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RESUMO

O monitoramento efetivo dos conjuntos diagnosticos de uso “in vitro”, para fins de registro e
consequente comercializagdo no pais, se encontra regulamentado por for¢a de legislagao
sanitaria, tornando obrigatéria a avaliacdo de sua qualidade antes dos mesmos serem
comercializados no mercado nacional. A diversidade dos conjuntos diagnosticos
disponibilizados a cada ano e sua variabilidade quanto a sensibilidade e especificidade
justificam a importancia do controle da qualidade desses produtos. Neste contexto, o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) vem analisando sistematicamente
conjuntos de diagnostico de uso “in vitro” através de andlise prévia, fiscal e de controle em
atendimento a demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) com o
desafio de verificar a confiabilidade dos produtos comercializados e consequentemente a
qualidade do sangue utilizado no pais. Este trabalho teve por objetivo a confeccdo de um
painel a ser empregado na avalia¢do da sensibilidade e especificidade clinica dos conjuntos de
diagnostico de uso “in vitro” utilizados na triagem e confirmacao sorologica da Hepatite C.
Para confecgao do referido painel, foram utilizadas unidades de plasma obtidas no periodo de
janeiro de 1996 a 2000, provenientes de Servigos de Hemoterapia das regides Nordeste e
Sudeste do pais. A metodologia adotada foi a andlise retrospectiva dos registros internos do
Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH). Das 1758 unidades de plasma encaminhadas
ao INCQS, 126 estavam rotuladas pelo Servico Hemoterdpico de origem como reagentes para
HCV e apenas 39 apresentaram resultados concordantes com a rotulagem. Apds
caracterizagao soroldgica realizada pelo LSH, 25 das 1632 unidades de plasma, rotuladas para
outros marcadores e/ou ndo apresentavam especificagdo da sorologia na rotulagem,
apresentaram resultados reagentes para pesquisa de anticorpos para o virus da Hepatite C.
Portanto, 64 unidades seguiram um fluxo de ensaios, compreendendo na totalidade trés testes
ELISA, um ensaio de aglutinacdo ¢ um ensaio de Imunoblot para melhor caracterizacao,
confirmacdo e selecdo para composicdo do painel e todas as 64 unidades tiveram seus
resultados confirmados. Os resultados apresentados neste trabalho resultaram na confeccao de
um painel de 64 amostras de plasma reativas para pesquisa de anticorpos anti-HCV como uma
ferramenta de uso potencial na implantacdo da capacidade analitica do LSH no controle de

qualidade dos conjuntos para diagndstico da Hepatite C.

PALAVRAS-CHAVE — Hepatite C, Conjuntos Diagnosticos, Controle da Qualidade, Painel.



ABSTRACT

The effective monitoring of diagnostic kits for "in vitro" use, for purposes of registration and
subsequent marketing of the product in the country has been regulated under health legislation making
it mandatory to evaluate their quality before they are marketed nationally. The diversity of diagnostic
kits available each year and its variability in terms of sensitivity and specificity justify the importance
of controlling the quality of these products. In this context, the Nacional Institute of Quality Control in
Health (INCQS) has been systematically analyzing diagnostic kits for "in vitro" use through prior,
control and fiscal analysis in response to demand from Brasilian Health Surveillance Agency
(ANVISA) to the challenge of ensuring the reliability of the products sold and therefore the quality of
blood used in the country. This work aimed to the preparation of a panel to be used to check the
sensitivity and specificity of clinical diagnostic kits for "in vitro" use applied in the screening and
serological confirmation to Hepatitis C. For preparation of this panel, we used plasma units obtained
from January 1996 to 2000, from the Hemotherapy Service of the Northeast and Southeast of Brazil.
The methodology was a retrospective analysis of the internal records of Blood and Blood Products
Laboratory (LSH). Of the 1758 units of plasma sent to Institute of Quality Control in Health, 126 were
labeled by the origin Hemotherapy Service as reagents units for HCV and only 39 had identical results
with labeling. After serological characterization performed by laboratory, 25 of 1632 plasma units
labeled for other markers and/or had no specification of serologic results presented in the labeling for
detection of anti-VHC. Therefore, 64 units followed a stream of essays, comprising in all three
ELISAs, an agglutination assay and an immunoblot assay for further characterization, confirmation
and composition of the selection panel and all 64 units had their results confirmed. The results
presented in this work resulted in the production of a panel of 64 plasma samples for antibodies
reactive anti-HCV as a tool of potential use in the implementation of LSH the analytical quality

control of diagnostic kits for Hepatitis C.

KEYWORDS - Hepatitis C; Diagnostic Kits; Quality Control; Control Panel
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DA HEPATITE

A primeira defini¢do de hepatite (ictericia epidémica) foi atribuida a Hipdcrates no
século IV a.C em seus relatos. Entretanto, os babilonios ja haviam feito referéncias a surtos
epidémicos de ictericia entre seu povo hé cerca de 2500 anos e os chineses, ha mais de 5000

anos (FONSECA, 2010).

Os quadros de ictericia epidémica ocorreram por séculos e foram marcantes,
sobretudo, nos periodos de guerras e catastrofes humanas devido a piora de condigdes sdcio-
higiénicas locais e as grandes epidemias quase sempre coincidiram com as guerras. Dai a
origem das designagdes de "ictericia de campanha" em uso desde a Idade Média e de "doenga
do soldado", de introducdo mais recente e naquela época, essas epidemias de ictericia
influenciavam de modo desfavoravel nas campanhas militares. Durante a Guerra de Secessao
Americana (1861-1865), mais de 40000 soldados dos exércitos da Unido foram atingidos e
mais de 16 milhdes de soldados durante a Segunda Grande Guerra Mundial (FONSECA,
2010).

A partir de 1883, comegaram a ser publicados relatos de casos de um tipo diferente de
ictericia em individuos que receberam hemocomponentes ¢ medicamentos injetaveis e
compartilhavam material pérfuro-cortante. Em 1885, foi documentado o primeiro episodio de
uma epidemia em um estaleiro naval em Bremen, na Alemanha. Observou-se que 191
trabalhadores de um total de 1289 desenvolveram ictericia ap6s 2 a 6 meses da inoculagdo de
uma vacina contra variola preparada com a linfa humana, o mesmo ndo ocorrendo entre
aqueles que nao foram vacinados (FONSECA, 2010). Este documento ¢ importante porque
aponta, pela primeira vez, para a exposi¢ao parenteral como uma possivel via de transmissao
da doenga e representa, retrospectivamente, o reconhecimento da primeira epidemia de
hepatite viral B. Em 1909, novos casos de ictericia foram associados ao uso de medicagdes
injetaveis, sobretudo aos tratamentos relacionados as doengas sexualmente transmissiveis,
como no caso da sifilis (FONSECA, 2010). Em 1922, com o advento da insulina parenteral,
comecgaram a surgir casos de ictericia em pacientes diabéticos na Suécia. Foram analisados

cuidadosamente os dados disponiveis, concluindo que a epidemia teria sido causada por uma
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infec¢do viral transmitida de doente para doente pelas lancetas contaminadas que eram apenas
limpas, rotina adotada naquela época. O volume de publicagdes a respeito da epidemiologia e
histéria natural da doenga ja era suficiente para reconhecer que se tratava de um agente
infeccioso viral que podia se apresentar sob duas formas clinicas semelhantes mas diferentes
epidemiologicamente. Os primeiros relatos, j& mencionados anteriormente, estdo ligados as
ictericias que coincidiram com periodos de calamidade publica e social, com deterioracdo das
condig¢des higiénicas da populagado, sobretudo, nos periodos das guerras. Os relatos seguintes
apontavam notadamente para a associa¢ao da hepatite cuja forma de transmissdo era a via

parenteral (FONSECA, 2010).

Na fase seguinte, os estudos cientificos passaram a abordar trabalhos realizados em
voluntarios. Em 1942, aconteceu a primeira transmissao de hepatite a voluntarios: H. Voegt e
trés alunos de Medicina ingeriram suco duodenal de um doente com hepatite. Todos
apresentaram os sintomas da doenga de trés a quatro semanas apés a ingestdo. Nessa linha de
investigacao, as maiores contribui¢cdes foram deixadas por MacCallum, na Inglaterra. A este
pesquisador, que conduziu varios dos seus estudos em modelos experimentais humanos, se
deve os termos hepatite A e B, para diferenciar a hepatite de transmissao orofecal da hepatite

de transmissao parenteral a partir de 1947 (FONSECA, 2010).

