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Resumo

O fluxograma de investiga¢do laboratorial da hepatite C, proposto pelo Ministério
da Sauide, envolve a utilizacdo de metodologias que pesquisam anticorpos anti-VHC como
testes de triagem para a infec¢do, sendo que os testes moleculares vém sendo utilizados como
confirmatdérios mediante sorologia positiva. Neste fluxo, algumas amostras podem apresentar,
nos testes de triagem, resultados reagentes proximos ao limiar de reatividade e estes
resultados muitas vezes ndao se confirmam quando se utilizam outras metodologias. Estes
resultados falso-positivos podem gerar descarte de bolsas de sangue e conseqiiéncias
psicolégicas negativas para doadores e pacientes. Assim, o objetivo deste estudo foi
estabelecer valores de corte entre resultados reagentes e fracamente reagentes no diagndstico
laboratorial da hepatite C pelo Imunoensaio Quimioluminescente de Microparticulas (CMIA),
e avaliar estes resultados com outras metodologias. Foram analisados 2535 resultados anti-
VHC por CMIA para a selecdo das amostras reagentes independente do valor da razao S/CO.
Destas, apenas as amostras com a razao S/CO entre 1,11 e 6,99 por CMIA foram testadas por
MEIA, ELISA e RT-PCR. Das 2535 amostras, 100 (3,95%) foram reagentes pela CMIA e
destas, a menor freqii€ncia foi observada em amostras com a razao S/CO entre 6,00 e 6,99.
No mesmo sentido, a detec¢do do RNA do VHC foi crescente a partir da razdao S/CO 7,00
sugerindo uma maior ocorréncia de resultados falso-positivos em amostras com valor de
S/CO inferior a 7,00. No periodo do estudo, 56 amostras apresentaram-se reagentes por
CMIA com razao S/CO entre 1,11 e 6,99 e 49 (87,5%) delas foram reagentes por MEIA, das
quais 25 (44,6%) também foram reagentes por ELISA. Apenas uma amostra apresentou RNA
do VHC detectavel por RT-PCR. Esses resultados sugerem que os resultados reagentes pelos
métodos de triagem com valores proximos ao limiar de reatividade, devem ser avaliados de

maneira distinta dos resultados reagentes com maiores valores em relacdo ao limiar.

PALAVRAS-CHAVE: CMIA, Resultados Fracamente Reagentes; RT-PCR; Hepatite C;
Testes imunoldgicos.



Abstract

Hepatitis C laboratorial investigation, proposed by Ministry of Health, includes
anti-HCV tests for screening and molecular methodologies for confirmation of the positive
results. Some time the samples can present reagents results near to the cut off and, these
results, a lot of times, are not confirmed by other methodologies. False positives results can
lead blood units discard and negative psychological consequences for donors and patients.
The goal of this study was establish a threshold among resulted reagents and weakly reagents
in the hepatitis C laboratorial diagnosis by CMIA, and to evaluate these results with other
methodologies. In this study were analyzed 2535 resulted anti-VHC by CMIA for the
selection of the reagents samples independent of the S/CO obtained. The samples with S/CO
between 1.11 and 6.99 by CMIA were tested by MEIA, ELISA and RT-PCR. From 2535
samples, 100 (3.95%) were reagents for CMIA and the lower frequency it was observed in
samples with S/CO between 6.00 and 6.99. In the same sense, the HCV RNA detection was
confirmed in samples with S/CO upper than 7.00; suggesting an occurrence of false-positive
results in samples with S/CO lower to 7.00. In study period 56 samples were reagents by
CMIA with S/CO between 1.11 and 6.99 and 49 (87.5%) were reagents by MEIA, which 25
(44.6%) were also reagents by ELISA. One sample presented HCV RNA detected by RT-
PCR. Those results suggest that the reagents results by the screening tests, with S/CO near to
cut off should be analyzed with precaution and different of the reagents results with upper

S/CO.

KEY-WORDS: CMIA; Results Weakly Reagents; RT-PCR; Hepatitis C; Immunological
Tests.
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1 Introducao

O termo hepatite refere-se a uma inflamacao hepatica, muitas vezes de etiologia
viral. Os sintomas da doencga incluem ictericia, urina escura, fadiga, nduseas, vomitos e dores
abdominais. H4 cinco principais tipos de hepatites virais, denominadas hepatites A, B, C, D e

E (WHO, 2009).

Hepatites A e E sdo causadas tipicamente por ingestdo de alimentos ou dgua
contaminada, as do tipo B, C e D geralmente sdo resultado do contato parenteral com fluidos

bioldgicos infectados (WHO, 2009).

Durante quase duas décadas, todas as hepatites que nao puderam ser
diagnosticadas por meio de marcadores soroldgicos para as hepatites A e B foram designadas
hepatites ndo-A e ndo-B (NANB). De modo geral, evoluiam em mais de 50% dos casos para
formas cronicas sem que se pudesse estabelecer o agente etioldgico das mesmas. As formas
mais comuns de aparecimento destes quadros de hepatite eram pds-transfusional ou

esporadica (Ferreira e Avila, 1996; Conte, 2000: Gongales Jr. et al., 2000).

