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RESUMO

O virus da hepatite C € uma das principais causas de doenca hepatica crbnica, sendo
considerado um dos maiores problemas de saude publica no mundo. Em geral, pode-
se dizer que na ultima década houve grandes avangos no diagnostico da hepatite C.
Nesse periodo houve progressiva melhora na sensibilidade e especificidade dos
testes imunoenzimaticos utilizados para detecgao de anticorpos contra o HCV. Desde
1993, os imunoensaios de fluxo lateral, comumente chamados de testes rapidos, vém
sendo utilizados no Brasil, como uma alternativa diagnostica para diversas doencas.
Com o avanco das tecnologias de desenvolvimento e producéo, os testes rapidos
revelaram-se eficientes na investigacdo de doencas infectocontagiosas. Desde 2005,
a utilizacdo dos testes rapidos permite atender a crescente demanda pelo diagndstico
de doencas relevantes a saude publica, visto que sua utilizagdo aumenta a agilidade
da resposta aos individuos e permite seu rapido encaminhamento para assisténcia
meédica e inicio de tratamento. O presente estudo visa a avaliagdo do desempenho de
um teste imunocromatografico de fluxo lateral para a detecgéo de anticorpos anti-HCV
com o objetivo de ampliar o numero de opgdes de testes disponiveis no territério
nacional e garantir a confiabilidade destes testes utilizados como diagndstico no
Brasil. Ao final do estudo, o imunoteste apresentou sensibilidade diagndstica de
95,4% e especificidade de 99,6%, sendo considerado satisfatério para um teste inicial,

mas necessitando de ajustes e validagbes posteriores.

Palavras-chave: Hepatite C; Diagndstico; Imunocromatografia; Validacao.



ABSTRACT

The hepatitis C virus is one of the major causes of chronic liver disease and is
considered one of the biggest public health problems in the world. In general, it can be
said that in the last decade there have been great advances in the diagnosis of
hepatitis C. During this period there was a progressive improvement in the sensitivity
and specificity of the immunoenzymatic tests used to detect antibodies against HCV.
Since 1993, lateral flow immunoassays, commonly called point-of-care tests, have
been used in Brazil as a diagnostic alternative for various diseases. With the
advancement of development and production technologies, point-of-care tests proved
to be efficient in the investigation of infectious-contagious diseases. Since 2005, the
use of point-of-care tests has been able to meet the growing demand for the diagnosis
of diseases that are relevant to public health, since their use increases the agility of
response to individuals and allows them to be quickly referred for medical care and
treatment. The present study aims at evaluating the performance of a lateral flow
immunochromatographic test for the detection of anti-HCV antibodies with the aim of
increasing the number of test options available in the national territory and
guaranteeing the reliability of these tests used as diagnosis in Brazil. At the end of the
study, the immunoassay presented diagnostic sensitivity of 95.4% and specificity of
99.6%, being considered satisfactory for an initial test, but requiring adjustments and

later validations.

Keywords: Hepatitis C; Diagnosis; Immunochromatography; Validation.
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1. INTRODUGAO
1.1. HEPATITE C

1.1.1. HISTORICO

A histéria do virus da hepatite C (HCV) foi caracterizada por descobertas,
desafios, oportunidades e dificuldades. Surtos de ictericia na populagao chinesa foram
relatados ha mais de cinco mil anos e na Babilénia ha mais de 2500 anos. No século
IV a.C, Hipécrates também relatou quadros de ictericia epidémica sugerindo causa
provavelmente infecciosa e que o 6rgao afetado seria o figado (ANSALDI et al, 2014;
FONSECA, 2010). Quadros de ictericia epidémica ocorreram por seéculos,
principalmente nos periodos de guerra e catastrofes humanas, quando ocorria piora
das condi¢gdes socio higiénicas locais originando as definicbes de "ictericia de

campanha" e de “doenca do soldado” (http://sbhepatologia.org.br/).

Somente no século XVIII, Bianchi JB introduziu o termo hepatite pela primeira
vez por meio da publicacdo do trabalho cientifico classico denominado Histéria

hepatica sem Thoria et praxis omnius morborum hepatitis et bilis (FONSECA, 2010).

No Brasil, em principio de 1940, ocorreram diversas mortes, no estado de
Espirito Santo, causadas por um surto de ictericia pés-vacinagao. Dois lotes da vacina
produzida com soro humano foram possivelmente os responsaveis pela infecgao
primaria. Nos Estados Unidos, foi relatado, em 1943, um surto de ictericia ocorrido
entre um a quatro meses apoés transfusdo de sangue ou plasma. Baseado em
diferengas epidemioldgicas, observadas entre hepatite infecciosa e ictericia por soro
homologo, foi por MacCallum (1947), o termo hepatite A e hepatite B na categoria
dessas duas entidades e aceito posteriormente pela Organizacao Mundial de Saude
(OMS).

Em 1977, o agente Delta foi descoberto, componente de virus que necessita
do virus da hepatite B para se multiplicar, agravando o quadro clinico do portador do
virus da hepatite B. Em 1988, foi identificado o virus da hepatite E, denominado néo
A e ndo B de transmissao oral fecal. Apesar da descoberta de todos estes agentes
continuavam a ocorrer casos de hepatites ndo A ndo B poés transfusionais sem
nenhum virus identificado. Nos primeiros anos da década de oitenta, foram realizados

estudos experimentais in vivo no Centro de Controle de Atlanta EUA a fim de descobrir


http://sbhepatologia.org.br/
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este agente infeccioso. A pesquisa revelou a presenca de um agente infeccioso com
60nm de didmetro, revestido de um envelope lipoprotéico, genoma constituido de
acido ribonucléico (RNA), classificado inicialmente como pertencente a familia
Togaviridae e transmissivel mediante sangue e hemoderivados. No momento da
descoberta, Daniel Bradley e colaboradores o denominaram de Agente de forma
tubular (FONSECA,2010; ANSALDI et al, 2014).

Somente em 1989, apOs seis anos de intensa investigacdo Qui-Lim-Choo,
George Kuo, Daniel Bradley e Michael Hougthon identificaram, por meio de clonagem
génica, o genoma do virus responsavel por 80 a 90% das hepatites pds-transfusionais
ndo A ndo B. Este agente infectante foi denominado como o virus da hepatite C (HCV).
No mesmo ano da descoberta deste agente infeccioso, George Kuo e colaboradores
iniciaram o desenvolvimento de um teste sorolégico para a deteccdo dos anticorpos

contra a infeccao pelo HCV (anti-HCV total) (http://sbhepatologia.org.br/).

As primeiras medidas para evitar a transmissdo de hepatites por injecao e
transfusdo de sangue foram tomadas. O decreto 12.479 de 18 de outubro, publicado
em 1978, definiu como obrigatério a realizacdo de sorologia para hepatite B, além de
sifilis e Chagas nos bancos de sangue. E, a partir da década de 90, com a
disponibilidade de testes comerciais para identificacdo do virus C, tornou-se
obrigatoria a inclusdo da triagem sorolégica também para este virus (ANSALDI et al,
2014).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Desde a descoberta do HCV por por Choo et al. em 1989, a hepatite C vem
sendo considerada como uma das principais causas de doenca hepatica crénica em
todo mundo, portanto uma rigorosa avaliagdo da distribuicdo global da infeccéo
tornou-se necessaria como medida de prevencdo e controle da doenca

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral ¢ ¢

oinfeccoes.pdf). Além disso, em consequéncia da falta de uma vacina contra hepatite

C ou alguma forma de profilaxia pos exposicao, tornou-se indispensavel uma correta
avaliacado epidemioldgica para o planejamento de agles preventivas primarias em
qualquer populacdo (MARTINS et al, 2011)


http://sbhepatologia.org.br/
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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Variagbes significativas no perfil epidemioldgico da infecgdo hepatite C pode
ser encontrada em todo o mundo, incluindo distintas regides geograficas (NAVEIRA
et al, 2014). Calcula-se que 130 a 170 milhdes de pessoas estédo infectadas com HCV,
com uma prevaléncia global estimada em 2% - 3%. Apesar de a hepatite C ser
considerada endemia mundial, a prevaléncia da hepatite C é caracterizada por um
elevado grau de variacdo geografica de sua distribuicdo, diferenca entre idades e
grupos de risco dentro de cada pais: isto pode ser parcialmente explicado pela
caracteristica da populacdo analisada e o modo de transmissao primario (MARTINS
et al, 2011; ANSALDI et al, 2014).