Os trabalhos de investigacao prosseguiram intensamente, buscando a identificacao dos
agentes infecciosos responsaveis pelas duas formas de hepatite. Em 1965, Baruch Blumberg,
um geneticista do National Institute of Health (NIH), na Filadélfia, no decurso de outras
investigacodes cientificas do Instituto, descobriu um antigeno que reagia com o soro de dois
doentes hemofilicos politransfundidos no soro de um aborigine australiano, a que foi atribuido
o nome de antigeno Australia. Este achado ocasional foi um marco no estudo das hepatites

virais (BLUMBERG, ALTER, 1965 apud FONSECA, 2010).

Em 1968, Alfred Prince observou o desenvolvimento de hepatite pds transfusional em
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca. Os soros desses pacientes reagiram positivamente
com o anti-soro de um hemofilico politransfundido e em um dos doentes, surgiu um aumento
significativo das transaminases apds 3 meses de cirurgia que necessitou de varias transfusdes
e quando realizada uma biopsia hepatica, havia lesdes compativeis com hepatite viral aguda.
O estudo das amostras dos soros colhidos mostrou que o doente passou a ser antigeno positivo
varias semanas antes da doenca se tornar evidente, negativando alguns meses depois.

Posteriormente, se evidenciou que o antigeno em questdo era o australiano que passou a ser
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designado de antigeno de superficie do virus da Hepatite B (HBsAg) (BLUMBERG et al,
1967 apud FONSECA, 2010). Na primeira metade da década de 70, ja se sabia que a Hepatite

B era transmissivel pela saliva, sémen e ao feto, pela placenta.

O virus da Hepatite A (HAV) foi descoberto em 1973, oito anos apds a descoberta do
virus da Hepatite B. Stephen Feinstone descreveu, pela primeira vez, a visualizagdo, por
microscopia eletronica, de particulas virais nas fezes de voluntarios em carcere em
Washington, nos quais havia sido inoculado o virus. Uma vez que ndo existe o estado de
portador cronico da hepatite A, os estudos em modelos animais e o cultivo celular foram de
suma importancia para o desenvolvimento de uma vacina com virus atenuado no inicio da

década de 80 (FEINSTONE, 1973 apud FONSECA, 2010).

Ja o virus da hepatite D (HDV) foi descoberto em 1977. Rizzetto e colaboradores
estudaram bidpsias hepaticas de doentes soropositivos para o antigeno de superficie do virus
da Hepatite B (HBsAg) através de imunofluorescéncia e identificaram um novo sistema
antigeno/anticorpo, imunologicamente distinto dos sistemas da Hepatite B. Verificaram,
ainda, que esse agente sO aparecia em individuos HBsAg positivos. O agente Delta, que

'

posteriormente passou a ser designado "virus da hepatite D", ¢ um virus defeituoso, sem
envelope proprio, cuja principal caracteristica € utilizar o envelope do virus da hepatite B para
tornar vidvel a sua sobrevivéncia e replicagdo. No interior do envelope, ndo existe um
capsideo, mas uma proteina especifica do virus da hepatite, o Ag HD. O virus D, para a sua
replicagdo e expressdo, necessita do auxilio do HBV, razdo pela qual s6 infecta individuos
HBsAg positivos. A infec¢do pode ocorrer na presenga de infec¢do aguda ou cronica da
hepatite B. O risco de evolugdo para um quadro cronico com cirrose hepatica pode ser
acelerado nos portadores cronicos da hepatite B. At¢ ao momento, ndo foi desenvolvida uma
vacina contra a hepatite D (RIZETTO, 1990 apud FONSECA, 2010). A sua necessidade se

limita aos portadores cronicos do HBV, uma vez que a vacina da Hepatite B previne

simultaneamente a Hepatite D nos individuos soronegativos

Com a implementacdo de testes para pesquisa de HBsAg em sangue de doadores e
com mudangas na politica de doacdo, se esperava uma redugdo drastica nos niimeros de casos
de transmissdo de hepatite pos transfusional. O risco de transmissdo de hepatite B pods
transfusional chegou a quase zero em paises desenvolvidos no final da década de 70. Apesar
das medidas implantadas, 5 a 10% dos receptores de sangue e seus derivados eram

contaminados (FEINSTONE, 1975 apud FREITAS, 2010). Com a exclusdao do virus da
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hepatite A como agente causador da infec¢do, esta doenga foi identificada como hepatite viral
pos-transfusional ndo A e ndo B em 1975. Com estudos experimentais em primatas
contaminados com sangue de portadores da hepatite ndo A e ndo B em 1978, Bradley e
colaboradores do Centro de Controle de Doenga de Atlanta-EUA revelaram um agente
revestido por uma camada lipoprotéica com genoma constituido de RNA e pertencente a
familia Togaviridae, atualmente, a familia Flaviridae (BRADLEY; CAUSTLAND; COOK,
1985). Somente com os avangos da engenharia genética e da biologia molecular, em 1989,
Honghton e colaboradores identificaram o genoma viral da hepatite ndo A e nao B. Tal agente
ficou conhecido como virus da hepatite C (HCV).

Ap6s a clonagem do HCV e uma seqiiéncia de descobertas, como: desenvolvimento de
testes que permitiram a deteccdo de anticorpos € a determinacao da seqiiéncia de suas bases
nucleotidicas, foi possivel conhecer os principais aspectos biologicos, epidemioldgicos € a
historia natural da doenca que atinge 3% da populagdao mundial, segundo a OMS.

O virus da hepatite E (HEV) foi descoberto por Reyes e colaboradores através de
estudos experimentais em primatas e técnicas de clonagem em 1990. Entretanto, a primeira
grande epidemia de que ha referéncia desta hepatite ocorreu em New Delhi, na India, entre
1955 e 1956 (PURCELL, 1993 apud FREITAS, 2010). A hepatite E se trata de um virus
constituido de RNA, ndo envelopado, que apresenta semelhangas com os virus da familia
Caliciviridae. Existem trés genoétipos classificados, porém se conhece pouco sobre a
distribuicao dos gendtipos em todo o mundo (HARRISON, 1999 apud FREITAS, 2010). De
uma maneira geral, a mortalidade por esta virose ¢ baixa. A vacina contra HEV continua em
fase de estudo experimental e clinico.

O virus da hepatite F (HFV) foi descrito, por um grupo indiano em 1994, como um
virus esférico detectado nas fezes de doentes franceses e que foi possivel transmitir a0 macaco
Rhesus. Pesquisas cientificas revelam que este virus ndo foi ainda bem caracterizado, nem
foram apresentados testes sorologicos para a sua identificagdo (DEKA, 1994 apud FREITAS,
2010).

O virus da Hepatite G (HGV) foi identificado em estudos com macacos em 1995
quando foi inoculado o plasma de um doente com uma presumivel hepatite crénica pos-
transfusional ndo A e ndo E. A hepatite desencadeada foi denominada hepatite G (KIN, 1995
apud FREITAS, 2010).

Na mesma época, o soro de um cirurgiao de Chicago, com as iniciais GB, que tinha
sofrido uma hepatite aguda ndo A e nao E, foi inoculado no macaco sagiii, provocando

hepatite aguda e posteriormente em um novo macaco tamarino. Por técnicas de biologia
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molecular, foi possivel identificar dois virus da familia dos flavivirus: VGB-A e VGB-B. Na
seqiiéncia dos estudos efetuados, viria a ser identificado um terceiro virus que se revelou
proximo do VGB-A, pelo que lhe foi atribuido o nome de VGB-C. Comparando a seqiiéncia
de nucleotideos dos 3 agentes GB e do virus G, se verificou que eram variantes do mesmo
virus (SIMONS, 1995 apud FREITAS, 2010).

A infeccdo pelo HGV e VGB-C esta presente numa porcentagem elevada de doadores
de sangue voluntarios e nao ¢ mais frequente nos doadores excluidos por apresentarem
aumento da ALT (ALTER, 1997). Assim, ndo esta ainda bem estabelecido se esses seriam
virus hepatotrdpicos.

Durante as ultimas quatro décadas, descobertas e progressos notaveis foram realizados
em relacdo a patogénese, diagndstico, tratamento e prevencdo da hepatite viral. A
implementagao de politicas e estratégias sanitarias, destinadas a prevenir a infeccdo e a
minimizar o impacto na saide publica, contribuem cada vez mais para grandes mudancas na
epidemiologia dessas doencas. Em consequéncia, as taxas mundiais de prevaléncia para as
hepatites virais diminuiram nos ultimos 30 anos mas ainda ha relatos de casos de surtos e
mortes.

Nos Estados Unidos, foram estimadas 18.000 novas infec¢des agudas pelo HCV.
Apesar da reducao em niimeros de casos notificados para a hepatite viral aguda, no periodo de
1995 a 2009, no pais, os dados para hepatite cronica sdo alarmantes. Estima-se que 2,7 a 3,9
milhdes de norte-americanos sejam portadores cronicos de HCV. Em 2007, uma taxa de obito
de 4,6 por 100.000 habitantes foi registrada para a hepatite C (CDC, 2009).