A grande maioria destas hepatites, aproximadamente 90%, foi posteriormente
definida como hepatite C, cujo agente etioldgico € o virus da hepatite C (VHC) (Choo et al.,
1989; Ferreira e Avila, 1996; Conte, 2000; Paltanin e Reiche, 2002), o qual somente foi

identificado por Choo e colaboradores em 1989.

Embora a difusdo dos testes sorolégicos de triagem de bolsas de sangue tenha
liderado um declinio significativo na incidéncia da infeccdo pelo VHC nos tultimos anos, a
hepatite C ainda é um dos principais problemas de Satde Publica no Brasil € no mundo, por
ser causa importante de doenga hepdtica em adultos, com elevada taxa de cronificagio,
evolucdo para a cirrose e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Uriz e Briz, 2004;

Zarife et al., 2006; Oliveira, 2007).

Aproximadamente 170 milhdes de pessoas (3% da populacdo mundial) estdo
infectadas com o VHC. Na maioria dos paises a prevaléncia da infec¢do € menor que 3%,
sendo que, uma alta prevaléncia, até 15%, é encontrada em paises da Africa e Asia e superior

a 15% no Egito. No Brasil, estima-se que 3,3 milhdes de pessoas estejam infectadas
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(Campiotto, 2005; Diago, 2007; Diament, 2007; Brasil, 2008a; Centers for Desease Control
and Prevention, 2008).

O VHC € um virus da familia Flaviviridae, género Hepacivirus, com diametro de
55 a 65nm e genoma constituido por uma fita simples de RNA de polaridade positiva, com
aproximadamente 9.400 nucleotideos. Por analogia com outros flavivirus, o VHC possui a
estrutura classica icosaédrica na qual se destacam o envelope e o capsideo que envolve seu

genoma (Penin et al., 2004).

» | ENVELOPE

CAPSIDEO | —

RNA VIRAL | ¢

Figura 1: Estrutura esquemadtica do virus da hepatite C, evidenciando RNA viral, capsideo e envelope viral

(Fonte: Perkins, 2001).

No genoma viral existe uma unica fase aberta de leitura (open reading frame-
ORF), responsavel pela codificacio de uma poliproteina de aproximadamente 3000
aminodcidos, a qual € posteriormente clivada em proteinas estruturais (core, E1 e E2) e ndo
estruturais (NS2, NS3, NS4 e NS5), sendo estas ultimas, responséveis pela replicagcdo viral. A
ORF ¢ flanqueada por duas regides ndo traduzidas (Untranslated Region-UTR) de
aproximadamente 341 e 230 nucleotideos, denominadas 5’UTR e 3°’UTR, sendo essas,
seqiiencias de RNA altamente conservadas (Pinho et al., 1995; Bassit et al., 1999; Strauss,

2001; Penin et al., 2004; Cavalheiro et al., 2007).
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(a)

(b)

(©)

Figura 2: Estrutura esquemdtica da organizagdo do genoma do VHC, evidenciando (a) genoma viral com uma
unica ORF, (b) a qual é traduzida em uma unica poliproteina, que posteriormente € processada originando (c)

proteinas estruturais e nfo estruturais (Fonte: Adaptado de Tellinghuissen, 2007).

A proteina core € constituinte do nucleocapsideo viral e tem sido associada com o
desenvolvimento da esteatose por interferir no metabolismo intracelular de lipidios e proteinas
(Moradpour et al., 2007). Além disso, t€ém-se demonstrado que esta proteina interage com
varias proteinas celulares, sugerindo-se que esteja envolvida na modulacdo de varios
processos, tais como proliferacdo, morte e sinalizacdo celular. Tem sido proposto que esta
proteina suprime a resposta imunoldgica do hospedeiro, incluindo a atividade dos linfécitos T

citotoxicos por meio da interacdo com receptores especificos (Penin, 2003).

As glicoproteinas E1 e E2, que sdo clivadas por proteases do préprio hospedeiro,
sdao componentes do envelope do VHC. Estudos sugerem que estas proteinas seriam
responsaveis pela ligacdo e fusdo do virus aos receptores nas células hospedeiras (Penin,

2003).

Embora a funcdo do peptideo p7 ndo esteja completamente definida, sugere-se
que este esteja envolvido com a atividade de canal idnico, necessdria para a replicagdo viral

(Penin, 2003).
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A proteina NS2, em associacdo com NS3, acelera a propria clivagem em NS2 e
NS3. A primeira possui importantes funcdes, como a inibi¢do da apoptose enquanto NS3 €
responsavel por eventos de clivagem na regido nao estrututal da poliproteina. NS4A funciona
como um cofator do dominio serino-protease de NS3. NS4B ainda ndo tem funcdo
estabelecida. NS5A tem se destacado devido a seu potencial de resisténcia ao interferon (INF)
enquanto NS5B tem importante participacdo na replicacdo viral (Liu et al., 1999, Dumuolin et
al., 2003; Erdtmann et al., 2003; Penin, 2003; Penin et al., 2004; Lindenbach et al., 2005;
Appel et al., 2006; Moradpour et al., 2007).

A variabilidade genética viral distingue vérios genétipos. A classificacao utilizada
atualmente € a de seis genotipos (1 a 6) e varios subtipos e quasispecies (Simmonds et al.,
2005). No Brasil, os genétipos 1, 2 e 3 s@o os mais freqiientes, com predominancia do

gendtipo 1 na maioria dos estados (Brasil, 2000).