A prevaléncia da infeccdo pelo HCV é considerada baixa no Reino Unido,
Escandinavia, Américas, Europa Ocidental, Australia e Africa do Sul. Estima-se que
0,01 a 0,5% das pessoas estdo infectadas pelo HCV nessas regides. Prevaléncias
intermediarias sdo encontradas no Leste Europeu, Mediterraneo, Oriente Médio e
india. Outros paises com prevaléncia intermediaria incluem Brasil, Europa Oriental,
partes da Africa e Asia. (MARTINS et al, 2011). No Egito, o pais com a maior
prevaléncia de HCV (17 a 26%), ha evidéncias de uma distribuicdo da doenca
relacionada a faixa etaria: soroprevaléncia de HCV varia de 19% em individuos <18
anos para> 50% em individuos na faixa etaria de 30 anos. Neste pais a hepatite C é
endémica e os niveis de transmissédo do HCV séo elevados, principalmente devido a
inseguranca nos procedimentos meédicos e contatos domiciliares. O uso de
procedimentos de esterilizacdo inadequados durante a campanha de erradicacdo da
esquistossomose realizada no Egito a partir de de 1950 a 1980 levou a uma grande
transmissao de HCV entre pessoas vivas, mas a transfusao de sangue e reutilizacéo
de agulhas continuam a ser os principais fatores de risco de transmisséo do HCV
(MARTINS et al, 2011; ANSALDI et al, 2014).

O Brasil € um pais continental com grandes varia¢gdes demograficas, sociais e
culturais entre as suas diferentes regides. As taxas oficiais de incidéncia e de
prevaléncia sao obtidas pela vigilancia passiva de notificagcdo compulsoérias dos casos
de hepatites virais. Paralelamente a este sistema atual, os padrées epidemiologicos
da hepatite viral tém sido avaliados a partir de pesquisas realizadas em areas
geograficas restritas e grupos especiais de pessoas, como doadores de sangue,
voluntarios, HIV positivos, usuarios de drogas injetaveis e populagdes indigenas

(NAVEIRA et al, 2014). O Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria
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para hepatite C, porém, estudos de base populacional e com doadores de sangue
revelam prevaléncias inferiores as estimadas, colocando o Brasil como de baixa

endemicidade(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepa

tite viral c coinfeccoes.pdf).

Os dados de notificagcdo compulséria indicam um aumento na incidéncia de
hepatite C de 1999 a 2011, respectivamente, a partir de 0,1-6,1 por 100 000 pessoas.
De 2006 até 2012, a deteccdo do HCV permaneceu estavel entre 5,0 e 6,0 por 100
000 pessoas. Em 2010, 10,3% dos casos de hepatite C foram relatados no Sistema
de Informagéao para Notificagdo de Doengas (Sinan), como associados ao HIV / AIDS.
No que diz respeito a idade, a mais alta taxa de deteccdo de HCV e coinfec¢cao com
HIV por 100 000 pessoas foi observada na faixa etaria entre 40 e 44 anos (1,86),
seguido por faixa etaria 45 a 49 anos (1,65) e 35 a 39 anos (1,56). Em 2012, a
incidéncia de HCV mudou em todo o pais, com 1,7 no Norte, 1,5 no Nordeste, 2,5 no
Centro-Oeste, 8,5 no Sudeste, e 8,0 (por 100 000 pessoas) na regido Sul (NAVEIRA
et al, 2014; MARTINS et al, 2011).

Além disso, desde os anos 80, um aumento na taxa de mortalidade foi
observado devido a hepatite C. A partir de 1996, com a notificagdo do HCV, foi possivel
identificar taxas de mortalidade progressiva devido a hepatite C. Ataxa de mortalidade
devido a hepatite C aumentou de 0,14 mortes por 100 000 pessoas em 1996 para
0,73 em 2003. Observou-se um aumento em todas as 5 regides, € os mais afetados
eram pessoas entre 60 e 80 anos. Por volta de 2005, a taxa de mortalidade chegou a
1,01 por 100 000 pessoas, que se tornou estavel por até 2010.

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral ¢ co

infeccoes.pdf).

Uma pesquisa domiciliar foi realizada em todo o Brasil entre os moradores das
capitais e do Distrito Federal, e a soroprevaléncia de anti-HCV em todo o pais foi
estimada em 1,38%. A pobreza extrema, as idades mais elevadas, e o uso de drogas
injetaveis foram os fatores de risco prevalentes. A soroprevaléncia varia de acordo
com a regiao macro do Brasil, sendo tao baixo como 0,7% na regido Nordeste e 0,9%
no Distrito Federal, aumentando para 1,2% no Sul e 1,3% no Sudeste e Regides
Centro-Oeste, alcangando as taxas mais elevadas na regido Norte com uma
soroprevaléncia de 2,1%. (NAVEIRA et al, 2014).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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Além disso, os pacientes com hepatite viral B e C estdo em maior risco de
desenvolver de cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. No Brasil, 31% de cirrose
e 64% de carcinoma hepatocelular sao atribuiveis a hepatite viral. O virus da hepatite
C é a causa de 23% das cirroses e 21% dos carcinomas hepatocelular. Entre 1980 e
2010, houve 139 530 mortes relacionadas a cancer das vias biliares intra-hepatica,
dos quais 21% especificamente relacionada com carcinoma hepatocelular. Por volta
de 2010, representava 4,3% das mortes entre todos tipos de neoplasias malignas e a
sétima causa de morte por cancer entre as mulheres e o sexto lugar entre os homens

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral ¢ co

infeccoes.pdf). Apesar do aumento do numero de casos confirmados, ha baixa

notificagdo ainda e o numero de pessoas em tratamento estd aumentando no Brasil,
0 que reforca a necessidade de discussao e implementagdo de estratégias para

aumentar a qualificagao e notificacdo dos estados e municipios (NAVEIRA et al, 2014)

1.1.3. O AGENTE - CLASSIFICACAO E BIOLOGIA DO VIiRUS HCV

O HCV é um virus envelopado com um genoma de RNA de aproximadamente
9400 pb de comprimento, que codificam um grande polipeptideo percursor com cerca
de 3.000 aminoacidos. O HCV é uma particula esférica de 30-60 nm de diametro
constituida por um envdlucro no interior do qual esta o genoma viral (AUGUSTO, et
al). E classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus embora sua organizagao
do genoma seja distinta dos membros originais da familia. O HCV é um tanto incomum
para um virus de RNA por ser capaz de estabelecer infecgdes persistentes na maioria
dos individuos expostos (SIMMONDS et al, 2004). O processo de replicagdo do HCV
ocorre no citoplasma do hepatdcito e ndo é diretamente citopatico. Sua taxa de
replicacdo pode ser bastante elevada, variando entre 10" a 10" virions por dia, com
meia-vida viral estimada de 2 a 3 horas. Aproximadamente 1012 particulas virais sao
geradas diariamente em pacientes conicamente infectados com HCV.

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral ¢ co

infeccoes.pdf; CHAN, 2014).

O genoma do HCV possui uma unica regiao de leitura aberta continua de cerca

de 9024-9111 nucleotideos dependendo do gendtipo. Esta regido é flanqueada por


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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regides nao traduzidas. Na extremidade aminoterminal do genoma (extremidade 5')
existe uma regido ndo codificada de 324 nucleotideos precedendo a sequéncia
codificada. Esta regiao é, aparentemente, a regiao mais conservada do genoma viral
e pensa-se que tem um papel muito importante na replicagao do virus. Na extremidade
carboxi-terminal (extremidade 3') existe, igualmente, uma regido nao transcrita
(AUGUSTO et al; CHAN, 2014).