Assim, as hepatites virais s3o um grave problema de satde publica mundial. Elas tem
grande importancia pelo numero de individuos atingidos e pela possibilidade de
complicagdes, passando da forma aguda para a cronica.

No Brasil, de acordo com o inquérito de hepatites virais, publicado em 2011, a taxa de
prevaléncia nacional para Hepatite C ¢ 1,38%. Segundo dados preliminares do censo de 2010
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a populacdo brasileira contabilizada ¢ de
aproximadamente 191 milhdes de brasileiros, logo 2,5 milhdes de pessoas sao portadoras do

virus da Hepatite C.
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1.2 O VIRUS DA HEPATITE C

O virus da Hepatite C foi primeiramente identificado pela clonagem de cDNA do plasma
de um chimpanzé infectado com fator XIII contaminado (ZEIN, 2000). E pertencente a
familia Flaviridae com homologia a familia Pestiviridae (MILLER; PURCELL,1990) e
atualmente foi classificado como um género distinto dentro da familia, chamado de
Hepacivirus (ICTV, 2009). A particula viral apresenta uma cadeia tinica de RNA com
polaridade positiva com um genoma de aproximadamente 9600 nucleotideos, um capsideo de

simetria icosaédrica e um envelope lipidico (CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2007) (Figura 1).

Figura 1- O virus da Hepatite C
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O genoma viral apresenta duas regioes ndo traduzidas (UTR-untranslated region) nas
extremidades 5’ e 3°, flanqueada por uma unica fase aberta de leituta (ORF-open reading
frame) cuja regido codificante traduz uma poliproteina precursora de aproximadamente 3000
aminoacidos. Antes e apoOs a traducdo, esta poliproteina ¢ clivada, por proteases virais e
celulares, em proteinas estruturais (core, E1, E2) e as ndo estruturais ou NS (NS1, NS2, NS3,

NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (ZEIN, 2000) (Figura 2).

Figura 2- Organizacdo do genoma do virus da Hepatite C
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Fonte: SILVA,2008

As proteinas estruturais estdo localizadas na por¢do amino-terminal 5°, sendo a
proteina do core a principal constituinte do nucleocapsideo. As proteinas E1 e E2, altamente
glicolisadas, sao formadoras do envelope e responsaveis pela entrada da particula viral no
hepatécito (DUBUISSON,2007). Entretanto, NSI1, localizada no término da E2, ¢ um
polipeptideo altamente hidrofobico de funcdo desconhecida mas estudos recentes sugerem
que a p7 ¢ importante para montagem e liberacdo eficientes de virions (STEINMANN et al,

2007). As proteinas ndo estruturais, como o termo indica, ndo sdo constituintes da particula
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viral, porém s3o importantes na replicacgdo do RNA viral (BARTENSCHAGER;
LOHMANN, 2000).

O virus da hepatite C, por ser constituido de RNA, apresenta uma grande
variabilidade genética. A taxa de mutagdo foi estimada em 1,9 x 107 substitui¢des de
nucleotideos por sitio por ano (LYRA; FAN; BISCEGLIE, 2004; MAGIORKINIS et al,
2009). Depois que o genoma completo do HCV foi determinado por Choo et al em 1989,
sequéncias nucleotidicas de diferentes isolados e de diferentes regides geograficas foram
sequenciadas e comparadas. Diante da comparagdo de analise filogenética parcial e total em
todo o genoma viral, foram identificados 6 genotipos principais, numerados em algarismos
arabes, que diferem em 33% em suas sequencias de nucleotideos cuja variabilidade ocorre
em toda extensdo do genoma, incluindo a regido 5’UTR, a mais conservada, e a regido
hipervariavel E. Dentro dos genoétipos, foram identificados subtipos que apresentam uma
variabilidade nucleotidica em torno de 20% e sdo classificados por letras mintisculas com
base em suas sequencias das regides core, E1 e NS5B (LYRA;FAN;BISCEGLIE, 2004;
SIMMONDS et al, 1994, 2005).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE C

Desde a descoberta da Hepatite C, em 1989, esta passou a ter especial relevancia entre
as principais causas de doencas hepaticas cronicas. De acordo com dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), se estima que 3% da populagdo mundial sejam portadores do
HCYV. Portanto, aproximadamente 170 milhdes de pessoas sdo soropositivas para a hepatite C,
60 a 80% evoluem para a forma cronica e 20% destes desenvolvem cirrose hepética no
periodo de 20 anos (CHUAN-MO LEE et al, 2008). Cerca de 350.000 pessoas morrem por
hepatite C anualmente (OMS, 2011).

A distribuicao das hepatites virais € universal, sendo que a prevaléncia dos diferentes

tipos varia de regido para regido e no Brasil, também ha essa variagdo regional.

Como a incidéncia de Hepatite C numa escala ndo ¢ bem conhecida uma vez que a
maioria dos portadores ¢ assintomatica, a OMS acredita que ha 5 a 10 milhdes de portadores

na Europa Ocidental, 2 a 4 milhdes nos EUA e cerca de 12 milhdes na India. Segundo Chuan-
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Mo Lee et al (2008, p.17, grifo nosso), “em alguns vilarejos Tawanenses, 50% da
populacio é positiva para HCV”. As estimativas da OMS consideram o Brasil como um
pais de endemicidade intermediaria com prevaléncia entre 2,5 ¢ 10% ( OMS apud MS, 2011)
(Figura 3).

Figura 3 — Mapa de prevaléncia mundial da Hepatite C
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Fonte: howstuffworks. Disponivel em: <http://viagem.hsw.uol.com.br/vacinacao-viagens4.htm>

Em 2002, no Brasil, foi implantado o Programa para Prevencdo e Controle das
Hepatites Virais (PNHV) e recentemente, este programa foi integrado ao Departamento de
DST e Aids da Secretaria de Vigilancia em Saude-Ministério da Saude, passando a ser
designado de Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais, por considerar a necessidade de
desenvolver estratégias eficazes no controle e prevencao das hepatites. O Brasil adota o
Sistema Nacional de Agravo de Notificagdo (SINAN) que ¢ alimentado pela notificacdo e
investigacdo de casos de doengas e agravos que constam da lista nacional de doengas de
notificagdo compulsoéria, conforme preconizado pela Portaria GM/MS N° 104, de 25 de

janeiro de 2011.

De acordo com o Boletim Epidemiologigo de Hepatites Virais de 2011, no periodo de
1999 a 2010, 69.952 casos de Hepatite C confirmados foram registrados no SINAN, sendo
que 90% dos casos correspondem as regides Sul e Sudeste. Assim, a taxa de prevaléncia de

HCYV no pais ¢ de 1,38%, inferior a estimada pela OMS.
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A taxa de deteccdo nacional de Hepatite C confirmada foi de 5,3 em 100 mil
habitantes no ano de 2009 com destaque para o estado do Acre que apresenta uma taxa de
22,6, superando os estados Sao Paulo e Rio Grande do Sul com taxas de 13,9 e 10,9,

respectivamente (Grafico 1).

Grafico 1- Taxa de deteccdo de Hepatite C em diferentes unidades federativas. Brasil, 2009
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Dentre os obitos atribuidos a hepatite C como causa principal, o Brasil registrou
14.873 eventos no periodo de 2000 a 2010, contudo, quando sdo analisadas as causas
associadas as mortes, hd um aumento de 83%. As regides Sul e Sudeste, além de
apresentarem as maiores taxas de deteccao de HCV, também concentram as maiores taxas de

mortalidade (BRASIL, 2011).

o
—

Pernambuco |
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Grafico 2- Numeros de 6bitos por Hepatite C por regido do Brasil, 2000-2010.
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Fonte: BRASIL, 2011.

1.3.1 Distribuic¢ao geografica dos gendtipos do HCV

A distribuicdo geografica dos gendtipos e seus subtipos apresenta uma significativa
variacdo na frequéncia com que sdo observados. Os gendtipos 1, 2 e 3 tem uma distribui¢ao
universal, representando 60% das infec¢des em todo o mundo (OMS, 1999) enquanto que os
gendtipos 4 e 5 aparecem predominantemente na Africa e o genétipo 6, na Asia (SETO et al,
2010).

Nos Estados Unidos e Europa, os subtipos 1a e 1b sdo predominantes, enquanto que o
1b ¢ responsavel por mais de 73% dos casos de infec¢do por hepatite C no Japao. Em relagdo
ao gendtipo 2, os subtipos 2a e 2b sdo comuns na América do Norte, Europa e Japao enquanto
que o 2¢ é comumente encontrado no norte da Italia (ZEIN, 2000). No Egito, o subtipo 4a ¢
generalizado (SETO et al, 2010).