As principais vias de transmissdo sdo parenteral, transfusdo de sangue e
hemocomponentes, principalmente em individuos transfundidos antes da introdugdo de testes
de triagem para o VHC, utilizacdo de agulhas e seringas contaminadas e transplante de 6rgaos
e tecidos. A transmissdo por contato sexual tem sido objeto de estudo de alguns grupos de
pesquisa, porém, ainda constitui um assunto controverso que necessita de maiores
conhecimentos. Este tipo de transmissdo ¢ documentada, mas pouco freqiiente (Ferreira e
Avila, 1996; Purcell, 1997; Rosemberg, 1999; Strauss, 2001; Ferreira e Silveira, 2004;
Valente et al., 2005).

O diagnéstico da hepatite C € realizado pela pesquisa de anticorpos contra o virus
da hepatite C (anti-VHC) ou do préprio RNA viral. A detec¢do do anti-VHC € o teste de
triagem mediante suspeita de hepatite C, evidenciando contato do individuo com o virus,
quando reagente. O anti-VHC € detectavel no sangue do individuo infectado pelos métodos
sorolégicos utilizados na rotina diagndstica apds 4 a 8 semanas da infec¢do (Fortes e
Ohkawara, 2009). Viérias metodologias soroldgicas estdo disponiveis no mercado para a
triagem do anti-VHC no soro ou plasma de individuos infectados, entre as quais estdo os
ensaios imunoenzimaticos, o ensaio imunoensimatico de microparticulas e o imunoensaio

quimioluminescente de microparticulas (CMIA).

Os imunoensaios enzimdticos do tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) s@o amplamente utilizados em todo o mundo devido a facilidade metodolégica, custo
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reduzido e potencial de automacdo (Pawlosky, 1999). A reagdo antigeno-anticorpo realizada
em placas de poliestireno € revelada com a utilizacdo de anticorpos secundarios marcados
com uma enzima. A presenca de anticorpos no material biolégico € revelada pela acdo da
enzima sobre seu substrato especifico, o qual € adicionado a placa, gerando uma reacdo de
oxidagdo que modifica a cor do sobrenadante. A leitura € realizada utilizando
espectrofotdmetro ou leitoras automaticas em absorbancia no comprimento de onda entre 340

e 650 nm. A absorbancia detectada € proporcional a quantidade de anticorpos especificos

presentes na amostra testada (Caron e Flores, 2008).

A tecnologia MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay) tem principio similar
ao do ELISA, no entanto, utiliza microparticulas sensibilizadas com antigenos como fase
solida. O nimero de sitios de ligagcdes de um teste por microparticulas € de 4.000 a 10.000
vezes superior ao do ELISA , o que eleva a sensibilidade e a especificidade do método e reduz

o tempo de incubagdo (Moron et al., 2005).

O imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (CMIA), utiliza
microparticulas paramagnéticas revestidas com antigeno recombinante de VHC como fase
sOlida e reacdo antigeno-anticorpo revelada por quimioluminescéncia, a qual € mensurada em
unidades relativas de luz (RLU). Existe uma relacdo direta entre a quantidade de anti-VHC
presente na amostra e as RLUs detectadas pelo sistema 6ptico do analisador (Abbott

Laboratérios, 2009a).

Os primeiros métodos para a deteccdo de anticorpos contra o VHC, de 1? geragao,
utilizavam a frac@o antigénica c100-3 da regido ndo-estrutural NS4 do genoma viral, os quais
foram rapidamente abandonados devido a falta de sensibilidade e especificidade. Os de 2*
geragdo, além da fragdo c100-3, incorporavam as fra¢des c33c (NS3) e ¢22-3 (core). A partir
do inicio de 1993, surgiram os métodos de 3* geracdo contendo fracdes antigénicas das
regides nao-estruturais NS3, NS4 e NS5 e da regido estrutural (core). Além disso, a maioria
dos testes de 3* geracdo substitui algumas fra¢des antigénicas tais como c¢100-3 e c33c por
peptideos sintéticos correspondendo aos epitopos imunodominantes dessas fragdes, elevando

assim a especificidade do teste (Ferreira e Avila, 1996; Souto et al., 2002, Alquezar, 2009).

Apesar da grande evolugdo obtida em relagdo ao aprimoramento metodolégico e
sensibilidade dos testes de 1% geracdo aos testes de 3* geracdo, resultados falso-negativos

ainda constituem um problema, principalmente devido a janela imunolégica. Por outro lado,
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em populacdes de baixo risco, estes testes possuem baixo valor preditivo positivo, gerando
significativa porcentagem de resultados falso-positivos em individuos que nunca tiveram

contato com o virus (Souto et al., 2002; Gongales Jr, 2007).