Aregiao de leitura aberta do HCV codifica uma unica poliproteina que é clivada
por proteases do hospedeiro e virais em 10 proteinas virais individuais: trés proteinas
estruturais (core, E1e E2) e sete ndo-estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
e NS5B) (CHAN, 2014; SIMMONDS et al, 2004). Essas proteinas diferem nas suas
fungdes no ciclo celular do virus: a proteina do core constitui 0 nucleocapsideo com
varias funcionalidades envolvendo a ligagcao ao RNA, a modulagao da resposta imune,
sinalizagao célular, potencial oncogénico e autofagia (CHAN, 2014); E1 e E2 séo
glicoproteinas que formam o envelope funcional que facilita a entrada e fusdo do virus
nas células do hospedeiro induzindo a ploriferagcado de anticorpos neutralizantes; as
proteinas nao estruturais sdo necessarias para a replicagdo e empacotamento do
genoma viral visto que apresentam varias atividades envolvidas na tradugdo do RNA,
processamento pos-tradugéo, replicagdo do HCV, montagem e liberagao de particulas
infecciosas e propagacao viral ( ANSALDI et al, 2014; KAMILI et al, 2012; GIANNINI
et al, 2003).

Devido a alta propensao de erros da RNA polimerase do o virus, infecgdes por
HCV apresentam grande diversidade genética permitindo uma rapida adaptagéo de
resposta a anticorpos, resposta imune celular e resisténcia a drogas antivirais
Sequéncias virais relacionadas foram identificadas em caes, cavalos, roedores e
morcegos. Esta grande diversidade genética é em parte explicada pela longa
associacao evolutiva entre o virus e os seres humanos (CHAN, 2014; WEBSTER et
al, 2015).

Com base na heterogeneidade da sequéncia gendmica, o HCV é classificado
em seis principais genotipos (designados de 1 a 6) e mais de 50 subtipos
denominados com letras (ex 1a, 1b, 2a, 2b). As sequéncias nucleotidicas dos
gendtipos dos virus individuais diferem aproximadamente 31-34%, e cerca de 20-23%,

no grupo de subtipos. Os gendtipos tém distribuicdo mundial: os gendtipos 1, 2,4 e 5
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s&o endémicos na Africa, enquanto os 3 e 6 evoluiram em Asia (CZEPIEL et al, 2008;
WEBSTER et al, 2015).

Os gendtipos 1a e 1b s&o os mais comuns, representando 60% das infec¢des
no mundo. No Brasil, sdo encontrados, principalmente, os gendtipos 1a, 1b, 2a, 2b e
3, com predominancia do gendtipo 1 sobre gendtipos ndo-1, com distribuicdo de 60%
e 40%, Entre os portadores diagnosticados no Brasil que apresentam o genétipo 1,
aproximadamente em 25% ¢é observado o genétipo 3 e 5% sao diagnosticados com o
gendtipo 2. Um estudo realizado em 2002 na regiao Sul encontrou prevaléncia
semelhante entre gendtipos 1 e 3. As frequentes mutagdes do HCV e os numerosos
subtipos virais sdo alguns dos obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina

eficaz(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral

c_coinfeccoes.pdf).

1.1.4. TRANSMISSAO, FATORES DE RISCO E ASPECTOS CLINICOS

O virus da hepatite C é transmitido, principalmente, por via sanguinea,
bastando uma pequena quantidade de sangue contaminado para transmiti-lo. Existem
aproximadamente 10° a 107 particulas virais em 1 ml de sangue de um paciente
infectado com a forma crénica da doenca, e até 10° / mL em cerca de 15% dos
pacientes. A quantidade do virus nos fluidos e tecidos do corpo é muito menor
(CZEPIEL et al, 2008).

Dentre as possiveis vias de contaminacdo destacam-se as transfusdes
sanguineas, hemodialise, contaminagcdo por agulhas, seringas e materiais
intravenosos. O potencial infeccioso por via sexual ndo € alto e a transmissao vertical

também é considerada pouco comum (CORREA et al, 2008).

Grupos populacionais de risco para a infecgao pelo HCV incluem usuarios de
drogas intravenosa que realizam compartilhamento de agulhas, criangas nascidas de
maes infectadas pelo HCV, pacientes submetidos a hemodialise e os individuos que
receberam transfusdes de sangue ou transplantes de 6rgaos antes da implementacao
dos rigorosos protocolos de triagem (antes de 1993) (MUKHERJEE et al, 2015). Os
fatores que aumentam a progressao da doencga incluem ingestao de alcool, infecgao
adquirida em idade avancada, obesidade, co-infeccbes com o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) ou virus da hepatite B (HBV), sexo masculino,


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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esteatose hepatica, resisténcia insulinica e atividade necroinflamatoria na primeira
bidpsia hepatica (POPESCU et al, 2014).

O paciente infectado por HCV tem um risco maior de co-infecgao pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e, tendo em vista as formas similares de transmisséo,
frequentemente ndo se identifica a co-infeccdo. Apesar de ambos os virus serem
transmitidos por sangue contaminado, o HCV apresenta 10 vezes mais risco de ser
transmitido em acidente de puncéo do que o HIV e é adquirido mais facilmente por
usuarios de drogas injetaveis do que o HIV (MUKHERJEE et al, 2015).

Estima-se que 0,3% dos individuos expostos a agulhas contaminadas com
sangue HIV positivo serdo infectados, comparados com 2% a 8% dos expostos ao
HCV. A infeccao de HIV interfere e modifica a histéria natural de infecgao pelo HCV e
conduz a uma progressao mais acelerada da doencga, de cirrose, e hepatocarcinoma
do que aqueles infectados somente por HCV (CORREA, et al 2008; MUKHERJEE et
al, 2015).

O RNA do virus da hepatite C torna-se detectavel no periodo de 7 a 21 dias
apds a transmissao viral. No entanto, periodos de incubagdo mais longos podem
ocorrer, especialmente em casos onde apenas pequenas quantidades de cargas virais
foram transmitidas. Portanto a duragdo do periodo de incubacdo pode variar entre
diferentes vias de transmissdao (MAASOUMY et al, 2012).

Conforme Maasoumy et al (2012), o virus da hepatite C pode causar trés tipos
de doengas: hepatite aguda, com resolugao da infec¢ao e recuperagao em 20% dos
casos; infeccao crénica persistente, com 80% de possibilidade de progressao para
doenga em uma fase posterior da vida; e progressao rapida para cirrose em 20% dos
pacientes. Para os doentes que desenvolvem cirrose, o risco de carcinoma
hepatocelular é de cerca de 1-4% ao ano. Sem tratamento antiviral ou transplante de
figado, a deterioragdo hepatica pode ocorrer, conduzindo ao estagio final da doenga
hepatica e a morte (POPESCU et al, 2014)

Na forma aguda, a infecgdo pelo HCV apresenta uma resposta inflamatoria
pouco intensa, e, em geral, os sintomas sao brandos. Na maioria dos casos (> 80%),
a doenga inicial é assintomatica e anictérica. Em apenas 20% dos pacientes
sintomaticos, os sinais ou sintomas podem aparecer cerca de 6 a 12 semanas apos a

exposi¢cao do HCV precedendo a soroconversdo. Dentre esses sintomas destacam-
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se desconforto estomacal, as vezes, sintomas do tipo gripal, mialgia e febre baixa.
Ictericia e aumento do figado s&o raros e ocorrem em aproximadamente s dos
pacientes. A atividade da alanina aminotransferase (ALT) sérica comega a aumentar
2 a 8 semanas apo0s exposicao, traduzindo necrose do hepatdcito, pode apresentar
um valor 10 vezes o normal. Na hepatite C aguda autolimitada, que ocorre em 15 a
25% dos casos, os sintomas podem persistir durante semanas e diminuem com o
declinio da ALT e dos niveis de HCV-RNA, ndo sendo mais detectados 6 meses apos
o inicio da infecgédo (CZEPIEL et al, 2008).