No Brasil, Campiotto e colaboradores (2005) fizeram um estudo sobre a distribui¢ao
geografica dos gendtipos da Hepatite C com amostras coletadas de pacientes cronicamente
infectados de diversas regides brasileiras. Na populacdo estudada, foram achados os gendétipos
1,2,3,4e5 comuma frequéncia de 64,9% para o genoétipo 1, 4,6% para o gendtipo 2, 30,2%

para genotipo 3, 0,2% para genotipo 4 e 0,1% para o gendtipo 5. Em todas as regides, o
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gendtipo 1 foi o mais frequente, principalmente na regido Norte do pais. O gendtipo 2
prevalece na regido Centro-Oeste, especialmente no Mato Grosso. A frequéncia do genotipo 3
foi maior na regido Sul (Figura 4). Os genotipos 4 ¢ 5 foram achados raros e detectados
apenas no estado de Sao Paulo (CAMPIOTTO et al, 2005). Entretanto, foi confirmado um
caso de gendtipo 4, subtipo 4c/d em Salvador, Bahia (ZARIFE et al, 20006).

Figura 4- Mapa de prevaléncia dos gendtipos da hepatite C no Brasil
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Fonte: SILVA, 2008.

Os pesquisadores da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) realizaram recentemente
um estudo pioneiro para investigar a historia da hepatite C no Brasil, constatando que os
subtipos la, 1b e 3a prevalecem e que “comecaram a circular no pais na segunda metade do
século XX, coincidindo com a introdugdo da pratica de transfusdo sanguinea” (FIOCRUZ,

2011).
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A genotipagem tem-se mostrado muito relevante na epidemiologia, histéria natural e
evolucdo da doenga, principalmente na area clinica em relagdo ao protocolo de tratamento e a

taxa de resposta sustentada a terapia (BRANDAO et al, 2001).

1.4 TRANSMISSAO DO VIRUS DA HEPATITE C

A transmissao do HCV ocorre por vérias vias, contudo a maioria das infecgdes se da
pela forma parenteral. Assim, o HCV ¢ transmitido pelo contato com sangue infectado em
virtude de exposicdo percutanea, transfusdo de sangue e/ou hemocomponentes e transplante
de orgdos de doadores infectados. Outras rotas importantes de transmissdo sao a perinatal,
exposi¢cdo ocupacional, o uso de drogas ilicitas, principalmente as injetdveis e o uso de
equipamentos ndo seguros em terapias invasivas e para fins estéticos, culturais e religiosos,
como: tatuagem; piercing; rituais de escarificacdo; circuncisdo e acupuntura (MARTINS;
SCHIAVON; SCHIAVON, 2011). A transmissao sexual e o compartilhamento de itens em

ambiente domiciliar s3o meios de transmissdo menos eficientes (CDC, 1998).

A transfusdo de sangue e de hemocomponentes foi a principal fonte de transmissao do
HCV no periodo de 1960 a 1990. Estima-se que 5% a 15% dos receptores de sangue e
hemocomponentes foram contaminados no mundo (DONAHUE et al, 1992). Com a
introducao dos testes de diagnostico para Hepatite C na triagem do doador em 1990, o risco
de infec¢do poOs transfusional apresentou relevante queda, principalmente nos paises
desenvolvidos. Nos Estados Unidos, o declinio registrado foi de 0,45% para 0,03 por unidade
de sangue transfundida (DONAHUE et al, 1992) e com a melhoria na sensibilidade dos kits
de diagnostico, o risco ¢ estimado em 0,001% /por unidade transfundida (CDC, 1998). No
entanto, ainda ha registros de altos indices de transmissdo do HCV por transfusdo em outras
areas do mundo. No Chile, em estudo realizado com portadores de infecgdo cronica por HCV,
54% destes tiveram a transfusdo sanguinea como via de contaminacdo (SY; JAMAL 2006) e
o mesmo ocorre no Brasil. Segundo Boletim Epidemioldgico de Hepatites Virais, publicado
em 2011, 15,8% dos 69.952 casos confirmados de Hepatite C, no periodo de 1999 a 2010,

tiveram a via transfusional como fonte de infeccao.

Em relagdo aos pacientes com coagulopatias, a taxa de prevaléncia chegou a 90%

quando tratados com medicamentos derivados do plasma humano, antes da introducdo do
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procedimento de inativagdo viral na década de 80 (CDC, 1998). Recentemente, a OMS
publicou diretrizes sobre controle, producdo e regulacdo do plasma humano para

fracionamento como matéria-prima de produtos industrializados (OMS, 2007).

Outra forma de infec¢cdo por HCV ¢ por acidente de trabalho entre os profissionais da
satde que varia de 2% a 10%, associando o risco de contagio, o tempo de servico, realizagdo
de procedimentos invasivos e ocorréncia de acidentes percutaneos (CIORLIA; ZANETTA,
2007). Os ferimentos com perfuro cortantes sdo uma das principais fontes de infec¢do,
causando aproximadamente 39% das infecgdes neste grupo de risco e isso equivale a 16.000
novos casos por ano no mundo (OMS, 2003). No Brasil, a taxa por perfurocortante detectada

foi em torno de 0,7% (BRASIL, 2011).

A taxa mundial de transmissao vertical ¢ de 5%, podendo chegar a 20% quando a mae
possui carga viral alta no momento do parto (acima de 10° copias/ml) ou quando ha
coinfecc¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (MARTINS; SCHIAVON; SCHIAVON,
2011). Em estudo realizado na cidade de Campo Grande, Mato Grosso, a taxa de transmissao
vertical encontrada foi de 13% (GARDENAL et al, 2007). Em Inquérito Epidemiologico
Nacional, esta forma de transmissdo apresentou um percentual de 0,7% dos casos
confirmados no Brasil no periodo de 1999 a 2010 (BRASIL, 2011). Estudos sobre tipo de
parto e aleitamento materno de maes portadoras de HCV como fatores de riscos para
transmissao vertical ainda sdo inconsistentes mas a duracao do trabalho de parto com ruptura

da bolsa esta associado ao risco de transmissdao do HCV de mae para filho (ALTER, 2007).

Apo6s a reducdo na transmissao do HCV por transfusdao de sangue e hemoderivados, o
compartilhamento de material contaminado pelos usudrios de drogas injetaveis se tornou o
maior fator de risco para transmissdo desta doenca. Em estudo recente, realizado em mais de
150 paises do mundo, a prevaléncia de HCV variou de 60 a 80% neste grupo (NELSON et al,
2011). No Brasil, 17% dos 69.952 casos confirmados, no periodo de 1999 a 2010 tiveram o
uso de drogas como provavel fonte de transmissdo (Grafico 3). Na cidade do Rio de Janeiro,
foi detectada uma prevaléncia de 16,8% para anti-HCV entre os usudrios de drogas

(OLIVEIRA et al, 2005).

A transmissdo do HCV pela via sexual ainda nao esta esclarecida, pois alguns estudos
a consideram via de baixa efetividade de infeccdo. Entretanto, nimero de parceiros sexuais,
tipo de pratica sexual e co-infeccdo com doengas sexualmente transmissiveis podem aumentar

a eficiéncia de transmissao por este tipo de via (CAVALHEIRO, 2007).
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Grafico 3- Provavel fonte de transmissdo da Hepatite C no Brasil, 1999-2010
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Fonte: BRASIL, 2011

1.5 MANIFESTCAO CLINICA DA HEPATITE C

Sabe-se que as manifestagdes clinicas do HCV sao bastante variaveis desde formas
assintomaticas e anictérica com enzimas normais como alanina amino transferase (ALT) até a
hepatite cronica, cirrose e hepatocarcinoma. Logo, cerca de 80% dos portadores evoluem

lentamente da forma aguda para cronica ao longo de 20 anos.

Os sintomas de infec¢do aguda podem ter inicio cerca de 6 a 12 semanas apos a
exposicdo ao HCV. Aproximadamente 20 a 30% dos casos apresentam ictericia e 10 a 20%
apresentam sintomas como nauseas, dor abdominal e mal estar e em apenas 20% dos
pacientes sintomaticos, o inicio dos sintomas precede a soroconversdo, a qual raramente
ocorre em periodo superior a 6 meses. Depois de 2 semanas apos a exposi¢ao, o RNA viral
pode ser detectado no soro antes da presenga dos anticorpos (ALTER, 1997). O nivel do
HCV-RNA aumenta rapidamente durante as primeiras semanas, atingindo seus niveis

maximos entre 10° ¢ 107 Ul/mL.

Habitualmente, a Hepatite C ¢ dignosticada em sua fase cronica e como os sintomas
sdo inespecificos, a doenga pode evoluir décadas sem diagnostico. Nos casos mais graves,

ocorre a progressao para cirrose € descompensagao hepatica. Na auséncia de tratamento, 60 a
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85% dos casos cronificam, 20% podem evoluir para cirrose em 20 anos ¢ 1 a 5%

desenvolvem carcinoma hepatocelular (BRASIL, 2011).