Assim, as tecnologias baseadas em dcidos nucléicos (Nucleic Acid Testing-
NAT) permitiram a detec¢do direta do RNA do VHC, possibilitando a identificagdo de
individuos infectados com niveis, até entdo, indetectdveis de anticorpos contra o virus e
tornando, desta forma, o resultado mais seguro e confidvel. A efetividade dos testes NAT foi
observada em vdrios paises, como os Estados Unidos, Canadd, Austrdlia, Alemanha, Franca,
Italia, Reino Unido e Suicga, nos quais foi possivel a detec¢do de dcidos nucléicos virais em
amostras de doadores de sangue negativas nos testes soroldgicos convencionais (Stramer et
al., 2004). Além disso, tecnologias baseadas em &4cidos nucléicos vém sendo extremamente
uteis no diagndstico da infec¢do e monitoramento clinico da hepatite C cronica (Dhumeaux et

al.,1997; NIH,1997).

Um dos testes qualitativos mais utilizados para deteccdo do RNA do VHC € a
Reacdo em Cadeia da Polimerase, precedida de Transcricdo Reversa (RT-PCR) a qual pode
detectar amostras positivas com até, aproximadamente, 50 cOpias de RNA/mL, revelando uma
sensibilidade analitica altamente superior aos ensaios imunoldgicos (Brandao-Mello et al.,

2001).

Quando consideradas as metodologias baseadas em 4cidos nucléicos, a regido
genomica 5'UTR vem sendo largamente utilizada em testes diagndsticos, principalmente por
ser altamente conservada quanto a seqiiéncia de nucleotideos, uma vez que é essencial na
replicacdo viral (Corbet et al., 2003, Lindebach et al., 2005, Simmonds et al., 2005). Mais
recentemente, foi proposta a tecnologia que tem como alvo a regido X-tail do HCV, com
sensibilidade e especificidade semelhantes aquelas que utilizam a regiao 5’UTR como alvo

molecular (Drexler et al., 2009).

Mesmo depois do advento dos testes moleculares no Brasil, os exames
imunolégicos de detec¢do do anti-VHC sao considerados testes de escolha na triagem e,
quando reagentes, indicam infec¢do pelo VHC. No entanto, estes testes ndo definem se a
infecgdo € aguda, cronica ou se ocorreu o clareamento viral (Brasil, 2008b). Alguns pacientes
podem sofrer o processo chamado de clareamento do virus, no qual o virus se limita aos

hepatdcitos ou a viremia € inferior ao limite de deteccdo dos testes utilizados. Nestes casos, o
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RNA viral circulante torna-se nao detectavel, enquanto testes imunoldgicos sdo capazes de
detectar anticorpos circulantes devido ao processo chamado de cicatriz sorologica (Ferreira e

Avila, 1996).

Dessa forma, os testes moleculares se inserem no contexto complementar aos
sorolégicos, ou seja, quando o exame de triagem apresenta-se nio reagente e a clinica do
paciente indica infeccdo, pode ser realizada a pesquisa do RNA viral por técnicas moleculares

(Brasil, 2008b).

Além disso, pesquisa qualitativa de RNA do VHC deve ser realizada depois do
diagnostico de infeccdo, resultado que indicard se o paciente apresenta cura espontinea, e
nesse caso nao deverd ser tratado, ou infeccdo cronica, estando indicado o tratamento em

servigo especializado (Brasil, 2008b).

Para pacientes que apresentam resultado do teste imunoldgico anti-VHC reagente
com resultado do teste molecular RNA-VHC ndo detectado, é recomendada a realizacdo de
novo exame RNA-VHC apds o periodo de 6 meses, para que se confirme a auséncia da

viremia (Brasil, 2005).

Por outro lado, a hepatite C aguda é confirmada pelo exame sorolégico anti-VHC
reagente com intervalo minimo de 90 dias apds o inicio dos sintomas, data da exposicdo ou
anti-VHC nao reagente, e, quando o VHC-RNA ¢ detectado, também estd indicado tratamento

(Brasil, 2008b).

Desta forma, a investigacio laboratorial do VHC, segundo protocolo estabelecido

pelo Ministério da Saude, deve ser efetuada de acordo com o fluxograma abaixo:



Figura 3: Fluxograma de investigacdo laboratorial da hepatite C (Fonte: Brasil, 2008b).

Assim, o fluxograma proposto para diagndstico e avaliacdo de tratamento em
portadores da hepatite C deve considerar a defini¢do de resultados reagentes e ndo reagentes.
No diagnéstico laboratorial de rotina, existem alguns parametros utilizados na validac¢do dos
ensaios soroldgicos que envolvem validagdo intrinseca (sensibilidade, especificidade e
eficiéncia) e extrinseca (reprodutibilidade, acurdcia e precisdo). O resultado de um teste
imunoldgico reflete uma probabilidade de uma situacio clinica do paciente no momento em

que a amostra foi coletada (Ferreira e Moraes e Beck, 2007).

Todo teste imunoldgico apresenta um limiar de reatividade (cut off), ou seja, um
valor acima do qual os resultados s@o considerados reagentes e abaixo do qual sdo

considerados ndo reagentes (Ferreira e Avila, 1996).

Neste contexto, na rotina laboratorial algumas amostras podem apresentar
resultados reagentes préoximos ao limiar de reatividade. Estudos anteriores ja& demonstraram
discordancia entre testes de triagem para detec¢do de anticorpos anti-VHC, por diferentes
metodologias como CMIA, MEIA e ELISA (Gongales et al., 2000, Souto et al., 2002, Vogler
et al., 2004, Venturim, 2007).

