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1. BE BRAVE AND AGGRESSIVE
Be direct
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Use varying methods of attack
Be versatile and agile
Attack one target at fime
Use top quality weapons
2. BE PREPARED
Keep weapons in good conditions
Keep in shape
Find good battle comrades
Agree on important points
Choose one Chief
3. BE GOOD MERCHANT
Find out what the market needs
Don't promise what you can’t keep
Don’'t demand overpayment
Arrange things so that you can return
4. Keep THE CAMP IN ORDER
Keep things tidy and organized
Arrange enjoyable activities which strengthen the
group
Make sure everybody does useful work
Consult all members of the group for advice
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RESUMO

INTRODUCAO: A Hepatite C é considerada uma pandemia, mais de 170 milhdes de
pessoas estdo infectadas pelo Virus da Hepatite C. O HCV é a principal causa de
hepatite cronica e Hepatite pés-transfusional (HPT). O risco de HPT tem se reduzido
drasticamente nos ultimos anos, consequente a utilizacdo de técnicas cada vez
mais sensiveis de triagem laboratorial e aos critérios altamente padronizados de
selecdo de doadores. A introducdo de testes combinados antigeno e anticorpo para
a triagem de doadores de sangue foi proposta para reduzir o risco de transmissao
do HCV em situacbes em que a utilizacdo do método considerado padrdao ouro,
biologia molecular, é inviavel, quer seja por condicdes financeiras ou dificuldades
técnicas.

OBJETIVO: Avaliar o desempenho do teste combinado HCV Ag-Ab na triagem
sorologica de doadores de sangue quando comparado ao imunoensaio para
anticorpos de 32 geracgao.

MATERIAIS E METODOS: Foram testados 263.581 doadores voluntarios de sangue da
Fundacao Hemominas utilizando um imunoensaio combinado HCV Ag-Ab. Todos os
doadores reativos/indeterminados foram também testados com um teste para
deteccdo de anticorpo e outro para deteccdo de antigeno. Os doadores
reativos/indeterminados foram convocados para coleta de 22 amostra para
confirmacgao do resultado. através de um imunoblot.

RESULTADOS: Apoés a triagem inicial de 263.581 doadores com um teste capaz de
detectar a presenca de antigeno e anticorpos do HCV, 341 (129/10°) doadores
foram classificados como reativos/indeterminados. Entre os 341 doadores, 42
(12,3%) apresentaram resultados reativos/indeterminados nos dois testes
complementares, HCV-Ab (somente anticorpo) e HCV-Ag (somente antigeno), 79
(23,2%) apresentaram pelo menos um dos testes complementares
reativos/indeterminados. Duzentos e sessenta e dois doadores (76,8%)
apresentaram resultados nao-reativos para ambos os testes complementares. Um
doador (3,8/10°) estava no periodo de janela para detecgdo de anticorpo. A relagdo
DO/CO do teste HCV Ag-Ab foi capaz de separar os resultados reativos de acordo
com a presenca de anticorpos e ou antigeno e também de identificar os resultados
falso positivos no teste de triagem.

CONCLUSOES: A introducdo do teste de triagem HCV Ag-Ab foi capaz de detectar
mais amostras positivas em relagdo ao teste de 32 geragao. Com base nos
resultados do estudo, um novo algoritmo para triagem de doadores na Fundacao
Hemominas foi proposto.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Hepatitis C is considered a pandemic, more than 170 million people
are infected with Hepatitis C. HCV is the main cause of chronic hepatitis and post-
transfusion hepatitis (PTH). The risk of HPT has declined dramatically in recent
years, consequent to the use more sensitive laboratory screening methods and
highly standardized blood donor selection criteria. The introduction of antigen and
antibody combo test for screening blood donors has been proposed to reduce the
risk of transmission of HCV in situations in which the use of a gold standard
method, molecular biology, is not feasible, whether by financial or technical issues.

OBIJECTIVE: To evaluate the performance of the HCV Antigen and Antibody assay
(HCV Ag-Ab) for serological screening of blood donors when compared to a third
generation HCV antibody immunoassay (HCV-Ab).