No Brasil, a forma clinica predominante dos casos de Hepatite C confirmados entre
1999 e 2010 ¢ a crénica com 98,3% dos casos e a aguda apresenta uma taxa de 1,5%
(BRASIL, 2011) (Grafico 4).

Grafico 4- Casos confirmados de HCV segundo forma clinica, 1999 - 2010

©
2
[=
()]
o
[
o
Forma clinica
. . l d
Cronica Aguda Fulminante |Inconclusivo gnorados/e
m branco
W Forma clinica| 98,30% 1,50% 0,20% 0,50% 3,20%

fonte: BRASIL, 2011.

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE C

Em 1990, foram disponibilizados os primeiros kits de diagnostico de triagem e
confirmatoério para HCV (BRANDAO, 2001). No Brasil, em 1993, foi promulgada a Portaria
N°1376/93-SVS/MS que tornou obrigatério o teste anti-HCV na triagem sorologica dos
doadores de sangue nos Servigos de Hemoterapia. Os testes de triagem para HCV sdo

empregados na identificacao da infec¢do na pratica clinica e hemoterapica.

O diagnostico da Hepatite C ¢ baseado em testes sorologicos e moleculares que sao

empregados na detectacdo da infeccao e no monitoramento da resposta terapéutica.
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Atualmente, sdo disponibilizados testes de triagem de diferentes metodologias
empregados no diagnostico da infecgdo pelo HCV. Sao eles: ensaio imunocromatografico
(teste rapido), ensaio imunoenzimatico (ELISA), ensaio de aglutinacio e ensaio de
quimioluminescéncia e para confirmag¢ao da infeccdo por HCV, ¢ utilizado o ensaio de

imunoblot ou western blot.

Com a evolugdo tecnoldgica, antigenos de diferentes regides do genoma viral foram
impregnados nos suportes de ensaios, objetivando a melhoria da sensibilidade e
especificidade dos kits de diagnostico de uso in vitro e redugdo da janela imunologica. Esta
passou de 150 para 30 dias, quando comparados os primeiros testes disponibilizados e os

testes combinados, respectivamente (POZZOBON; BECK; CECCIM, 2011) (Figura 5).

Figura 5 — Janela imunoloégica do virus da hepatite C (HCV) com os marcadores utilizados
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fonte: site da Biomedicina

No mercado brasileiro, existem os testes para deteccdo de anticorpos anti-HCV, que
utilizam proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos e os testes combinados que
detectam anticorpos e antigenos virais circulantes, os quais s6 aparecem na fase aguda da

infecgao.

Atualmente, ¢ obrigatério a realizagao de um teste de pesquisa de anticorpo anti-HCV
ou anticorpo/antigeno nas amostras dos doadores para liberagdao de bolsa de sangue e
hemocomponentes nos Servicos de Hemoterapia Brasileiros, conforme preconizado na

Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 57 de 16 de dezembro de 2010.
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1.6.1 Testes de triagem

1.6.1.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) é a metodologia mais empregada
para detec¢@o de antigenos e/ou anticorpos anti-HCV por apresentar vantagens como rapidez
no processamento, facilidade de automagao, alta confiabilidade, custo relativamente baixo e
seu formato ¢ o mais apropriado para a triagem de um grande niumero de amostras clinicas ou
de doadores (Figura 6). Esta técnica emprega antigenos e/ou anticorpos ligados a fase solida,
que podem ser detectados por um antigeno ou anticorpo complementar marcado com uma
enzima, capaz de reagir com um substrato cromogénico. A presen¢a de antigenos ou
anticorpos pode ser detectada pelo desenvolvimento de um produto final colorido, cuja
intensidade ¢ medida por leitura em espectrofotometro com comprimento de onda indicado
pelo fabricante. A intensidade da coloracdo ¢ diretamente proporcional a presenca de

antigenos/anticorpos na amostra (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Figura 6 — Ensaio Imunoenzimatico ( ELISA)
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1.6.1.2 Ensaio de Quimioluminescéncia

O ensaio de quimioluminescéncia (CLIA) se baseia no mesmo principio metodologico
do ELISA, entretanto a reagdo ¢ evidenciada pela agdo de um reagente capaz de emitir
fluorescéncia. A reacdo quimioluminescente final ¢ medida por equipamento especifico e o
resultado € expresso em unidades relativas de luz (RLU) que sdo diretamente proporcionais a
quantidade de anticorpos anti-HCV presentes nas amostras de soro ou plasma. O teste
automatizado por quimioluminescéncia vem substituindo o ELISA por sua praticidade e
sensibilidade e especificidade similares ao mesmo, sendo utilizado principalmente em

laboratérios com grandes rotinas (FERREIRA; AVILA, 2001).

1.6.1.3 Ensaio Imunocromatogrdfico(teste rapido)

Além dos testes soroldgicos convencionais empregados no diagnostico da infeccdo
pelo HCV, foram desenvolvidos os chamados “Testes Rapidos”, cuja reagdo ¢ evidenciada em
cerca de trinta (30) minutos. Os testes imunocromatograficos empregam geralmente
membranas pré cobertas com antigenos virais. Os anticorpos anti-HCV, quando presentes nas
amostras de soro, plasma ou sangue total humanos, se ligam ao conjugado ouro coloidal e
migram pela membrana. A formagdo do complexo anticorpo-antigeno determina o
aparecimento de uma banda colorida na area teste. Sdo de simples execucdo e possuem
sensibilidade comparavel aos testes ELISA (FERREIRA; AVILA, 2001). Testes rapidos e
simples possuem um sistema facil de leitura visual, o que dispensa o uso de equipamento
laboratorial, facilitando sua aplicabilidade em estudos epidemioldgicos e em laboratorios de

pequeno porte (Figura 7).
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Figura 7 - Teste rapido

Fonte: http://portuguese.alibaba.com/product-free/hcg-lh-hiv-hbsag-hcv-test-kit-104905270.html

1.6.1.4 Ensaio de aglutinag¢do

Dentro do contexto de metodologias aplicaveis a triagem sorologica, esta o ensaio de
aglutinagdo, considerado um teste simples por ndo necessitar de equipamento para sua leitura
(FERREIRA; AVILA,2001). O teste ¢ baseado na aglutinagdo de particulas de gelatina
sensibilizadas com antigenos do HCV. Essas particulas se aglutinam na presenga de

anticorpos anti-HCV em amostras de soro ou plasma (Figura 8).
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Figura 8 — Ensaio de Aglutinagao
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1.6.2 Teste Confirmatorio

1.6.2.1 Ensaio de Immunoblot

O immunoblot consiste em um ensaio imunoenzimatico utilizado como um valioso
recurso na caracterizagdo de fragdes antigénicas imunodominantes como bandas individuais
em tiras. A detec¢do de anticorpos anti-HCV por immunoblot ¢ baseada nas técnicas
tradicionais de “western blot”, nas quais poliproteinas antigénicas codificadas pelo genoma do
HCV sao imobilizadas sobre um suporte de membrana. A visualizagdo da reatividade dos
anticorpos anti-HCV nas amostras com as proteinas individuais codificadas do HCV das tiras
segue o mesmo principio do ELISA (FERREIRA; AVILA, 2001). O teste confirmatério é
indicado para avaliar, com maior especificidade, amostras que se apresentam repetidamente

reativas ou indeterminadas nos testes de triagem (Figura 9).
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Figura 9- Fitas de nitrocelulose para Immunoblot
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Fonte: site da sciencephotolibrary

1.6.3 Testes Moleculares

Os testes de acido nucleico (NAT) sdo capazes de detectar o RNA do HCV,
quantificar a carga viral e indicar o gendtipo do virus em amostras de soro/plasma humanos.
Essa metodologia ¢ considerada padrao ouro para o diagnostico da infecgdao por Hepatite C. O
método utiliza sondas de 4cidos nucleicos que sdo fragmentos de DNA ou RNA com estrutura
complementar a uma sequencia do acido nucleico a ser detectado. Esse ¢ amplificado por
PCR (polymerase chain reaction-reagao em cadeia da polimerase), hibridizagao (b-DNA) ou
sequeciamento  TMA (transcription mediated amplification-amplificacdo mediada pela

transcrigao).

Os testes qualitativos apenas indicam a presenga ou auséncia do RNA viral. Sdo
indicados para: confirmar o diagndstico de hepatite C; detectar viremia por HCV antes da
soroconversao em casos de infeccdes agudas e em pacientes imunocomprometidos ou
imunossuprimidos; caracterizar transmissao vertical e ocupacional e monitorar a resposta

terapéutica (ZEIN, 2000).