Em apenas 20 a 25% dos casos ocorre a eliminagdo do HCV de forma
espontanea apos a infecgdo aguda. Fatores genéticos, idade abaixo de 40 anos, sexo
feminino e aparecimento de ictericia sdo alguns fatores do hospedeiro que tém sido
associados a eliminagao do virus espontaneamente A hepatite C fulminante é
raramente relatada em uma fase aguda. Na auséncia de tratamento, 70-80% dos
doentes evoluem para a fase cronica da doenca. Em média 20% podem evoluir para
a cirrose e posteriormente carcinoma hepatocelular. Habitualmente, a hepatite C é
identificada nesta fase. A hepatite C crénica é definida pela persisténcia do RNA do
HCV viral durante seis meses depois da transmissdao (MAASOUMY et al, 2012).

No curso do tempo da hepatite crénica permanente, sao desenvolvidos danos
graduais no figado. Basicamente, a maioria dos individuos com hepatite cronica sao
assintomaticos durante muito tempo. Nos casos mais graves, ocorre progressao para
cirrose e descompensacao hepatica, caracterizada por alteragbes sistémicas e
hipertensao portal cursando com ascite, varizes esofagicas e encefalopatia hepatica.

Dispepsia ou coceira aparecem raramente.

Niveis séricos de Alanina transaminase sdo normais ou ligeiramente elevados.
Raramente gama glutamil transpeptidase no soro, niveis de fosfatase alcalina e
bilirrubina sao ligeiramente aumentados. Depois de 20 anos, 20% dos pacientes irdo
apresentar complicagdes e os sintomas tipicos de cirrose hepatica (CZEPIEL et al,

2008;http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral

c_coinfeccoes.pdf).

Os indicios que apontam a associacdo da cronificacdo da doencga pelo HCV
com o desenvolvimento da cirrose e carninoma herpatocelular fortalecem a

necessidade da identificacdo precoce da doencga e do tratamento dos pacientes com


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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risco para complicagbes relacionadas ao HCV, a fim de diminuir a morbidade e

mortalidade.

1.1.5. DIAGNOSTICO

O diagnostico de HCV, a selecao e monitorizagao do tratamento envolvem uma
variedade de e métodos diagndéstico. O CDC recomenda o rastreamento periédico de
HCV para todas as pessoas em grupos de alto risco. Desde 1989, com o
desenvolvimento dos primeiros testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos contra
o HCV (KUO et al. 1989), houve uma busca no aperfeicoamento de técnicas visando
o diagnéstico correto da hepatite C. Esse conjunto de ferramentas virolégicas incluem
0s ensaios sorologicos, que sdo capazes de detectar os anticorpos anti-HCV e
detectar/quantificar o antigeno do core. A introdugdo de testes para a detecgao de
anticorpos anti-HCV foi um marco na medicina, uma vez que transmissdo de HCV
associada a transfusao reduziu drasticamente. O teste anti-HCV é recomendado como

0 primeiro passo de triagem da infeccdo (MAASOUMY et al, 2012).

O diagnéstico da hepatite C também pode ser realizado por ensaios baseados
em biologia molecular, que sdo usados para detectar e quantificar o RNA viral, bem
como para determinar os genoétipos do HCV. As técnicas de biologia molecular séo
consideradas padrao ouro no diagnéstico da infecgao pelo HCV, por serem capazes
de detectar, quantificar e caracterizar o RNA viral, sendo importantes na definicdo e
monitoramento do tratamento da infeccao pelo HCV. Elas incluem os métodos de

amplificagdo do RNA e de sequenciamento, além de outras técnicas (SILVA, 2014).

Desde a década de 90, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) é o teste soroldgico
rotineiramente mais utilizado no diagnéstico da hepatite C, visando a deteccao de
anticorpos anti-HCV contra antigenos especificos. No decorrer dos anos, foram
desenvolvidas trés geragcbes de testes, utilizando proteinas recombinantes ou
peptideos sintéticos na captura de anticorpos anti-HCV. Apesar da excelente
sensibilidade e especificidade apresentada pelos imunoensaios enzimaticos de
terceira geragao para a detecgédo de anti-HCV, o tempo de liberagdo dos resultados
do teste é de pelo menos 1 dia, dificultando a entrega dos resultados de individuos
testados na primeira consulta. (KAMILI et al, 2012).

Os testes tipo immunoblot surgiram para confirmar a positividade para anti-HCV

no teste de ELISA, sobretudo devido aos resultados falso-positivos. Para tanto,
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apresentam alta especificidade, apesar de sensibilidade mais baixa. Dentre os testes
confirmatdrios mais utilizados, estdo o RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e o LIA
(Line Immuno Assay). Esses testes visam identificar anticorpos para antigenos
recombinantes individuais ou peptideos sintéticos do HCV. Devido ao seu custo
elevado, a sensibilidade do ELISA de terceira geracdo e os ensaios moleculares
serem considerados padrao-ouro, os testes tipo immunoblot sao pouco utilizados
rotineiramente (SILVA, 2014).

Recentemente, ensaios imunocromatograficos rapidos para a deteccdo de
anticorpos anti-HCV, com base em antigenos recombinantes do core, NS3, NS4 e
NS5, foram avaliados e mostraram possuir > 99% de especificidade e sensibilidade
gue varia entre 86% a 99%. Atualmente, o CDC recomenda o0 uso de um teste de
triagem aprovado, ou um ensaio imunoenzimatico ou um teste rapido, e o uso de um
outro ensaio para confirmar um resultado positivo como um verdadeiro um positivo
(ANSALDI et al, 2014).

1.2. TESTE RAPIDOS ANTI-HCV (POINT-OF-CARE)

1.2.1. ASPECTOS GERAIS

Os testes rapidos disponiveis para a detecgao de anticorpos anti-HCV também
sdo baseados em antigenos recombinantes derivados de proteinas do core, NS3, NS4
e NS5 e exibem especificidade e sensibilidade comparavel aos imunoensaios
enzimaticos convencionais. Estes testes geram resultados dentro de uma hora e,
portanto, podem ser usados para testes de “point- of- care”. Além disso, ndo exigem
instrumentacdo complicada para realizagdo, refrigeragdo ou pessoal técnico
qualificado (KAMILI et al. 2012).

Testes de “Point-of-care” (POCT) sao definidos como exames médicos
realizados no ou perto do local de atendimento ao paciente. Isso aumenta a
probabilidade de que o paciente, o médico e a equipe de atendimento recebam os
resultados com maior rapidez, permitindo que decisbes de gestdo clinica sejam
realizadas de forma imediata. Para ser util e assegurar qualidade, um teste rapido
ideal de POCT deve atender aos critérios “ASSURED” da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), que sao as seguintes: acessibilidade, sensibilidade, especificidade,

simplicidade na realizagdo (poucos passos, sem necessidade de treinamento),
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robusto e rapido (menos de 30 minutos), livre de equipamento para a realizagéo e

disponibilidade para aqueles que necessitam do teste (ROZAND et al, 2014).

Atualmente, quando um novo método baseado em fluxo lateral é apresentado,
o desempenho do novo sistema é muitas vezes referenciado com o desempenho de
imunoensaios enzimaticos. (Geertruida, TP 2009). O CDC avaliou trés testes rapidos
para deteccdo de IgG anti-HCV (Orasure, Chembio e Medmira). Os mesmos
demonstraram elevada especificidade > 99%, e sensibilidade que varia entre 86% a
99%, comprovando a equivaléncias destes parametros de validagdo com os
imunoensaios enzimaticos convencionais. O teste rapido OraQuick HCV™ (Orasure)
para a detecgao de anticorpos anti-HCV IgG foi recentemente aprovado pela FDA para
utilizacdo de sangue total pela pontada no dedo, de individuos com idade =15 anos,
de pessoas com sinais e sintomas da hepatite e em risco de infecgcdo com o HCV. O
teste tem o potencial para ser utilizado mais amplamente em consultérios médicos,

clinicas comunitarias e organizagdes de base comunitaria (KAMILI et al, 2012).