MATERIALS AND METHODS: We tested 263,581 voluntary blood donors from
Hemominas Foundation with a combo immunoassay HCV Ag-Ab. All
reactive/indeterminate donors were also tested with an antibody (HCV-Ab) only and
an antigen only (HCV-Ag) assay. Donors reactive/indeterminate were called to
collect a second sample to confirm the results with immunoblot assay

RESULTS: After initial screening of 263,581 donors with HCV (HCV Ag-Ab), 341
(129/10°) were classified as reactive/indeterminate. Among the 341 donors, 42
(12.3%) were reactive/indefinite two additional tests, HCV-Ab (antibody only) and
HCV-Ag (antigen only), 79 (23.2%) had at least one complementary
reactive/indeterminate result. Two hundred and sixty-two donors (76.8%) were
non-reactive for both additional tests. One donor (3.8/10%), who was in window
period for HCV antibody, had both HCV Ag-Ab and HCV-Ag reactive results, and a
nonreactive HCV-Ab. The HCV Ag-Ab ratio S/CO was able to separate the results
according reactive antibodies or antigen and also to identify false positive results in
the screening test.

CONCLUSIONS: The screening test HCV Ag-Ab was able to detect more positive
samples than the third generation assay. Based on the study results, a new
algorithm for donor screening in Hemominas Foundation has been proposed.
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I - INTRODUCAO

A Hepatite C é considerada uma pandemia. Segundo
estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 170
milhOes de pessoas estdo infectadas pelo Virus da Hepatite C (HCV).
(1) A Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS) estima que, no
Brasil, 0,94 a 1,89% da populagdo € portadora de anticorpos anti-
HCV. (2) E, de acordo com os dados do DATASUS, aproximadamente
11.000 novos casos de Hepatite C foram diagnosticados no Brasil em
2010. (3) Nos Estados Unidos, Japao e Itdlia, a prevaléncia pode

chegar a 2,2%. (4)

Até o final dos anos 60, apenas dois agentes etioldgicos das
hepatites virais eram conhecidos: o virus A (HAV) e o virus B (HBV).
(5) Na auséncia de diagnodstico laboratorial especifico disponivel, os
casos eram identificados pelos sintomas clinicos, tempo de incubagao
e forma de contagio. A padronizacdao de testes especificos para as
Hepatites A e B também permitiu definir um novo tipo de hepatite
pos transfusional, a Hepatite ndo-A nao-B (HNANB). Quinze anos
mais tarde, a identificacao do HCV e o desenvolvimento de um teste
sorologico especifico confirmaram que o0s pacientes entao
classificados como portadores de HNANB tinham, na realidade,

Hepatite C. (6)

Os principais fatores associados a infeccao pelo HCV sdo o

uso de drogas injetaveis e a transfusdo de hemocomponentes e

1



hemoderivados. Aproximadamente 85% dos pacientes infectados
evoluem para doenca crbonica e, apos 30 anos de doenca, 20% dos
pacientes evoluem para fibrose e cirrose. Destes ultimos, 20%

evoluirao para o carcinoma hepatocelular. (7)

Conhecer o risco de transmissdo de doencas através da
transfusdo de hemocomponentes e hemoderivados é uma importante
ferramenta para monitorar a seguranga transfusional. (8) O risco
residual para a transmissao da Hepatite C e de outras doencgas
infecciosas, definido como aquele que ainda permanece apos a
instituicdo de todas as medidas preventivas possiveis, depende
diretamente: da prevaléncia da doenca na populacdao doadora, do
periodo de janela imunoldgica, da carga de patdgeno presente no
componente infundido e da sensibilidade dos métodos utilizados no
rastreamento das doencas infecciosas pelo banco de sangue. Desta
forma, a utilizagao de testes com elevada sensibilidade pode reduzi-lo

consideravelmente. (9)

A necessidade de avaliar os beneficios de uma técnica mais
sensivel para a triagem de doadores de sangue para a Hepatite C na

Fundacdo Hemominas motivou a realizacao do presente estudo.