Resultados falso-positivos podem gerar descarte de bolsas de sangue e

conseqii€ncias psicoldgicas para doadores. O mesmo desconforto psicolégico pode ser vivido
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pelo paciente até que se confirme ou ndo, o resultado da presenca do VHC (Garcia et al.,

2008).

Dentro desta realidade laboratorial, a proposta deste estudo € estabelecer valores
de corte entre resultados reagentes e fracamente reagentes no diagndstico laboratorial da
hepatite C, realizado através do Imunoensaio Quimioluminescente por Microparticulas
(CMIA), bem como, avaliar estes resultados com outras metodologias imunoldgicas e

molecular.
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2 Objetivos

> Determinar um valor de corte da razdo S/CO para resultados reagentes e fracamente

reagentes pela metodologia CMIA.

> Avaliar resultados fracamente reagentes pela CMIA com outras metodologias
imunoldgicas para detec¢do de anticorpos contra o virus da hepatite C (MEIA e
ELISA), bem como com os obtidos pela pesquisa do RNA do VHC pela Rea¢do em

Cadeia da Polimerase precedida de Transcricao Reversa (RT-PCR).
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3 Casuistica e Meétodos

3.1 Casuistica

Para se definir a casuistica deste estudo, foram analisados 2535 resultados do
exame anti-VHC por CMIA, de amostras provenientes de pacientes com solicitacdo médica
para o referido teste no periodo de 07 de abril a 04 de agosto de 2009, obtidos no Banco de
Dados da Secdo Técnica de Laboratérios e Andlises Clinicas, do Hospital das Clinicas,
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Deste universo amostral, foram selecionados os
resultados reagentes, independente do valor da razao S/CO obtida, com a finalidade de definir

um valor de corte entre os resultados reagentes e fracamente reagentes.

Dos resultados reagentes foram selecionados para a inclusdo no estudo apenas
aqueles que apresentavam solicitacdo médica para a pesquisa do RNA do VHC no mesmo
periodo, resultados obtidos no Banco de Dados do Laboratério de Biologia Molecular,
Divisao Hemocentro, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, ponto executor da Rede

Estadual de Hepatites Virais.

A partir dos resultados obtidos nesta primeira fase, para a execugdo deste estudo
foram incluidas 56 amostras de pacientes com solicitacio médica para a realizacdo do exame
anti-VHC para fins diagndsticos. Destas, 31 do periodo ja referido e 25 de um periodo
anterior, seguindo os mesmos padrdes de triagem. Foi considerado critério de inclusao: indice
de leitura da sorologia anti-VHC entre 1,11 e 6,99 S/CO, pelo método de CMIA. Os valores
de referéncia para a CMIA de S/CO sdo: resultados inferiores a 0,9 sdo considerados nao

reagentes, entre 0,9 e 1,1 indeterminados e superiores a 1,1 reagentes.

Este Projeto recebeu parecer favordvel pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP em 06 de abril de 2009 (Oficio n°® 102/09-
CEP).

3.2 Delineamento e Metodologias

Depois da triagem do anti-VHC por CMIA, o material excedente da coleta
realizada no paciente foi fracionado em trés aliquotas. Duas delas foram destinadas a

realizagdo da triagem do VHC pelas metodologias MEIA e ELISA, sendo armazenadas em
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freezer -20°C e a terceira aliquota destinada a pesquisa do RNA do VHC por RT-PCR, sendo

adequadamente armazenada em freezer -70°C.

Os testes MEIA e CMIA foram realizados na Sec¢dao Técnica de Laboratérios e
Andlises Clinicas (SLAC) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
enquanto que o ELISA foi realizado no Laboratério de Sorologia e, a RT-PCR no Laboratério
de Biologia Molecular, ambos na Divisao Hemocentro da Faculdade de Medicina de

Botucatu, UNESP.

A triagem do anti-VHC por MEIA, CMIA e ELISA foi realizada utilizando os kits
comerciais AxSYM HCV 3.0 (Abbott Diagnostics), Architect Anti-HCV (Abbott Diagnostics) e
Murex anti-HCV versdo 4.0 (Abbott Diagnostics), respectivamente. Todas as metodologias

foram realizadas de acordo com as especificacdes do fabricante.

A deteccao do RNA do VHC por RT-PCR utilizou o Kit comercial AMPLICOR
Hepatitis C Virus (HCV) Test, versaio 2.0 (ROCHE Diagnostics®), de acordo com as

especificagcdes do fabricante e/ou a tecnologia in house descrita a seguir.

3.2.1 Extragao do RNA Viral

A extracdo do RNA viral a partir do soro, foi realizada utilizando o QIAamp Viral

RNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA), segundo as especificacdes do fabricante.

3.2.2 RT-PCR qualitativo

A retrotranscricdo foi realizada utilizando High Capacity kit (Applied

Biosystems®) segundo as especificacdes do fabricante.