Desde 1993, os testes rapidos vém sendo utilizados no Brasil, como uma
alternativa para atender as necessidades populacionais em face das dificuldades
geograficas, realidades epidemiologicas e condi¢cdes de acesso aos servigos de saude

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos diretrizes hepatite viral ¢ co

infeccoes.pdf). A empresa nacional WAMA Diagnédstica produziu um Kit para

determinacao qualitativa do anticorpo anti-HCV (Imuno-Rapido HCV™), por método
imunocromatografico utilizando antigenos recombinantes imobilizados na membrana
para identificagédo seletiva de anti-HCV em amostras de soro ou sangue total. Foram
testados neste estudo, 127 amostras reagentes e 777 amostras nao reagentes para
anti-HCV, apresentando 1 resultado falso positivo. A sensibilidade e especificidade
final do teste foram, respectivamente, 100% e 99,8% (WAMA DIAGNOSTICA, 2013).

1.2.2. IMUNOCROMATOGRAFIA

Os testes rapidos baseiam-se no principio de imunoensaio de fluxo
lateral/imunocromatografia. Ensaios de fluxo lateral s&o tiras pré-fabricadas de um
material suporte contendo reagentes secos que sao ativados através da aplicagao do
fluido de amostra. Um marco neste campo foi a comercializacdo de um teste de
gravidez em papel, o que pode ser considerado um dos os testes mais frequentemente
utilizados de “point-of- care” (ROZAND et al, 2014; GEERTRUIDA et al, 2009).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolos_diretrizes_hepatite_viral_c_coinfeccoes.pdf
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O Formato dos imunoensaios imunocromatograficos de fluxo lateral permitem
movimento de uma amostra de liquido, ou o seu extrato contendo o analito de
interesse, ao longo de uma tira de material polimérico passando assim por varias
zonas onde ocorre interagdes especificas com o analito. Um formato tipico de fluxo
lateral consiste numa camada de superficie para transportar uma amostra a partir da
area absorvente de aplicagdo da amostra seguindo da interagdo com o conjugado que
migra ao longo da tira encontrando a zona de detecgédo. As membranas sao muitas
vezes finas e frageis, de modo que € ligado a uma camada de base de plastico ou de
nylon para permitir o corte e manuseamento. Além disso, para deixa-las mais sélidas,
as tiras sdo alojadas num suporte de plastico (cassete), onde apenas janela de
aplicagdo da amostra e uma janela de leitura estdo expostas. Tiras de membrana
atuais sao produzidos a partir de nitrocelulose, nylon, polietersulfona, polietileno ou
silica fundida (PAROLOA et al, 2013; NERY et al, 2013).

Em uma extremidade da tira € composta por um material para aplicacdo da
amostra que é geralmente feito de celulose ou silica reticulada. Préximo a esta area
ha a zona de liberagao de conjugado, feita de silica reticulada. O analito marcado ou
elemento de reconhecimento sdo secos sobre esta area e depois da adigdo da
amostra, este material ira interagir com o fluxo de fluido; interagdes especificas irdo

continuar durante o processo de cromatografia (NERY et al, 2013).

O formato de imunoensaio de fluxo lateral € comparavel ao do ensaio
imunoenzimatico, apesar de nao substitui-lo. Os primeiros estudos de fluxo lateral
utilizavam os mesmos componentes dos imunoensaios enzimaticos, porém a fase
sélida de imobilizagdo do anticorpo ou antigeno é uma tira de papel para
cromatografia. Ao fazer isso, a vantagem pode ser obtida pela associacao do principio
cromatografico ao sistema de reconhecimento imunolégico (GEERTRUIDA et al.,
2009).

As primeiras marcacgoes utilizadas nos testes rapidos foram enzimas usadas
nos ensaios imunoenzimaticos, mas a substituicdo por marcagdo com particulas
apresentou um melhor resultado. A maioria dos testes rapidos de formato de fluxo
lateral comerciais disponiveis (cerca de 94%) usam particulas de ouro coloidal (cor
vermelho-rosa) para a marcagao, enquanto o restante utiliza particulas de latex
coloridas. As principais vantagens da conjugagdo com particulas de ouro sao
estabilidade, facilidade de utilizagdo e otimizacdo do reconhecimento antigeno-
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anticorpo devido a superficie da particula, 0 que aumenta os sinais de imunoensaio e
permite um fluxo regular através da membrana (KARAKUS et al, 2013; GEERTRUIDA
et al, 2009).

1.2.3. FK BIOTECNOLOGIA

A FK Biotecnologia S.A é uma empresa nacional de base biotecnologica,
fundada em 1999, atuando em pesquisa, desenvolvimento e inovagao com foco na
area de imunodiagnéstico humano, vacinas terapéuticas anticancer e
nanobiotecnologia. Vinculada ao Programa INOVAR da FINEP, a empresa atua como
parceiro e colaborador de instituicdes como Instituto Nacional de Nanobiotecnologia
(UnB), Instituto Nacional de Pesquisa Translacional em Medicina (UFRGS) e Projeto
CABBIO (Centro Argentina-Brasil de Biotecnologia), via CNPg. A empresa € parceira
do Laboratoério de Pesquisa em Imunodiagnostico da PUCRS (LID-PUCRS).

Além da linha de produtos ja desenvolvidos, a empresa investe mais de
60% de seu orgamento anual em atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovagao
para produtos de alto valor agregado. O dominio da tecnologia que envolve o
desenvolvimento, producdo e manutengdo de hibridomas é um dos pilares

tecnologicos da FK Biotecnologia.

1.2.4. LABORATORIO DE PESQUISA EM IMUNODIAGNOSTICO

Em 2009 foi inaugurado o Laboratério de Pesquisa em Imunodiagnéstico da
PUCRS (LID) que tem como missao o desenvolvimento de testes de base imunoldgica
com tecnologia nacional. O projeto de criagao do LID teve apoio financeiro da FINEP
e da empresa parceira FK, além do apoio da propria Instituicdo. Os testes
desenvolvidos no LID sio para a pesquisa de anticorpos contra o virus da hepatite C,
anticorpos e antigeno de hepatite B, e testes de terceira e quarta geragdes para
pesquisa de anti-HIV I/ll. Atualmente, a empresa FK Biotecnologia desenvolve testes
rapidos para diagnostico de agentes causadores de DST e testes rapidos para
deteccao de B-HCG.
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2. JUSTIFICATIVA

Para rastreio da infecgao por HCV um imunoensaio de formato de fluxo lateral
de triagem para detectar anticorpos contra o virus pode ser utilizado, comparavel ao
de ensaio imunoenzimatico quanto a sensibilidade e especificidade. Em geral, os
testes de fluxo lateral apresentam vantagens como: rapidez de resultado (2-5 min),
facilidade de uso, baixo custo, portatil e altamente sensivel e especifico. Estes testes
nao necessitam de equipamento complicado e conhecimentos técnicos, que sao
parametros criticos para “point-of-care”. Recentemente, a empresa FK biotecnologia
padronizou um ensaio imunocromatografico que foi programado para detectar
qualitativamente anticorpos anti-HCV em sangue total/soro. Buscando expandir
nacionalmente a aplicagdo do teste rapido como ferramenta de diagnéstico para a
infeccdo pelo HCV, devido as vantagens apresentadas por este sistema de
imunocromatografia de fluxo lateral, sua utilizagao otimizara o diagnéstico precoce e
subsequente encaminhamento dos individuos infectados para acompanhamento

clinico e eventual tratamento no Sistema Unico de Saude (SUS).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a performance do imunoensaio de fluxo lateral previamente padronizado
para a deteccdo de anticorpos da hepatite C (anti-HCV) utilizando protocolo de
validacéo padrédo estabelecido no laboratorio; e comparar o desempenho frente ao Kit

imunoenzimatico anti-HCV validado no LID.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Avaliar o comportamento do teste para detecgdo de anticorpos
especificos contra HCV frente a amostras que tiveram resultados positivos nos
respectivos testes considerados como referéncia e as que apresentaram resultados
negativos para HCV com o objetivo de estimar a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia, indice kappa, repetitividade e

reprodutibilidade do referido ensaio;

3.2.2. Avaliar o comportamento do teste para detecgdo de anticorpos

especificos contra HCV frente a amostras de painéis de soroconversao.

3.2.3. Avaliar a existéncia de reagdo cruzada com amostras sorolégicas com
resultados positivos para os marcadores de outras infecgbes (Hepatite B e HIV), fator
reumatoide e anti-nucleo, que tiveram resultados negativos para HCV com respectivos

ELISA's imunoenzimaticos.