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

II.1. EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE C

A Hepatite C é a causa mais comum de hepatite pds
transfusional (HPT) e também a doenca hepatica cronica mais
prevalente no mundo. (1) Estima-se que mais de 170 milhdes de
pessoas estejam cronicamente infectadas com o HCV e que de 3 a 4
milhdes (10) adquirem a infecgdo anualmente. A prevaléncia global

pode chegar a 2,35% da populacao. (11)

A OPAS estima que, no Brasil, 0,94 a 1,89% da populagao é
portadora de anticorpos anti-HCV. (2) Segundo Kershenobich e
colaboradores, a prevaléncia de Hepatite C na populagao brasileira é
de 1,5% e, analisando apenas a populacao adulta, esta taxa pode
chegar a 2,5%. (12) De acordo com o DATASUS, entre 2001 e 2010
foram registrados mais de 110.000 casos novos de Hepatite C no
Brasil. A média de casos foi crescente até 2005 e, em 2010, foram
registrados 11.448 casos novos, (3) conforme mostrado no Grafico
II.1. A maior parte dos individuos infectados (90%) esta concentrada
nas regidoes Sul e Sudeste, com destaque para Sao Paulo e Rio
Grande do Sul, com 56,9% (46,6 mil) e 13% (10,6 mil) dos casos,
respectivamente. (13) Além disso, os individuos afetados sdo, em sua
maioria, homens com mais de 20 anos. (14) Segundo Focaccia e

colaboradores, a prevaléncia de Hepatite C na populacdao de Sao



Paulo, em 2002, era de 1,42%, com idade média de 46 anos e maior
frequéncia no sexo masculino (62%). (15) Um estudo de Rodrigues
Neto e colaboradores em Sao José dos Pinhais, Parana, demonstrou
uma prevaléncia de 0,30% (95% IC 0,12-0,40%). (16) Pereira e
colaboradores, em uma andlise de individuos de 10 a 69 anos
conduzida nas cinco macro regidoes do Brasil, de 2005 a 2009,
encontraram uma prevaléncia de 1,38% ajustada por idade e regiao.

(17)
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Grafico II.1 - Incidéncia de Hepatite C entre 2000 e 2010, segundo o DATASUS.(3)

Segundo a OMS, 3 a 4 milhdes de pessoas no mundo sao
infectadas pelo HCV anualmente, e mais de 350 mil morrem com
doencas relacionadas a infeccdo no mesmo periodo.(18) Os paises
com as maiores prevaléncias da doenca sdo Egito (15%), Paquistao
(4,8%) e China (3,2%). Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia da
doenca varia muito (Figura II.1). Alemanha, Canada, Franca e
Austradlia apresentam baixas prevaléncias da doenca, com taxas que

variam de 0,6 a 1,1%.(1,19) Nos Estados Unidos e Japao, a



prevaléncia pode chegar a 2,2%.(4) Segundo Ciccozzi, a prevaléncia
na Italia é de 3-4,4%, podendo chegar até 26% na regido sudeste e
nas Grandes Ilhas. A Itdlia é o pais europeu com maior prevaléncia

de Hepatite C.(20)

A transmissao da Hepatite C ocorre através do contato com
0 sangue contaminado. A transfusao de hemocomponentes e
hemoderivados e os transplantes de drgaos sélidos, antes da década
de 90, eram as principais causas de transmissdao do virus C na

populagao.(21)

Em paises desenvolvidos, atualmente, a principal forma de
transmissdo da Hepatite C é o compartilhamento de seringas e
agulhas entre usuarios de drogas endovenosas. A prevaléncia da
infeccdo pelo HCV nesse grupo pode chegar a 94% apds 6 anos de
drogadicdo.(1) Até 90% dos usuarios de drogas injetaveis nos
Estados Unidos sao soro-positivos para o HCV (22) e, na China, essa

prevaléncia é de 61,4% (95% IC 55,7-67,2%).(23)
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Figura II.1 - Estimativa da prevaléncia de infeccao pelo Virus da Hepatite C, segundo a
Organizacdao Mundial da Saude. Adaptado de Shepard, 2005 (1)

