ 4+
31 13,97 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
32 14,06 POSITIVO AUSENTE 1+ 4+ AUSENTE
33 14,1 POSITIVO 3+ 4+ 4+ 4+
34 14,64 POSITIVO 3+ 4+ 4+ 4+
35 14,68 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
36 15,16 POSITIVO 1+ 2+ 4+ AUSENTE
37 15,19 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
38 24,53 POSITIVO 4+ 4+ 4+ 4+
39 24,74 POSITIVO 3+ 4+ 4+ AUSENTE
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