3.2.4. Realizacdo de ensaios de estabilidade a temperatura ambiente para

determinar o prazo de validade do teste.
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4. METODOLOGIA

4.1. TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO ANTI-HCV
A tira teste (membrana de nitrocelulose) contém uma mistura de proteinas
recombinantes do HCV: core, NS3, NS4 e NS5 previamente padronizada. Consiste de

quatro se¢des, como demonstrado na figura 1:
1. Area de amostra (celulose), onde é aplicada a amostra.

2. A Area intermediaria (fibra de vidro), contém o conjugado, que é composto

de ouro coloidal ligados a anticorpos anti-IgG (anticorpo);

3. A Area de teste, contém os antigenos fixados @ membrana de nitrocelulose,

onde se |é o resultado da amostra testada; e

4. Area de controle, é o local de controle da reacéo que permite a validacéo da

reagao, contém anticorpo (IgG).

1
Orificio para amostra 3

Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura de um dispositivo de imunocromatografia de fluxo
lateral. Fonte: Adaptado do manual do teste rapido Millipore.
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Para alcangar uma melhor rigidez, antes de iniciar os ensaios de validagao, a
tira teste foi laminada sobre uma folha de plastico para permitir o corte e
manuseamento. Sua apresentagao final € em cassete deixando expostas somente a

area de aplicacao da amostra de leitura.

Primeiramente 50uL de amostra ndo diluida € colocada no local indicado na
membrana (area A). Incuba-se durante 10 minutos. Como demostrado na figura 2, os
anticorpos presentes na amostra ligam-se ao conjugado ouro coloidal que flui pela
membrana da placa-teste, no caso de amostra reagente ocorre a ligacdo aos
antigenos do HCV imobilizados na area da reagéo positiva (T), determinando o
surgimento de uma banda colorida. Na auséncia de anti-HCV ndo havera o
aparecimento da banda colorida na area T. A mistura da reagao continua a fluir pela
membrana atingindo a area controle (C). O conjugado néo ligado ao antigeno une-se
a anticorpo IgG desta area produzindo uma banda colorida rosa clara, demonstrando
que os reagentes estao funcionando corretamente. Caso ndo ocorra o aparecimento

desta linha controle, o ensaio é considerado invalido e entdo deve ser repetido.

Teste Controle
> /
Amostra :
Anti-1gG Mistura de 12G humano
marcada com antigenos ca
ouro coloidal hepatite C

o ) = ' -~ o >
L A o
V S0 &9 ¢

Figura 2. Principio do teste imunocromatogréfico de fluxo lateral anti-HCV. A) Resultado Anti-HCV
reagente; B) Resultado Anti-HCV nao reagente. Fonte: O autor, 2016.




19

4.2. AMOSTRAS

As amostras de soro neste estudo foram provenientes do biorrepositério do LID,
aprovado pelo CEP-PUCRS (protocolo n°® 10/0497. As amostras estao catalogadas
em um software personalizado e armazenadas a -80°C. As amostras Anti-HCV
reagentes e nao reagentes provenientes do biorrepositorio foram testadas
previamente no imunoensaio quimioluminescente Ortho Vitros anti-HCV 3.0 (Ortho-
Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson, United Kingdom) ™. Apds testagem no teste
rapido do estudo, as amostras com resultado discordante foram repetidas e re-
testadas em um kit comercial de referéncia anti-HCV ORTHO (Johnson & Johnson)
™ Também foram testadas amostras provenientes de dois painéis de soro conversao
(BBI Diagnostics™) e amostras sabidamente reagentes para anti-HVC do Programa
Nacional de Qualidade (PNCQ). Amostras contendo elevado grau de hemdlise ou
lipemia, com volume insuficiente ou sem valores fornecidos n&o foram utilizadas neste
estudo. Todos os posteriores ensaios utilizando as amostras, bem como os testes
rapidos, foram realizados nas dependéncias do LID-PUCRS. A repetitividade e
reprodutibilidade foram verificadas a partir de 1 amostra controle anti-HCV reagente e
1 amostra controle anti-HCV n&o reagente para cada parametro do teste. Estas
amostras foram testadas em 5 dias consecutivos (reprodutibilidade), e também cinco
vezes no mesmo dia (repetitividade). Os resultados para esses parametros sao
expressos em porcentagem (%) de resultados concordantes, tanto para

reprodutibilidade, quanto para repetitividade.

4.3. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

O estudo de sensibilidade e especificidade do teste imunocromatografico anti-
HCV desenvolvido foi realizado utilizando-se 1082 amostras, sendo 571 amostras
sabidamente reagentes e 511 sabidamente ndo reagentes para anti-HCV. As amostras
que apresentaram resultados falso-positivos ou falso negativos foram confirmadas no
Kit imunoenzimatico de referéncia anti-HCV ORTHO (Johnson & Johnson) ™.

De posse dos resultados no ensaio imunocromatografico dos soros listados na
Tabela 1, pode-se entdo determinar a quantidade de amostras que apresentaram
resultados Verdadeiramente Positivos(positivas no ensaio referéncia e positivas no
ensaio imunocromatografico) e Verdadeiramente Negativos (negativas no ensaio

referéncia e negativas no ensaio imunocromatografico), bem como as amostras Falso
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Positivas (negativas no ensaio referéncia e positivas no ensaio imunocromatografico)
e Falso Negativas (positivas no ensaio referéncia e negativas no ensaio

imunocromatografico).

Com esses resultados, pode-se entdo determinar os parametros Sensibilidade,
Especificidade, Valor Preditivo Positivo, Valor Preditivo Negativo e Acuracia do ensaio
imunocromatografico para detecgdo de anticorpo s Anti-HCV, e do ensaio como um

todo, através das seguintes formulas:
Sensibilidade = VP / VP + FN
Especificidade = VN / VN + FP

Valor Preditivo Positivo = VP / VP + FP
Valor Preditivo Negativo = VN / VN + FN
Acuracia=VP+VN/VP +VN+FP +FN
Onde:

VP-Verdadeiramente Positivo

VN —Verdadeiramente Negativo

FP —Falso Positivo

FN —Falso Negativo



21

Tabela 1. Amostras utilizadas para a determinacdo da sensibilidade e especificidade relativa do
ensaio imunocromatografico anti-HCV, com seu respectivo ensaio comercial imunoenzimatico
utilizado como referéncia, e seus parametros.

NUMERO DE SENSIBILIDADE/
AMOSTRAS E ENSAIO UTILIZADO COMO  ESPECIFICIDADE DO ENSAIO
STATUS REFERENCIA DE REFERENCIA
SOROLOGICO

571 amostras de soro
positivas para a
presenga de
anticorpos Anti-HCV

Ortho Vitros anti-HCV 3.0 100%/99,76%

511 amostras de soro
negativas para a
presenca de
anticorpos Anti-HCV
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4.4, DETERMINACAO DE REATIVIDADE CRUZADA

Os imunoensaios s&o passiveis de reatividade parcial inespecifica (reacdes
cruzadas) entre diferentes patdégenos. Por esta razdo, foram avaliadas possiveis
interferéncias de outros anticorpos. Foram testadas amostras de soro sabidamente
reagentes para anti-HIV e anti-HBc e amostras com presenga de auto anticorpos

(anticelulares e fator reumatoide).

4.5. VALIDACAO FRENTE A PAINEIS DE SOROCONVERSAO

Para avaliar o desempenho do imunoteste de fluxo lateral também foram
utilizados dois painéis de soroconversdo padrdo internacional SeraCare BBI
Diagnostics™: Anti-HCV Mixed Titer Performance Panel (PHV 207) ™ e Hepatitis C
Seroconversion Panel PHV 918 (M)™. O painel PHV 207™ contém um conjunto de
25 aliquotas de plasma néo diluidas variando de fracamente a fortemente reagentes
para anti-HCV. Foram incluidas como controle duas aliquotas que sdo negativas para
todos os métodos de triagem. O painel PHV 918 (M)™ contém 7 aliquotas de plasma
nao diluidas coletadas de um unico doador de sangue durante o periodo de

soroconversao.