Nos paises em desenvolvimento, a falha em utilizar
sistematicamente métodos seguros para a prevencgao da infeccao em
ambientes hospitalares, como o uso de materiais descartaveis e
técnicas seguras de esterilizacdo de equipamentos médicos, sdo as
principais causas de infeccao pelo virus C.(1) Acidentes com agulha
contaminada também representam uma fonte de risco para a
transmissdo do virus C nas equipes de saude. Nesse contexto, a
pobreza, o comportamento sexual de risco e o baixo grau de
educacdo formal estao associados a infeccao, porém nao estdo claras

as razoes destas associagoes.(17)

A transmissdo vertical da Hepatite C é rara e estd
geralmente associada com outras infeccoes e com a diminuicao da
imunidade materna, principalmente secundaria a infeccao pelo virus

da Imunodeficiéncia Humana (HIV).(24) A Hepatite C raramente é



transmitida por via sexual. Nos Ultimos anos a incidéncia de infeccao
por essa via aumentou significativamente, principalmente entre

homossexuais masculinos portadores de HIV.(25)

I1.2. O Virus DA HEPATITE C

Até meados dos anos 70, a maioria das hepatites pods-
transfusionais era causada pela entao denominada HNANB.(26)
Somente em 1975, apds a padronizacdo de ensaios especificos para
as Hepatites A e B, a HNANB teve seu agente etioldgico identificado -
o Virus da Hepatite C.(27) Choo e colaboradores isolaram o virus pela

primeira vez em 1989 através da ampliacdo do genoma do virus.(28)

O HCV é um virus RNA de cadeia simples pertencente a familia
flaviviridae e membro Unico do género Hepacivirus. Trata-se de um
virus hepatotréfico que se replica preferencialmente no citoplasma
dos hepatocitos, embora existam evidéncias de sua replicagdo em
linfocitos, células do epitélio da vesicula biliar e do sistema nervoso

central.(29)

A porta de entrada para o virus é o receptor CD81, uma
proteina de membrana da familia das tetraspaninas.(30) Outras
proteinas estdo envolvidas na infeccdao e replicacdo viral: a SR-BI
(human scavenger receptor BI) e trés proteinas de juncao da familia

das claudinas. A replicacdo viral é extremamente rapida, mais de 1012



de cépias do virus podem ser formadas diariamente - 100 vezes mais

do que é relatado para o HIV.(31)

O genoma do HCV codifica uma Unica poliproteina que é
posteriormente clivada em 10 proteinas virais, estruturais e nao
estruturais (Figura II.2). O terco terminal do genoma codifica trés
proteinas estruturais: proteina do core, e glicoproteinas E1 e E2. O
restante do genoma codifica as proteinas nao-estruturais (NS): p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, que coordenam o ciclo de vida

intracelular do virus.(29)

Sdo reconhecidos 6 gendtipos diferentes e mais de 50
subespécies do HCV. Devido a altissima velocidade de replicacdo e a
inexisténcia de um mecanismo para impedir erros de replicagdo, 1 a

5% dos genomas virais sao mutantes.(32)

5

/

3

Wworoor N

ED. ] L} #

) | 1 | |
Core E1 E2 p7 MNS2 MS53 44 AR MSEA MS5B
Proteinas

. Proteinas Nao-Estruturais
Estruturais

Figura II.2: Organizagcdo esquematica do genoma do HCV e as proteinas
codificadas utilizadas como alvo nos testes sorologicos para Hepatite C.
Adaptado de Lindenbach, 2005.(29)

Na populagao brasileira, sdo encontrados os gendtipos 1, 2,
3, 4 e 5. Cerca de 65% dos pacientes estao infectados com o

genotipo 1 e, em torno de 30%, com o 2.(13)



IT.3. QUADRO CLINICO DA HEPATITE C

A sintomatologia inicial da Hepatite C é leve ou inexistente
na maioria dos pacientes. Portanto, raramente o diagndstico é
realizado na fase aguda, o que favorece a transmissao da doenca,
principalmente relacionada a transfusdo.(33) Os sintomas
habitualmente comegam 50 a 70 dias apds o contato inicial com o
virus, e até 20% dos pacientes apresentam resolucdo espontdnea da
infeccao (21). Mais de 85% dos pacientes infectados com o HCV
progridem para a doenca crbnica, estagio reconhecido como fator de

risco para cirrose e carcinoma hepatocelular.(32)