A regidao gendmica do VHC 5’UTR foi amplificada por Nested-PCR utilizando
uma mistura de rea¢do contendo 1X Buffer (LGC Biotecnologia), 1,5 mM de MgCl, (LGC
Biotecnologia), 0,4mM de dNTP (Applied Biosystems), 0,2uM de cada primer, 2,5U de Easy
Tag DNA polimerase (LGC Biotecnologia — SU/uL) num volume total de reacdao de S0uL. Na
primeira reacdo utilizou-se 100ng de cDNA e na segunda reagdo (Nested-PCR) SuL do
produto amplificado na primeira PCR. As condic¢des de ciclagem foram 94°C por 1 minuto,
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1minuto, com uma etapa final

de extensdo de 72°C por 7 minutos. A tabela 1 mostra as seqii€ncias dos primers utilizados,
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bem como a fase de amplificacdo em que cada primer foi utilizado (Primeira PCR ou Nested-
PCR). Em todas as reacdoes de RT-PCR foram realizados controles negativos (mistura de

reacdo com dgua no lugar de RNA) e positivos (mistura de reacdo com RNA do VHC).

Tabela 1. Seqiiéncia de primers utilizados para amplificacdo da regido 5’UTR do genoma do VHC.

Primer Seqiiéncia (5" > 3") Reacdo Posicao*  Referéncia

PTCI CGT TAG TAT GAG TGT CGT GC 1"'PCR 81-100 Garson et al., 1990
NCR2 ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTA CGA GACCT 1°PCR 323-351 Garson et al., 1990
PTC3 AGT GTC GTG CAG CCT CCA GG Nested-PCR 99-118 Garson et al., 1990
NCR4 CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT Nested-PCR 288-313 Garson et al., 1990

* Posic¢do de acordo com a seqiiéncia VHC-1 (n° de acesso no GenBank: M62321)

3.2.3 Visualizacao do produto da RT-PCR

Os resultados das reacdes de Nested-PCR foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose 2%, com 0,25ng/uL. de brometo de etidio, a 100V por 40 minutos em tampao
TBE (Tris-Borato 45SnM/EDTA ImM). A revelagao foi realizada mediante exposi¢ao do gel
a luz UV, sendo consideradas positivas, amostras que exibiram bandas de aproximadamente
214pb, correspondendo a regido amplificada da regidao 5S'UTR, com base no marcador de peso

molecular DNA Ladder 100pb (LGC Biotecnologia®).
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4 Resultados e Discussdao

4.1 Definicdo do valor da razdo S/CO de corte entre resultados
reagentes e fracamente reagentes para a metodologia CMIA.

Na primeira fase do estudo, dos 2535 resultados, 100 (3,95%) foram regentes por
CMIA. A figura 4 mostra a distribuicdo de freqiiéncias dos valores S/CO destas amostras

reagentes.

Figura 4: Gréfico da distribuicdo de freqiiéncia dos valores da razdo S/CO das 100 amostras reagentes pela

metodologia CMIA

FREQUENCIA

Pela andlise da figura 4, nota-se uma menor freqiiéncia no valor da razdo S/CO
entre 6,00 e 6,99, sugerindo que este intervalo possa ser considerado um valor de corte entre

resultados reagentes e fracamente reagentes.

Destas amostras, 79 apresentavam solicitacdo médica para a pesquisa do RNA do
VHC por RT-PCR, das quais 28 (35,5%) foram RT-PCR ndo detectadas e 51 (64,5%)
detectadas. A figura 5 mostra os resultados obtidos na RT-PCR pelo valor da razao S/CO
obtido na CMIA.
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Figura 5: Gréfico da distribuicdo de freqiiéncia dos resultados detectados e ndo detectados da RT-PCR pela razio

S/CO obtida na CMIA

FREQUENCIA

D: Detectado; ND: Nao detectado

Pela andlise da figura 5, percebe-se que a deteccdao por Biologia Molecular do
RNA do VHC ¢€ crescente a partir do valor de S/CO entre 7 e 8, sugerindo uma maior

ocorréncia de resultados falso-positivos em amostras com valores S/CO inferiores a 7.

Desta forma, como ndo existem estudos anteriores que estabelecam este valor de
corte de S/CO por CMIA entre amostras reagentes e fracamente reagentes, os resultados aqui
obtidos, sugerem que para esta metodologia podem ser considerados resultados fracamente

reagentes, amostras com a razdo S/CO inferior a 7.

4.2 Avaliacdo dos resultados com S/CO entre 1,11 e 6,99 pela CMIA
utilizando outros testes imunologicos e molecular.

Depois de estabelecido o valor de S/CO de corte entre os resultados reagentes e
fracamente reagentes, das 56 amostras analisadas com S/CO entre 1,11 e 6,99 por CMIA, 49
(87,5%) foram também reagentes por MEIA e 25 (44,6%) por ELISA. As 25 amostras
reagentes por ELISA estdo incluidas entre as 49 reagentes por MEIA. A concordancia entre as

metodologias imunoldgicas utilizadas estdo representadas na tabela 2.
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Tabela 2. Resultados obtidos nos testes imunolégicos (CMIA, MEIA e ELISA) para deteccdo de anticorpos

contra o virus da hepatite C em amostras com S/CO entre 1,11 e 6,99 pela CMIA.

CMIA MEIA ELISA TOTAL
R R R 25 (44,64%)
R R NR 24 (42,86%)
R NR NR 7 (12,50%)
R NR R 0 (0%)

CMIA: Ensaio Quimioluminescente de Microparticulas; MEIA: Ensaio Imunoenzimético de Microparticulas; ELISA: Ensaio

Imunoenzimético; R: Reagente; NR: Nao Reagente.