4.6. DETERMINACAO DA ESTABILIDADE A TEMPERATURA AMBIENTE

Para avaliar a estabilidade a temperatura ambiente, tiras-testes em cassete
foram embaladas unitariamente em embalagem metalizada lacrada a vacuo, contendo
um agente dessecante (silica) e mantidas a temperatura ambiente (19 a 27°C) em
sala climatizada com temperatura controlada. O ensaio foi realizado no dia 0 e apés

90 dias utilizando controles reagentes e nao reagentes para anti-HCV.

4.7. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram inseridos em um arquivo do Excel e analisados usando o

programa JavaStat 2-way Contingency table analyses version 2..
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5. RESULTADOS

5.1. DESEMPENHO GERAL DO ENSAIO IMUNOCROMATOGRAFICO
ANTI-HCV

Foram testadas 571 amostras sabidamente reagentes e 511 amostras de soro
sabidamente n&o reagentes para anti-HCV. Os resultados discordantes foram
confirmados no teste imunoenzimatico de referéncia anti-HCV ORTHO (Johnson &
Johnson) ™. No total foram encontrados 28 resultados discordantes, sendo 26 falsos
negativos e 2 falsos positivos, como demonstrado na tabela 2. Com isso, como visto
na tabela 3, pode-se determinar uma sensibilidade de 95,4% (94,5-95,7),
especificidade de 99,6% (98,6-99,9), acuracia de 97,4% (96,5-97,7) e um indice kappa
de 0,94 (0,929-0,954) representando uma alta correlacdo entre o ensaio

imunocromatografico e os ensaios de referéncia (LANDIS &KOC, 1977).

O teste imunocromatografico também foi testado frente a 3 amostras
provenientes do Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) sabidamente
reagentes para anti-HCV, todas as amostras confirmaram o resultado comprovando a

sensibilidade imunoteste do estudo.
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Tabela 2. Resultadas dos testes confirmatdérios das amostras discordantes no teste imuncromatografico
Anti-HCV frente ao imunoensaio ORTHO HCV Version 3.0 ELISA Test System™. Cut off do
imunoensaio: 0,414. DO: Densidade 6ptica; POS: positivo, NEG: negativo.

ORTHO HCYV Version 3.0

AMOSTRA TESTE RAPIDO ANTI-HCV

(DO/RESULTADO)
3476 NEG 2,613 (POS)
3472 NEG 1,258 (POS)
142 NEG 5,000 (POS)
167 NEG 0,876 (POS)
2802 NEG 1,202 (POS)
2848 NEG 1,706 (POS)
2858 NEG 0,672 (POS)
2860 NEG 0,659 (POS)
2894 NEG 0,518 (POS)
3075 NEG 1,146 (POS)
2982 NEG 1,399 (POS)
3000 NEG 0,604 (POS)
678 NEG 4,767 (POS)
2975 NEG 0,651 (POS)
2776 NEG 0,499 (POS)
3024 NEG 4,055 (POS)
3590 NEG 1,973 (POS)
3653 NEG 4,469 (POS)
3714 NEG 2,650 (POS)
3729 NEG 1,197 (POS)
3778 NEG 2,603 (POS)
3779 NEG 3,237 (POS)
3006 NEG 1,151 (POS)
3115 NEG 0,753 (POS)
3569 NEG 0,765 (POS)
3537 NEG 0,987 (POS)
753 POS 0,117 (NEG)

944 POS 0,121 (NEG)
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Tabela 3. Analise dos parametros de validagao: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), indice kappa e acuracia, apds realizagdo do ensaio
imunocromatografico em amostras sorolégicas previamente testadas em ensaios utilizados como
referéncia. Entre parénteses encontra-se o intervalo de confianga (95%)

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE VPP VPN INDICE ACURACIA
(%) (%) (%) %) KAPPA (%)
TES TE 954 99,6 99,6 95,1 0,94 97,4
RAPIDO 94 5.95,7) (98,6-99,9)  (98,7-  (942- (092~  (96,5-97,7)
ANTI-HCV

99,9) 954) 0,95
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5.2. REPETITIVIDADE E REPRODUTIBILIDADE

Os resultados dos ensaios com amostras controle testadas em cinco dias
consecutivos e cinco vezes no mesmo dia foram concordantes, com isso foram
encontrados 100% de reprodutibilidade e 100% de repetibilidade para a detecgéo de

anticorpos anti-HCV no ensaio imunocromatografico, como visto na tabela 4.

Tabela 4. Andlise dos parametros de Reprodutibilidade e Repetitividade, apds realizagdo de ensaio
imunocromatografico em amostras sorolégicas previamente testadas em ensaios utilizados como
referéncia. As férmulas utilizadas para os calculos encontram-se listadas nos Materiais e Métodos.
Entre parénteses encontra-se o intervalo de confianga (95%)

REPRODUTIBILIDADE REPETIBILIDADE
(%) (%)
TESTE RAPIDO 100 100

ANTI-HCV (99,5-100) (99,5-100)
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5.3. VALIDACAO FRENTE A PAINEIS DE SOROCONVERSAO

Para avaliar o desempenho do teste imunocromatografico, também foram
utilizados painéis de soroconversado. Painéis de soroconversao séao compostos por
amostras nao diluidas, colhidas de unico doador durante o desenvolvimento da
infecgdo e subsequente resposta imune. Para esta validacao utilizamos dois painéis
da hepatite C: Anti-HCV Mixed Titer Performance Panel (PHV 207) ™ e Hepatitis C
Seroconversion Panel PHV 918 (M)™. O painel PHV 207 apresenta 25 aliquotas de
plasma nao diluidas variando de fracamente a fortemente reagentes para anti-HCV,
como visto na tabela 5. O resultado do ensaio com este painel apresentou
concordancia com 19 amostras. Total de 6 amostras apresentaram resultados
discordantes, 4 amostras reagentes e 2 amostras indeterminadas apresentaram
resultados negativos no teste do estudo. O painel PHV 918(M) apresenta 7 amostras
de plasma coletadas de um unico doador durante o periodo de soroconverséo, sendo
5 amostras ndo reagentes, 1 indeterminada e 1 positiva. O imunoteste confirmou o
resultado de 6 amostras, exceto a amostra indeterminada que apresentou resultado

negativo.
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Tabela 5. Especificagcbes das 25 amostras do painel de soroconversdo Anti-HCV Mixed Titer
Performance Panel PHV207™ com respectivos resultados no teste ORTHO HCV Version 3.0 ELISA
Test System™ e no teste rapido Anti-HCV validado. POS: positivo, IND: indeterminado; NEG: negativo.
+/-,1+,2+ 3+ e 4+ :nivel de reatividade contra cada antigeno da hepatite C de cada amostra.

C100 C33c c22 NS5 ORTHOHCV  Teste
Amostras Version 3.0 Rapido

(NS4) (NS3) (CORE) (NS5) ELISA Anti-HCV
PHV207-01 1+ 1+ 3+ 1+ POS POS
PHV207-02 +- 1+ - - IND POS
PHV207-03 1+ 3+ - - POS POS
PHV207-04 4+ 4+ 4+ - POS POS
PHV207-05 - - - - NEG NEG
PHV207-06 3+ 4+ 4+ - POS POS
PHV207-07 1+ 2+ - - POS NEG
PHV207-08 1+ 2+ 3+ +/- POS NEG
PHV207-09 1+ 4+ 4+ - POS POS
PHV207-10 2+ 1+ - - POS POS
PHV207-11 - 3+ 4+ - POS POS
PHV207-12 - +- 3+ - IND NEG
PHV207-13 4+ 4+ 3+ 4+ POS POS
PHV207-14 3+ 2+ - +/- POS NEG
PHV207-15 - 1+ 2+ - POS NEG
PHV207-16 1+ 1+ 1+ - POS POS
PHV207-17 - +/- 3+ - IND POS
PHV207-18 +/- +/- 2+ - IND NEG
PHV207-19 2+ 2+ 4+ 3+ POS POS
PHV207-20 - 1+ 2+ - POS POS
PHV207-21 +- 2+ 2+ - POS POS
PHV207-22 - 3+ - - IND POS
PHV207-23 1+ 4+ - - POS POS
PHV207-24 4+ 4+ - 3+ POS POS

PHV207-25 - - - - NEG NEG
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5.4. REATIVIDADE CRUZADA
Como demonstrado na tabela 6, foram testadas amostras reagentes para anti-
HIV, fator reumatoide, autoanticorpos anti celulares (FAN), anti-HBc e HBsAg.