Os pacientes cronicamente infectados apresentam uma
carga viral que tipicamente varia entre 103 e 107 de genomas por mL
de soro. Uma alta carga viral pode ser observada nas semanas
iniciais da infeccdo, entretanto a resposta inflamatéria hepatica

ocorre 2 a 3 meses apos a infecgdo.(29)

A Hepatite C dura, em média, duas a quatro décadas, e
diversos fatores sdo responsaveis por acelerar seu curso para um
desfecho desfavoravel, sendo o consumo de alcool e a co-infeccao

com o HIV e com o HBV os principais.(32)



I1.4. HEPATITE C POS TRANSFUSIONAL

Nas décadas de 70 e 80, o risco de HPT nos Estados Unidos
era de 5 a 18%. Nos anos 80, a chance de um paciente desenvolver
hepatite, usualmente HNANB, apds transfusdao de qualquer
hemocomponente, era de 7 a 12%.(34) A prevaléncia e a incidéncia
em doadores de sangue nos Estados Unidos em 2008 foram,

respectivamente, de 163,4/10° e 5,14/10°.(9)

No inicio dos anos 2000, o risco de transmissao de Hepatite
C no Brasil era de 1 para 13.721 doagdes.(35) Em 2007, foi
observada uma prevaléncia global de 191/10° em doadores de 12 vez,
sendo esta taxa 30 vezes maior em adultos com mais de 55 anos
quando comparada com doadores menores de 25 anos. O risco
residual foi calculado em 1 para 201.000 doagodes, utilizando para o
calculo a janela imunolégica dos testes de deteccao de anticorpo,

58,3 dias.(36)

O risco de HPT tem se reduzido drasticamente nos ultimos
anos, o que se deve, em grande parte, a utilizacdo de técnicas cada
vez mais sensiveis e de critérios altamente padronizados de selecao e
triagem de doadores. Entretanto, o risco de transmissao de infeccao
durante o periodo de janela ainda existe. Estima-se que chance de
transmissdo de HCV em um concentrado de hemacias contendo 1

genoma viral/20 mL de plasma é de 100%.(37)
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II.5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE C

O diagnéstico laboratorial da Hepatite C pode ser dividido
em duas categorias basicas: ensaios imunoldogicos e moleculares.
Desde a padronizacao do primeiro teste em 1989 (19), os ensaios
imunologicos enzimaticos ou quimiluminescentes para a detecgao de
anticorpos anti-HCV evoluiram muito no que se refere a sensibilidade

e sdo, atualmente, a forma mais comum de diagnéstico.

Os ensaios de 12 geracao foram os primeiros a serem
padronizados, no final da década de 80. Estes testes possuiam
apenas uma proteina recombinante, NS4, derivada da regidao nao
estrutural do virus.(38) A NS4 é a proteina viral que apresenta maior
imunogenicidade (39) e a resposta a ela permanece mesmo quando o

material genético do virus C, HCV RNA, deixa de ser detectado.

Segundo Tokeshi e colaboradores, os ensaios de 12 geracao
apresentavam sensibilidade de 71 a 85%, quando comparados com
ensaios de 22 geracdao, em pacientes com Hepatite C crénica. (40) Ja
a especificidade e o valor preditivo positivo (VPP) destes testes eram
de 89% e 59%, respectivamente, conforme observado no estudo de

Barrera e colaboradores. (41)

Apesar da baixa sensibilidade dos ensaios de 12 geracao, a
introdugao destes testes na triagem e selecao de doadores de sangue

foi responsavel por uma importante reducdo do risco de transmissao
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do HCV em pacientes que receberam hemocomponentes e

hemoderivados a partir dos anos 90.