Os testes quantitativos refletem as taxas de replicagdo viral e de eliminagdo do virus
pelo hospedeiro. As principais indicagdes sdo a definicdo do tempo de tratamento e o

monitoramento da resposta viroldgica frente a medicagio (BRANDAO, 2001).
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A determinac¢do do gendtipo em amostras de soro/plasma de pacientes ¢ realizada por
testes moleculares ou soroldgicos. Os testes moleculares utilizam a técnica de PCR,
possibilitando a identificagdo do subtipo viral. Os testes soroldgicos se baseiam na deteccao
de anticorpos genotipo-especificos por ELISA ou por Immunoblot com as vantagens do baixo
custo e maior facilidade de realizagdo. A caracterizagdo genotipica complementa a avaliagao

clinico-laboratorial na definicdo da estratégia de tratamento da Hepatite C.

1.6.4 Caracteristicas dos Testes Soroldgicos

Os testes que detectam antigenos e anticorpos do HCV devem possuir alta
sensibilidade (100%) e especificidade (> ou = a 99%) a fim de impedir a ocorréncia
resultados falso-negativos e falso-positivos, respectivamente (FERREIRA; AVILA, 2001).
Resultados falso-negativos acarretam risco sanitario, constituindo agravo a saude e resultados

falso-positivos expressam prejuizo social ao paciente e ao doador .

A sensibilidade diagnostica ¢ avaliada pela incidéncia de resultados verdadeiramente
positivos obtidos quando o teste ¢ aplicado em individuos sabidamente portadores da doenga
em questdo. A especificidade diagnostica ¢ a incidéncia de resultados verdadeiramente
negativos obtidos quando o teste ¢ aplicado em individuos sabidamente nao reagentes para a
doenga em questdo (FERREIRA; AVILA, 2001) . Em resumo, a seguranca e confiabilidade
dos testes para diagnostico sorologico do HCV dependem, entre outros parametros, da sua

sensibilidade e especificidade (BRASIL, 2006).

O monitoramento efetivo dos conjuntos para diagndstico de uso “in vitro” para a
detec¢do do HCV se encontra regulamentado por forca de legislagdo sanitaria, tornando
obrigatoria a avaliagdo da qualidade antes dos mesmos serem disponibilizados no mercado

(BRASIL, 1976, 2006).

A diversidade dos kits empregados na triagem e confirmagdo sorologica do HCV e a
variabilidade quanto a sensibilidade e especificidade justificam a importancia do controle da

qualidade desses produtos.

Um dos alicerces em que o trabalho do Laboratorio de Sangue e Hemoderivados do

Instituto  Nacional de Qualidade em Satde da Fundagdo Oswaldo Cruz
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(LSH/INCQS/FIOCRUZ) se baseia ¢, justamente, o de assegurar a qualidade de kits
diagnostico de uso in vitro para a triagem soroldégica do HCV e de outras patologias
previamente a sua colocagdo no mercado e/ou comprovar a conformidade dos mesmos

durante a comercializagao.

Neste contexto, o INCQS vem analisando sistematicamente a sensibilidade e
especificidade dos conjuntos de diagndstico de uso in vitro através de andlises prévia, fiscal e
controle, em atendimento a demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Ministério Saude. Para averiguar a qualidade dos mesmos, sdo empregados painéis
soroldgicos com amostras verdadeiramente positivas e negativas para HCV e a confeccao de

painéis ¢ o objeto deste trabalho.
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2 OBJETIVO GERAL

Compor painel sorologico positivo anti-HCV a ser utilizado na avaliagao dos Kits de
Diagnéstico de uso in vitro, empregados na triagem e/ou confirmag¢do diagndstica da infecgado

pelo HCV.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS

v' Caracterizar unidades de plasmas para diferentes marcadores (HIV; HTLV;,

Sifilis; Doenga de Chagas; HCV; HBC e HBsAg);
v" Confirmar sorologia das amostras reagentes para HCV ap0s caracterizagio;

v" Implantar a capacidade analitica do Laboratorio de Sangue e Hemoderivados
(LSH) do Departamento de Imunologia do INCQS no controle da qualidade
dos conjuntos de diagnéstico de wuso in vitro para detecgdo de

anticorpos/antigenos em suas diferentes metodologias.
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3 METODOLOGIA

3.1 AS UNIDADES DE PLASMA

No periodo de 1996 a 2000, 1758 unidades de plasma foram encaminhadas ao LSH para
confec¢do de painéis sorologicos positivos para diferentes patologias (HIV, HTLV, Hepatite
B (anti-HBc e HBsAg) e Hepatite C, Chagas e Sifilis), provenientes de Servigos de

Hemoterapia das regides Nordeste e Sudeste do pais.

Através de solicitagdo formal, os Servigos de Hemoterapia foram contactados para
envio de unidades de plasma que seriam descartadas por resultados reagentes para um ou mais
marcadores na triagem sorologica dos doadores conforme preconizado pela Portaria N°
1376/93-SVS/MS naquela época. Estas unidades, consideradas impréprias para o uso
terapéutico, foram obtidas a partir do fracionamento do sangue total de doadores, colhido com

anticoagulante CPDA — 1. (Citrato, Fosfato, Dextrose ¢ Adenina) (Figura 10).

Atualmente, o LSH possui 5226 unidades de plasmas cadastradas provenientes de todas

as regioes brasileiras.
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Figura 10 - Obtengdo das unidades de plasma.
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3.2 RECEBIMENTO, CADASTRO E IDENTIFICACAO DAS UNIDADES DE PLASMA

As unidades de plasma foram encaminhadas congeladas ao LSH/INCQS,
acondicionadas em caixas térmicas, acompanhadas de documentagdo pertinente, constando:
nome da instituicdo, data da coleta, iniciais do doador, volume aproximado de plasma e
resultados da sorologia, quando aplicavel. No ato do recebimento, as unidades foram
cadastradas em caderno ata de acordo com o preconizado no POP numero 65.3420.013 do

LSH/INCQS.

Finalizado o cadastro, as unidades receberam identificacdo alfanumérica propria do
LSH (Figura 11) e foram ainda analisadas quanto a integridade fisica, volume e identificagdo

da reatividade.

Figura 11 - Modelo de Cadastro no LSH das Unidades de Plasma
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Fonte : LSH

3.3 PROCESSAMENTO DAS UNIDADES DE PLASMA

Somente as unidades de plasma com volume aproximado ou superior a 200 ml foram
selecionadas para processamento. As unidades foram descongeladas a temperatura ambiente e
seu conteudo filtrado, individualmente, em gaze hidrofila (09 fios/cm?, 5 dobras — 8 camadas)
para redu¢do de fibrina. As unidades de plasma fracionadas ndo receberam nenhum tipo de
solucdo conservante ou passaram por processo de recalcificagdo. Apos filtragdo, as unidades

foram distribuidas e estocadas da seguinte forma:
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e aproximadamente 100 ml em garrafas Nalgene™ com capacidade para 250 ml,
estocadas a temperatura igual ou inferior a —20°C;

e 40 ml em dois tubos Falcon™ com capacidade para 50 ml cada, estocados a
temperatura igual ou inferior—20°C e;

e 20 ml distribuidos em 10 criotubos com volume aproximado de 2,0 ml cada. Um
total de 9 criotubos foram estocados a temperatura igual ou inferior a —20°C e 1
criotubo estocado a 4°C (£ 2°C). Este utilizado para realizacdo dos testes

soroldgicos para caracteriza¢do da amostra no LSH (Figura 12).

Figura 12 - Processamento das Unidades de Plasma
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3.4 CARACTERIZACAO DAS UNIDADES DE PLASMA

Além do algoritimo preconizado na testagem obrigatoria realizada pelos Servicos de
Hemoterapia, conforme determinado pela Portaria N° 1376/93-SVS/MS, legislag¢do vigente no
periodo estudado, foi adotado o procedimento de realizar testes adicionais para caracterizagao
de todas as unidades de plasma encaminhadas, utilizando diferentes metodologias e conjuntos

diagnosticos disponiveis no mercado nacional, conforme descrito abaixo:

v" 0l(um) ensaio por ELISA para: Hepatite B (HBsAg, anti-HBc), HTLVUV/II,
Doenga de Chagas, HIVI/II e Sifilis;
v’ 03(trés) ensaios distintos por ELISA para HCV;

<

01(um) ensaio por aglutina¢do para HCV;

v" 01(um) ensaio confirmatorio por Westernblot/Immunoblot para HCV;

Os testes realizados seguiram rigorosamente as instrucdes de uso dos fabricantes.
Todos os conjuntos diagndsticos utilizados possuiam registro na ANVISA/MS e foram
acondicionados de acordo com a temperatura recomendada pelo fabricante.