Pela andlise da tabela 2, nota-se que houve discordancia entre os resultados
obtidos pelas metodologias imunolédgicas, o que define uma modificagdo na classificagdao de

amostras reagentes para nao reagentes, na dependéncia da metodologia empregada.

O resultado aqui obtido é corroborado por outros estudos. Em um estudo
envolvendo 8942 doadores de sangue, triados pela metodologia de CMIA, 62 apresentaram
resultados reagentes e, apds repeticao do teste, 59 mantiveram a reatividade. Destes, apenas
28 (47,46%) confirmaram a reatividade por teste confirmatério (imunoblot). O mesmo estudo
mostra que em um total de 1500 pacientes hospitalares, 100 apresentaram resultados
reagentes, dos quais 99 mantiveram a reatividade apds repeticio e 88 (88,99%) foram

confirmados por teste confirmatério (Abbott Laboratérios, 2009a).

No mesmo sentido, outro estudo, utilizando a metodologia MEIA, analisou
amostras com substancias interferentes na pesquisa anti-VHC (presenca de Epstein-Barr virus,
virus da hepatite B, HIV, citomegalovirus, virus herpes simples, rubéola, toxoplasmose,
sifilis, entre outros) e amostras de pacientes com risco elevado para infec¢des transmissiveis
pelo sangue (hemofilicos, drogas intravenosas, homossexuais e pacientes em didlise). Do
primeiro grupo, das 230 amostras testadas, 24 apresentaram resultado reagente, dos quais 21
(87,50%) foram confirmados por métodos suplementares (Imunoblot). Do segundo grupo, das
298 amostras, 162 foram reativas e 152 confirmadas como reativas por método confirmatdrio

(Abbott Laboratdérios, 2009b).

Outro estudo, utilizando a metodologia ELISA, também mostrou resultado similar
aos aqui descritos. Das 8835 amostras triadas, 16 foram consideradas reativas, 11 foram

repetidamente reativas e nenhuma foi confirmada por métodos suplementares. O mesmo
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estudo mostra que de um total de 69 amostras reativas por métodos complementares, todas

foram também reativas pelo método ELISA (Abbott Laboratérios, 2009¢).

Vogler e colaboradores, em 2004, analisaram 183 amostras reativas pelo MEIA,
das quais 78,7% foram também reativas pelo ELISA. No presente estudo, resultados
semelhantes foram observados, o nimero de resultados reagentes por MEIA foi maior do que

por ELISA.

Quando os resultados obtidos pela RT-PCR foram incluidos na andlise, das 56
amostras (inicialmente reativas, com valores préximos ao limiar de reatividade) apenas uma
(1,79%) apresentou RNA do VHC detectivel no soro. A andlise comparativa das

metodologias imunolégicas e moleculares estd apresentada na tabela 3.

Tabela 3. Comparagdo entre os métodos imunolégicos e molecular no diagnéstico da hepatite C, em amostras

fracamente reagentes pela metodologia de CMIA.

RT-PCR
ND D
ELISA
MEIA R NR R NR
R 25 23 0 1
NR 0 7 0 0

R-reagente; NR-ndo reagente; D- detectado; ND- ndo detectado.

Em relagdo aos métodos moleculares, das 22 amostras que foram realizadas pelo
método comercial de deteccio do RNA viral (AMPLICOR Hepatitis C Virus (VHC) Test,

versao 2.0 - ROCHE) e in house, ja descrito, ndo houve discordancia entre os resultados.

Echevarria e colaboradores em 2005 mostraram que os ensaios imunolégicos por
CMIA, automatizados pelo analisador ARCHITECT®, apresentam uma considerdvel melhoria
de sensibilidade em relacdo a outros testes, inclusive para amostras com resultados proximos
ao limiar de reatividade. No presente estudo, das 56 amostras com resultados préoximos ao
limiar de reatividade, utilizando esse mesmo teste, apenas uma apresentou RNA detectével,
sugerindo que o aumento da sensibilidade do teste pode ter ocorrido em detrimento da

especificidade.
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Quando se considera a RT-PCR como metodologia padrio ouro para amostras
fracamente reagentes, os testes imunoenzimaticos superestimam os resultados, gerando um
grande nuimero de falso-positivos (Carneiro et al., 2001; Vogler et al., 2004; Garcia et al.,

2008; Kesli et al, 2009).

De maneira semelhante, no presente trabalho também foi observado que os testes
imunoldgicos superestimaram os resultados, gerando grande nimero de resultados falso-
positivos, o que acaba resultando em descarte de bolsas de sangue nao contaminadas e em
conseqiiéncias psicoldgicas para esses doadores. O mesmo desconforto psicologico pode ser

vivido pelo paciente até que se confirme, ou ndo, a presenca do VHC.

Discordancias entre os resultados obtidos por métodos imunoldgicos e
moleculares ja foram relatadas por outros autores. No entanto, estes estudos encontraram uma
discordancia entre os dois métodos inferior ao observado neste estudo (Carneiro et al., 2001;

Vogler et al., 2004; Garcia et al., 2008; Kesli et al, 2009).