Os testes de 22 geragcao incorporaram antigenos
recombinantes do core e a proteina NS3 ao antigeno NS4, levando a
uma melhora significativa na sensibilidade (92-95%) bem como na
especificidade. Estes ensaios eram capazes de detectar mais
individuos positivos, tanto em populagdes de baixa como de alta
prevaléncia de infecgao pelo HCV.(42) A janela imunoldgica, estimada
em 16 semanas para os testes de 12 geragao, foi reduzida para 10
semanas, (43,44) o que possibilitou outra grande reducao da
incidéncia da HPT. O estudo de Huang e colaboradores demonstrou
que apesar dos testes de 228 geragcdao terem reduzido
significativamente a transmissao do HCV por via transfusional ela
ainda ocorria e que estes testes ainda deveriam melhorar a

sensibilidade de detecgao do virus para erradicar a HPT.(45)

O primeiro ensaio de 32 geracdao para a deteccao de
anticorpos anti-HCV foi licenciado em 1996.(46) A esse teste foi
adicionada mais uma proteina nao estrutural do HCV, a NS5. Esta
proteina foi responsavel por um aumento significativo na
sensibilidade e na especificidade do teste. A presenca de proteinas
recombinantes e antigenos sintéticos conferem maior especificidade

aos testes de 32 geracao. (47) (Figura II-3)
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No estudo de Tobler e colaboradores, 761 entre 292,549
doadores (260/10°) de hemocentros norte americanos foram
inicialmente reativos na 12 testagem e, destes, quinhentos e um
(66%) tiveram os resultados confirmados através do teste
confirmatorio RIBA 3.0. Dentre os 501 resultados verdadeiramente
positivos utilizando testes de 32 geracao, 15 (3,0%) tiveram

resultados negativos em testes de 22 geracao para o HCV.(48)

Shrama e colaboradores estudaram o impacto da introdugao
de testes mais sensiveis para triagem soroldgica de doadores sangue
e demonstraram que os testes de 22 geracao para deteccao de
anticorpos anti-HCV detectava mais amostras reativas que os testes
de 12 geracdao. Apds a implementacao dos testes de 32 geracao em
1996, houve aumento na prevaléncia de testes verdadeiramente
positivos, confirmados através do RIBA 3.0. Este aumento, no
entanto, ndo foi significativo. Também foi demonstrada uma reducgao

significativa de testes indeterminados em doadores de 12 vez.(49)

Vrielink e colaboradores compararam a performance das
trés geracbes de ensaios para HCV em doadores de sangue.
Aproximadamente 100.000 doadores foram testados com um teste de
12 geragao, 170.000 utilizando o de 22 geracao e 262.000 doadores
através do teste de 32 geracdo. Também foram testados pacientes
com infeccao aguda pelo HCV. Duzentos e quarenta doadores foram

inicialmente reativos com teste de 12 geracdo, somente 8% se
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confirmaram verdadeiramente reativos. Entre os doadores testados
com ensaio de 22 geracao 22 (10%) entre 214 inicialmente reativos
confirmaram resultado verdadeiramente reativo. Entre os 262.000
doadores triados através do teste de 32 geracao 387 (0,1%) foram
classificados como inicialmente reativos. Destes, 18 (5%) tiveram os
resultados confirmados através do RIBA 3.0. A especificidade
calculada para os trés métodos foi 99,8%, 99,7% e 99,7%
respectivamente para os ensaios de 12 geragao, 22 geragao e 32
geracgao. O teste de 12 geracao foi capaz de detectar 7 pacientes em
fase de soroconversao, 23 semanas apds a transfusdo. Os testes de
22 geracao e 32 geragao foram capazes de detectar 9 pacientes nesta
mesma condicdao. A soroconversao foi detectada pelo teste de 32
geracdo em média 8 semanas apds a transfusdao enquanto nos testes
de 12 geracao e 22 geracao ela ocorreu 19 e 14 semanas,

respectivamente, apos a transfusdo.(50)

Outros estudos também demonstraram que os testes de 32
geracao eram capazes de detectar mais amostras reativas quando
comparados aos testes de 22 geragao. O aumento da sensibilidade foi
demonstrado tanto para doadores de sangue como para pacientes de

hemodialise. (51-53)

Stramer e colaboradores avaliaram a introducao do teste
NAT em bancos de sangue norte americanos durante 3 anos (1999 e

2002) estudado mais de 37 milhdes de doacdes de sangue. Quando
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testes de 22 geracao e 32 geracao para deteccao do HCV foram

comparados ficou demonstrado que os testes de 32 geracdao eram

capazes de detectar mais amostras reativas. De 156 doagdes HCV

NAT reativas, 17 eram negativas no teste de 22 geracgao e teriam sido

detectadas se um teste de 32 geracdao tivesse sido utilizado. (54)
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Figura I1.3 - Organizagdo genémica e antigenos licenciados para o diagnéstico

da Hepatite C.