O algoritmo preconizado para caracterizagao das unidades de plasma nas suas diferentes

etapas de triagem e confirmacao sorologica realizadas no LSH esté representado na Figura 13.
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Figura 13- Algoritmo utilizado para caracterizacdo das Unidades de Plasma no LSH.
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As unidades de plasma reativas para anti-HCV no ensaio imunoenzimatico utilizado
na etapa de caracterizacdo (ELISA 1) foram avaliadas frente a dois outros ensaios
imunoenzimaticos (ELISAs II e III), empregando diferentes antigenos (Quadro 1). Com
objetivo de compor um painel sorologico positivo anti-HCV com amostras caracterizadas em
todas as metodologias disponiveis no ano de 2000, foram realizados ainda: 01 (um) ensaio de

aglutinacdo de particulas e 01 (um) ensaio confirmatdrio — Imunoblot (figura 14).

Quadro 1- Conjuntos de diagnéstico empregados na triagem e confirmagao soroloégica do HCV

Sensibilizacao
Metodologia
(antigeno)
ELISA I P.rot'el.nas recombinantes ( NS3 e NS5) e peptideos
sintéticos (core ¢ NS4)
ELISA II Ant.lgemcos recombinantes (core, NS3 e NS5)
derivados de levedura
ELISA III Trés antigenos recombinantes purificados do HCV
Aclutinaciio Particulas de gelatina sensibilizadas com antigenos
SHutnag do HCV
Antigenos recombinantes das regides core, NS3,
Imunoblot

NS4 e NS5

Figura 14 - Fluxo de testagem das amostras para composi¢ao do painel

ELISA 1 BE) ELISA I1 BE) ELISA III BB Aglutinagio B8y Immunoblot

Fonte: LSH
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3.5 INTERPRETACAO DOS TESTES SOROLOGICOS EMPREGADOS NA
CARACTERIZACAO DO PAINEL

3.5.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Conforme o procedimento adotado no LSH, a interpretagdo dos testes ELISAs (I, II,
IIT), empregados na caracterizagdo das unidades de plasma para as diferentes patologias, foi
realizada de acordo com os critérios estabelecidos pelos fabricantes para validagdo do ensaio e

calculo do ponto de corte (cut-off).

Para padronizacdo de resultados obtidos nos diferentes ensaios imunoenzimaticos, a
reatividade foi determinada pela razdo dos valores de densidade otica (D.O.) entre os plasmas

avaliados e o “cut-off” (ponto de corte), denominada de Racio.

D.O do plasma teste = Racio

“ Cut-off ” (ponto de corte)

As amostras de plasma que apresentaram valores de racio superiores ou iguais a 1,0 foram

consideradas positivas e valores inferiores, negativas.

3.5.2 Ensaio de Aglutinagdo em Particulas

As amostras de plasma reativas para HCV nos ensaios imunoenzimaticos (ELISA 1, II
e III) foram submetidas ao ensaio de aglutinagdo para uma melhor caracterizacdo. A
interpretagdao dos resultados foi realizada de acordo com o critério estabelecido no manual de

instrucao do Kit de diagndstico empregado (Quadro 2).
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Quadro 2 — Interpretacdo do resultado por ensaio de aglutinacao

Padrao das Particulas Interpretacao
Botao redondo e liso no centro do pogo Negativo
Particulas aglutinadas espalhadas, cobrindo o fundo do pogo Positivo
Outro perfil Indeterminado

3.5.3 Ensaio Confirmatoério (Immunoblot)

O ensaio de immunoblot foi utilizado na confirmagao dos resultados obtidos nos testes
de triagem ( ELISA e aglutinagdo). A interpretacdo das bandas detectadas neste tipo de ensaio
foi realizada conforme orientagao do manual de instru¢ao do conjunto diagndstico empregado

(Quadro 3).

Quadro 3 — Interpretagdo do resultado por ensaio de immunoblot

Padriao da tira Interpretacao
Auséncia de banda de HCV Negativa
Pelo menos duas bandas de HCV > controle positivo fraco Positiva

Outro perfil Indeterminado
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS UNIDADES DE PLASMA RECEBIDAS

4.1.1 Distribuigdo quanto a procedéncia das unidades de plasma

Das 1758 unidades de plasma recebidas pelo LSH no periodo estudado (1996 a 2000),
735 (42%) unidades foram oriundas da regido Nordeste e 1023 (58%) da regido Sudeste do
pais (Grafico 5).

Grafico 5- Distribui¢@o das unidades de plasma por regido brasileira

Fonte: LSH

4.1.2 Integridade fisica e volume das unidades de plasma recebidas

As unidades de plasma foram avaliadas quanto a sua integridade fisica e volume. Nao

houve danos ou perdas significativas de volume do plasma apds descongelamento das
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mesmas. Portanto, 100% (n=1758) das unidades de plasma foram distribuidas em aliquotas e

seguiram para processamento € caracterizagao.

4.1.3 Identificacdo da reatividade na rotulagem: registro de sorologia positiva

Um total de 126 (7,2%) das 1758 unidades de plasma encaminhadas foi identificado
pelos Servigos de Hemoterapia como sorologia reagente para HCV ou HCV associado a
outros marcadores. As 1632 restantes (92,8%) foram encaminhadas com sorologia reagente
para os seguintes marcadores: HIV, HBsAg, HBc, HTLV, Chagas e Sifilis ou nao
apresentavam identificacdo da sorologia reagente em suas rotulagens (Grafico 6). Das 126
unidades rotuladas, 121 (96,0%) eram reagentes somente HCV, 02 (1,6%) para HCV/HBc,
02 ( 1,6%) para HCV/Sifilis e 01 (0,8%) para HCV/HTLV.

Grafico 06 — Distribuigdo do registro da sorologia nas unidades de plasma

Fonte: LSH.
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4.1.4 Resultados dos testes soroldgicos realizados

Ap6s ensaios realizados pelo LSH, apenas 39 (30,95%) das 126 unidades de plasma
rotuladas como reagentes para HCV foram confirmadas frente aos resultados soroldgicos
obtidos na caracterizagdo. Portanto, 87 (69,05%) unidades de plasma cadastradas como
reagentes para HCV nao tiveram a sorologia positiva confirmada de acordo com a rotulagem.

Além disso, todas as 1758 unidades foram testadas no LSH para os seguintes
marcadores: HIV, HTLV, HBsAg, HBc, HCV, Doenca de Chagas e Sifilis. A partir da
caracterizacgdo inicial, 64 das 1758 unidades de plasma apresentaram resultado reagente nos
03(trés) ensaios de ELISA (I, I e III) realizados para pesquisa de anticorpos anti-HCV,
representando 3,64% do total de unidades caracterizadas. Os valores de racio das unidades
encontrados nos ensaios (ELISA I, I e III) foram de 7,05, 3,79 e 7,73, respectivamente. O
perfil apresentado demonstrou que as unidades analisadas s3o de média a alta reatividade.

Desta forma, seguiram para melhor caracterizagao, confirmacdo e selecdo para
composi¢do do painel 64 amostras que foram submetidas a ensaio por aglutinagdo e
confirmagdo pela técnica de Imunoblot.

Todas as 64 (100%) unidades foram reagentes nos testes de aglutinacao e a reatividade
foi confirmada em 63 (98,44%) das 64 amostras analisadas para presenga de bandas
especificas de acordo com os critérios de positividade determinados pelo fabricante do
conjunto diagnoéstico utilizado. Uma amostra (1,56%) apresentou resultado indeterminado
mas foi incluida por ter um perfil de soroconversao. Logo, 64 unidades de plasma foram

selecionadas para compor o painel sorologico positivo anti-HCV.

4.1.5 Resultados sorologicos obtidos x Rotulagem

Da analise referente aos dados de cadastros das 64 unidades de plasma selecionadas
para composi¢do do painel positivo para HCV, 21 (32,81%) unidades ndo apresentavam a
reatividade pela qual foram excluidas na rotulagem, 01 (1,56%) unidade estava rotulada para
HBsAg, 01 (1,56%) unidade para HBc/Sifilis, 01 (1,56%) unidade para HIV, 01 (1,56%)
unidade para HBc e 39 (60,95%) para HCV (Grafico 7).
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Grafico 7 — Identificagdo na Rotulagem das Unidades de Plasma Recebidas
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5 DISCUSSAO

A pesquisa de anticorpos anti-HCV em amostras de doadores de sangue passou a ser
obrigatoria em 1993 através da Portaria N° 1376/93-SVS/MS. Apesar das mudangas ocorridas
na legislacdo sanitdria pertinente a triagem soroldgica do doador, permanece a
obrigatoriedade na realizagdo de 0l(um) teste para detec¢do de anti-HCV na triagem do
doador com emprego de testes de alta sensibilidade e especificidade (BRASIL, 1993, 2002,
2004, 2010).

A possibilidade de um resultado falso negativo, tanto em laboratorios clinicos quanto
em Servigcos de Hemoterapia, representa um sério risco sanitario e um resultado falso positivo
pode implicar em problemas pessoais € sociais.