Kesli e colaboradores relataram que 47,79% das amostras estudadas foram
detectadas por RT-PCR e reagentes por métodos imunoldgicos. Do mesmo modo, Garcia e
colaboradores, encontraram 34,70% das amostras nesta situacdo, Vogler e colaboradores
67,30% e Carneiro e colaboradores 57,30%. Neste trabalho a porcentagem encontrada foi
1,79%. No entanto, ¢ importante lembrar que o critério de inclusdo foi amostras reativas com
valores proximos ao limiar de reatividade, nas quais, a probabilidade de resultados falso-

positivos € maior.

No mesmo contexto, quando resultados obtidos por métodos moleculares siao
considerados padrao ouro, um estudo mostrou que entre os métodos CMIA, MEIA e ELISA, a
melhor correlacdo foi obtida quando se utilizou MEIA (Venturim, 2007). Em contraposicao,
os resultados apresentados por este trabalho mostram que entre os trés métodos imunoldgicos
avaliados, o que apresentou menor porcentagem de resultados falso-positivos, para esse tipo

de amostra, seguindo como padrao os resultados moleculares, foi o0 ELISA.

Os resultados apresentados devem ser observados com cautela, uma vez que o
método molecular foi considerado o padriao ouro. E importante lembrar que algumas vezes o
resultado ndo detectado na RT-PCR nio significa auséncia do virus. Os pacientes com anti-

VHC reagente e RNA-VHC nao detectado podem ter apresentado o denominado clareamento
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do virus (Corrao e Aricoo, 1998) ou, apds tratamento adequado, ter demonstrado uma
resposta virologica sustentada (RVS), ou seja, auséncia de RNA viral circulante no sangue

ap6s 6 meses de tratamento (Marcellin, 1997).

Outros fatores também devem ser considerados na observacdo dos resultados
obtidos neste estudo. Atualmente, segundo o fluxograma de investigacdo laboratorial da
hepatite C no Brasil, as amostras com resultado reagente para o teste de triagem anti-VHC
devem ser encaminhadas a servigos especializados para a pesquisa do RNA viral (Brasil,
2008b). De acordo com o consenso da sociedade brasileira de hepatologia, sobre condutas nas
hepatites virais B e C, os pacientes que apresentam resultado do teste imunoldgico anti-VHC
reagente e resultado do teste molecular RNA-VHC nao detectado, devem realizar novo exame

RNA-VHC ap6s o periodo de 6 meses, para que se confirme a auséncia da viremia.

Desta forma, para a resolu¢do das amostras com resultados de S/CO entre 1,11 e
6,99 por CMIA, seguindo o preconizado no Brasil pelo Ministério da Sadde e Sociedade
Brasileira de Hepatologia, seria necessdrio um maior investimento financeiro e uma maior

demanda de tempo para a obten¢do do diagndstico laboratorial final.

No atual contexto nacional e mundial, em que a hepatite C se apresenta como
grave problema de saide publica, sabendo do grande nimero de resultados falso-positivos
gerados pelos métodos de triagem, bem como do alto custo dos testes moleculares
confirmatorios, os dados apresentados por este trabalho sugerem que, frente ao algoritmo
apresentado pelo Ministério da Satide para a investigacao laboratorial da doenca, os resultados
reagentes pelos métodos de triagem, com valores proximos ao limiar de reatividade, deveriam
ser avaliados de maneira distinta dos resultados reagentes com maiores valores em relacao ao
limiar, j& que no presente estudo, apenas 1,79% dessas amostras teve sua reatividade
confirmada por método molecular. Esse fato mostra que 98,21% dessas amostras
apresentaram resultados falso-positivos pelo método imunoldgico de triagem ou clareamento
do virus, tornando o RNA indetectdvel na circulagdo, portanto, pode-se dizer que houve um
gasto elevado e desnecessdrio com o acompanhamento destes pacientes através de métodos

moleculares.

Desta forma, alternativas na investigacdo laboratorial deste tipo de amostra devem

ser propostas a fim de acelerar o processo diagndstico, minimizando a expectativa do
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paciente, ou doador, bem como reduzindo o investimento financeiro para a resolucdo destes

Casos.

Neste sentido, este estudo pode ser ampliado testando as referidas amostras com a
metodologia imunoblot com a finalidade de verificar sua eficiéncia como exame

complementar aos ensaios imunoldgicos de triagem, antecedendo os testes moleculares.

Imunoblots sdo técnicas para deteccdo de anticorpos contra diferentes proteinas
codificadas pelo VHC e tém sido amplamente utilizadas nos udltimos anos, pela sua boa

sensibilidade e especificidade (Chiron Corporation, 1993 e Flores, 2009).

Estudos mostraram que este método foi capaz de identificar grande porcentagem
dos resultados falso-positivos pelos métodos imunoldgicos de triagem, reduzindo o nimero de
amostras encaminhadas a servico especializado para a realizacdio do teste molecular,
conduzindo a um diagndstico mais rdpido e menos dispendioso financeiramente (Dufour et

al., 2003; Barreto et al., 2008).

A utilizacdo deste teste também possibilitaria a distin¢do entre resultados falso-
positivos e pacientes com clareamento viral, pois, por ter como alvo regides protéicas virais,

este teste também se mostra positivo mesmo quando o0 RNA do VHC € ndo detectado.
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