Somente uma amostra anti-HIV reagente apresentou resultado falso positivo.

Tabela 6. Resumo dos estudos de reagao cruzada

TIPO DE AMOTRA N RESU;'SQR?VZALSO
Anti-HIV reagente 41 1
Fator Reumatoide 21 0
Autoanticorpos anti
6 0
celulares
Anti-HBC reagente 30 0

HBsAg reagente 35 0
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5.5. ESTABILIDADE A TEMPERATURA AMBIENTE

Para avaliar a estabilidade a temperatura ambiente, o teste
imunocromatografico foi testado no dia 0 e 90 dias apds a montagem do teste sob as
mesmas condigbes. Como demonstrado na figura 3, pode-se notar que 0 mesmo nao
perdeu sua estabilidade, visto que tanto a banda teste como controle n&do degradaram

apods 90 dias.

N Dia 0 Apés 90 dias B)  Dia0 Apds 90 dias
cT CuT e d Sy

1 i — "

Figura 3. Ensaio de estabilidade a temperatura ambiente. Tiras-testes em cassete foram embaladas
unitariamente em embalagem metalizada lacrada a vacuo, contendo um agente dessecante (silica) e
mantidas a temperatura ambiente (19 a 27°C) O ensaio foi realizado no dia 0 e ap6s 90 dias utilizando
controles reagentes (A) e ndo reagentes para anti-HCV (B).
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6. DISCUSSAO

O virus da hepatite C (HCV) infecta aproximadamente 130- 170 milhdes de
pessoas em todo mundo. Os testes sorolégicos para pesquisa do anti-HCV
normalmente sao empregados para rastreamento diagnostico e levando em
consideragdo a prevaléncia estimada do HCV de 3%, estes testes precisam
apresentar alta sensibilidade (SCALIONI et al, 2014). Em 2011 Smith e colaboradores
avaliaram o desempenho de trés testes rapidos disponiveis no mercado OraQuick
HCV Rapid Antibody Test®, Chembio DPP HCV test® e Multiplo Rapid HIV/HCV
Antibody Test®. Os mesmos foram comparados a quimioluminescéncia e ao RIBA de
terceira geragdo quando necessario. A sensibilidade e especificidade dos 3 testes
rapidos variou de 86,8% a 97,8% e de 99,6% a 99,8%, respectivamente. Um outro
estudo multicéntrico avaliou estes mesmos testes em uma populagédo de alto risco
para hepatite C e observou grande variabilidade de resultados. A sensibilidade oscilou
de 78,9% a 97,4% e a especificidade de 80,0% a 100,0%. (SMITH et al, 2011). A
sensibilidade e especificidade encontradas para a pesquisa de anti-HCV neste estudo
foram respectivamente de 954% (94,5-95,7) e 99,6% (98,6-99,9) (Tabela 3),

demonstrando ser comparavel a testes ja empregados no mercado (KAMILI,2012).

Testes para a pesquisa de anticorpos anti-HIV sdo conhecidos por serem
menos sensiveis em pacientes submetidos a terapia antiviral (O’'CONNELL et al,
2003). Os titulos de anticorpos anti-HCV s&o conhecido por diminuir apos a resposta
virolégica continua, e aproximadamente 1,2% dos doentes podem ainda
soroconvertem (KEE et al, 2012). Os resultados falso-negativos neste estudo podem
ser devido ao menor titulo de anticorpos presentes no soro ou alguns fatores

desconhecidos que interferiram.

Os painéis de soroconversao foram utilizados no estudo para analisar também
a sensibilidade com amostras seriais de individuos no periodo de soroconversao. O
teste imunocromatografico apresentou concordancia de 76% e 86% frente aos dois
painéis de soroconversao PHV 207 e PHV 918 (M), respectivamente. As amostras dos
painéis com resultados indeterminados pelo imunoensaio anti-HCV ORTHO (Johnson
& Johnson) ™ apresentaram resultado negativo no teste imunocromatografico. Este
fato pode ser explicado devido a baixos titulos de anticorpos anti-HCV, visto que estas

amostras apresentam anticorpos contra somente 1 ou 2 antigenos da hepatite C.
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Um teste diagnostico é considerado de alta reprodutibilidade quando se obtém
praticamente o mesmo resultado apos varias testagens repetidas e de forma
independente. O teste imuncromatografico apresentou resultados consistentes
quando realizados independentemente ou sob as mesmas condi¢des, visto que
apresentou reprodutibilidade e repetitividade de 100% (tabela 4). O indice kappa é um
parametro de grande valor em validagdo de ferramentas diagnosticas. O teste em
estudo apresentou indice kappa de 0,94 (tabela 3), que é considerado de alta
correlagdo (valores acima de 0,80). O valor de acuracia também foi considerado

excelente, visto que o teste apresentou 97, 4% (tabela 3).

A especificidade do teste imunocromatografico também foi avaliado por
meio de testes com amostras reagentes para outro patégenos. Amostras fator
reumatoide e autoanticorpos anti celulares reagentes também foram escolhidas pois
estudos ja demonstraram a alta taxa de interferéncia destes anticorpos heterdéfilos em
imunoensaios, visto que sédo anticorpos polirreativos contra antigenos heterégenos
(MARSON et al, 1991; TATE et al, 2004). O teste confirmou sua 6tima especificidade,
visto que de todas amostras interferentes testadas somente uma amostra anti-HIV
reagente apresentou resultado falso positivo, 0 que ja havia sido preconizado na

literatura.

O teste imunocromatografico validado apresenta algumas limitagdes para sua
utilizacao. O teste pode ser apenas utilizado com amostras de soro ou plasma, o que
inviabiliza sua utilizacdo em trabalho de campo, onde é fundamental que possam ser
utilizadas amostras de sangue total. Portanto, necessita ser realizado em ambientes

que possuam centrifuga e pipeta calibrada.

Produtos submetidos ao estudo de estabilidade devem ser armazenados na
embalagem original como as usadas para sua comercializacdo, a temperatura
ambiente ou na temperatura recomendada para sua conservagao e também em
condicbes que acelerem o seu envelhecimento (ANVISA). O teste
imunocromatografico Anti-HCV em estudo apresentou excelente estabilidade apds 90
dias embalado, porém foi testado somente em temperatura ambiente. Este
experimento precisa ser refeito para determinar a real estabilidade e definir o prazo
de validade, através de testes de estabilidade acelerada utilizando metodologias

propostas pela ANVISA.
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Embora o nosso estudo demonstrou boa sensibilidade clinica, outros estudos
com pacientes na fase precoce da infeccdo sdo necessarios para confirmar a utilidade
clinica do teste. Também, a fim de melhorar a sensibilidade do teste, sugere-se uma
avaliagcdo com amostras de pacientes anti-HCV reagentes co-infectados com HIV,
visto que pesquisadores do Centro de Controle e Prevengdo de Doencgas (CDC)
relataram um aumento nos resultados falso negativos em alguns testes para pesquisa
de Anti-HCV em pacientes co-infectados com anti-HIV (MARCELLIN et al, 1994;
BONACINI et al, 2011).
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7. CONCLUSAO

Embora novos estudos de validagao sao necessarios para confirmar os dados
desta pesquisa, o teste imunocromatografico de fluxo lateral anti-HCV apresentou
resultados compativeis aos testes de mesma tecnologia ja disponiveis no mercado
para triagem soroldgica de hepatite C. O imunoteste apresentou rapidez, simplicidade
e flexibilidade na execucao e leitura do resultado, possibilitando no futuro, o acesso a
populagdes de risco, prevenindo, assim, a transmissao da doenca e promovendo um
acolhimento imediato, pela estrutura assistencial do SUS, e encaminhamento do

paciente para diagndéstico confirmatdrio e tratamento.
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