Quando analisados o numero de conjuntos disponibilizados anualmente no mercado
nacional e a importdncia da manutencdo da qualidade dos mesmos, se torna necessaria a
manuten¢do efetiva do controle da qualidade destes produtos antes de sua liberacdo para o
mercado nacional (BRASIL, 1976).

Diante da demanda gerada pela Geréncia de Produtos para Diagnostico "in vitro" da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (GEVIT/ANVISA/MS) e Laboratorios Centrais de
Saude Publica (LACENS), entre outros, no contexto das analises prévias, fiscais e de controle,
conforme preconizado na Lei n® 6360/76, surgiu a necessidade de implantar um painel
soroldgico positivo anti-HCV. Logo, unidades de plasma reativas para diferentes marcadores
soroldgicos foram encaminhadas ao LSH através de solicitagdes para Servicos de
Hemoterapia de diferentes regides do pais no periodo de 1996 a 2000. Somente as regides
Nordeste e Sudeste atenderam a solicitacdo de envio de unidades de plasma no periodo em
estudo. Algumas unidades de plasma enviadas nao identificavam, na rotulagem, a sorologia
para qual foram reativas. Tal fato, ndo constitui ndo conformidade do Servigo de Hemoterapia
frente a legislacdo sanitdria, uma vez que em seus registros internos consta o real motivo de
descarte destas unidades. Atualmente, grande parte dos Servicos de Hemoterapia no Brasil
dispoe de sistema informatizado que disponibiliza etiquetas para identificacdo da reatividade
da unidade de plasma que levou ao bloqueio e conseqiiente motivo do descarte. (BRASIL,
2004).

As 1758 unidades cadastradas no periodo estudado foram processadas e caracterizadas
para os seguintes marcadores: HIV, HTLV, HBsAg, HBc, HCV, Sifilis e Doenga de Chagas.

Das 126 unidades de plasma caracterizadas na sua origem como reagentes para HCV,

apenas 39 unidades (30,95%) foram unidades verdadeiramente positivas para pesquisa de
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anticorpos anti-HCV e destas, 01 unidade confirmou coinfeccdo para HTLV. Como a
associacdao de dois ou mais marcadores em uma Unica amostra ndo acarreta interferéncia na
exatiddo, precisao, reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade dos Conjuntos de Kits de
Diagnésticos de uso in vitro, esta foi incluida no painel positivo anti-HCV ja que o resultado
para HTLV foi indeterminado na técnica de westernblot.

Além dessas, ap0s a caracterizacdo realizada no LSH, foi constatado que 25 das 1632
unidades de plasma, ndo rotuladas para HCV, foram reagentes nos testes para pesquisa de
anticorpos anti-HCV. Dessas, 21 unidades ndo apresentavam resultado do marcador
sorologico reagente em suas rotulagens e 04 unidades estavam rotuladas como reagentes para
HBsAg, HIV, HBc e HBc/Sffilis. Esse fato ndo indica erro na triagem soroldgica do doador
realizada pelo Servi¢o de Hemoterapia de origem uma vez que, diante de um resultado
repetidamente reagente/inconclusivo para um dos marcadores a serem testados nas amostras
dos doadores, ndo ¢ necessario seguir com o algoritimo de testagem. Outro fato a ser
considerado ¢ que os Servicos Hemoterapicos trabalham com uma margem de seguranca de
10 a 20% do valor do cut-off nos ensaios imunoenzimaticos e nao lhes compete confirmar os
resultados obtidos na triagem do doador (BRASIL, 1993). Portanto, ¢ possivel que sejam
recebidas unidades de plasma rotuladas como reagentes para algum marcador e que seus
resultados ndo sejam confirmados na caracterizagdo realizada pelo LSH.

Logo, 64 unidades de plasma verdadeiramente positivas para anti-HCV foram
selecionadas para compor o painel anti-HCV, com valores de racios de média a alta
reatividade nos trés ensaios imunoenzimaticos (ELISA) realizados. Assim, foram submetidas
a ensaio de aglutinagdo, apresentando resultados concordantes com os ELISAs, os quais
foram confirmados pela de técnica de imunoblot, exceto por 01 unidade que foi considerada
indeterminada mas foi mantida na constitui¢do do painel ja que indica a possibilidade de
soroconversao. Portanto, as 64 unidades selecionadas para o painel anti-HCV apresentaram
resultados padronizados, lineares e reprodutiveis frente a diferentes metodologias,
sensibilizacdo e fabricantes dos Conjuntos Diagnosticos para pesquisa de anticorpos anti-
HCV.

Por se tratar de material esgotavel, a inser¢do de unidades de plasma no painel ¢
realizada de forma randdmica, uma vez que ndo ¢ preconizado um nimero maximo de
unidades de plasma para composicdo do painel na literatura. As unidades de plasma sdo
recebidas, caracterizadas e adicionadas ao painel a medida que atendem as especificagdes para

composi¢ao do mesmo, contribuindo para melhoria continua da capacidade analitica do LSH.
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6 CONCLUSAO

No periodo de 1996 a 2000, 1758 unidades de plasma, consideradas impréprias
para uso terapéutico, foram enviadas pelas Unidades Hemoterapicas das regidoes Nordeste
e Sudeste do pais para o Laboratorio de Sangue ¢ Hemoderivados — INCQS/FIOCRUZ.
Apoés a caracterizagdo sorologica realizada pelo LSH, 64 unidades de plasma foram
selecionadas para compor o painel positivo anti-HCV a ser empregado na implantagdo e
melhoria da capacidade analitica do Laboratorio (LSH) no controle da qualidade de
conjuntos diagndsticos de uso in vitro para pesquisa de anticorpos/antigenos do HCV para
atender a demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA/MS. A analise
da sensibilidade e especificidade dos conjuntos diagnodsticos de uso in vitro para HCV ¢é
de suma importancia para saide publica uma vez que esses sao utilizados no diagnéstico
da infec¢do por HCV em laboratdrios clinicos e na triagem soroldgica dos doadores de

sangue em Servicos Hemoterapicos.
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GLOSSARIO

Analise Prévia — efetuada em determinados produtos sob o regime de Vigilancia Sanitaria, a

fim de ser verificado se os mesmos podem ser objeto de registro.

Analise Fiscal — efetuada sobre os produtos submetidos ao sistema instituido pelo
Regulamento, em carater de rotina, para a apuracao de infracdo ou verificagao de ocorréncia

fortuita ou eventual.

Analise Controle — efetuada em produtos sob regime de vigilancia sanitéria, apos sua entrega
ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do produto com a férmula que deu

origem ao registro.

Controle de Qualidade — conjunto de medidas destinadas a verificar a qualidade de cada lote
de medicamentos e demais produtos abrangidos por esta legislagdo, para que satisfagam as

normas de atividades, pureza, eficécia e inocuidade.

Plasma - por¢do liquida remanescente apds separagdo fisica dos elementos celulares do
sangue total, através de processos de sedimentagdo, centrifugacdo ou obtida por

plasmaferese.

Registro de produto - inscri¢do, em livro proprio, apds o despacho concessivo do dirigente
do 6rgdo do Ministério da Satude, sob numero de ordem, dos produtos de que se trata a lei,
com a indicagdo do nome, fabricante, procedéncia, finalidade e dos outros elementos que os

caracterizam.

Especificidade Clinica ou Diagnéstica - incidéncia de resultados verdadeiramente negativos,
obtidos quando o este ¢ aplicado em individuo sabidamente ndo portadores da doenca em

estudo.
Falso Negativo (FN) - ensaio com resultado negativo obtido de amostra de individuo
infectado.

Falso Positivo (FP) - ensaio com resultado positivo obtido de amostra de individuo nao

infectado.
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Janela imunoldgica - o tempo entre a infeccdo pelo HIV e a producdo de anticorpos

suficientes para positivar um teste sorologico de deteccdo de anticorpos do HIV.

Ponto de corte (“cut-off”’- CO) - corresponde a média das leituras dos resultados negativos

mais dois ou trés desvios padrao.

Sensibilidade Clinica ou Diagnéstica - incidéncia de resultados verdadeiramente positivos,
obtidos quando um teste ¢ aplicado em individuos sabidamente portadores da doenca em

estudo.

Servico de Hemoterapia - entidade com a finalidade de prestar assisténcia e apoio

hemoterapico e/ou hematoldgico a rede de servigos de satde.
Verdadeiro Positivo (VP) - ensaios sucessivos com resultados positivos obtido de uma
amostra de individuo infectado.

Verdadeiro Negativo (VN) - ensaios sucessivos com resultados negativos obtido de uma

amostra de individuo ndo infectado.

Testes Confirmatdérios - quando um teste suplementar ¢ utilizado para confirmar um

diagnostico inicial positivo para a infecgdo do HCV
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