Os testes para deteccao de RNA, genericamente conhecidos

como NAT (Testes de Acido Nucléico - Nucleic Acid-based Tests), se

tornaram padrao para a triagem de doadores de sangue em paises

desenvolvidos desde o inicio dos anos 2000 (55-57) O HCV-RNA é

sempre o primeiro marcador da infeccao, seguido pelo aparecimento

dos anticorpos anti-HCV, apds um periodo de incubacdao que varia de

acordo com o método utilizado (Figura II.4). Ocasionalmente, apds a

infeccao aguda,

levando a resolucao do quadro. (58)

pode ocorrer o desaparecimento do HCV-RNA,
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Figura II.4 - Historia natural da Hepatite C cronica apos 50 anos de evolugdo.
Adaptado de Hoofnagle, 2002. (32)
HCV Antibody: Anticorpo anti-HCV; CHH: Carcinoma Hepatocelular

O NAT para o HCV (NAT HCV) é realizado em pool de
amostras e € sempre realizado em conjunto com um teste para
deteccdo de anticorpos. Apos trés anos de implementacdo do NAT
HCV e HIV nos Estados Unidos, quando foram triados
aproximadamente 40 milhdes de doadores de sangue, 170 doagdes
foram positivas no NAT e negativas na pesquisa de anticorpos anti-
HCV. O risco residual para a infeccao pelo HCV, quando utilizados
apenas testes para deteccao de anticorpos, era de 1 para 230.000
doacgOes. A introducao dos testes de 32 geragao em substituicao aos
de 22 geracdo, durante os trés anos do estudo e utilizado nos
diversos servicos de hemoterapia teria reduzido esse risco para 1
para 270.000 doacgdes. Ja a utilizacdo da triagem molecular para a
Hepatite C em doadores de sangue reduziu o risco residual para

menos de 1 em 2 milhdes de doagoes.(54)

16



O NAT HCV inclui testes qualitativos que apresentam limite
de deteccdo muito baixo, < 50 UI HCV RNA/mL, e que sdo utilizados
tanto na triagem soroldégica de doadores de sangue, como na
confirmacdo da infeccdo pelo virus.(59) O RNA viral pode ser
detectado de 1 a 3 semanas apds a infeccdo e aproximadamente 1
més antes do aparecimento dos anticorpos anti-HCV. Ademais, o NAT
pode permanecer positivo nos casos de hepatite crbonica, ser
indetectavel quando ocorre a resolucao espontanea ou cura e, ainda,
oscilar entre positivo e negativo durante todo o curso da doenga
(Figura I1.5).(60) A presenca do RNA viral na amostra é definidora da
infeccao pelo HCV, independente da presenca de anticorpos ou de
alteracdo nas enzimas hepaticas. Entretanto, um teste de HCV RNA
negativo isolado ndao pode ser considerado como auséncia de

infeccao.(46)
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Figura II.5. Padrdao de Positividade de HCV RNA de teste quantitativo. A: Padrdo
Continuo, B: Resolucdo espontdnea e C: Padrdo oscilante. Adaptado de Scott, 2007 (59)
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Os testes combinados para deteccao de antigeno e anticorpo
(Ag-Ab) surgiram em meados dos anos 2000, como alternativa a
implementacao dos testes moleculares.(61) Laperche e colaboradores
mostraram em seu estudo que o HCV Ag-Ab é capaz de detectar 40,8
a 75% das amostras RNA HCV positivas e anti-HCV negativas. Os
testes HCV Ag-Ab podem reduzir o periodo de janela para 20,6 dias
e, em até 30,1 dias, quando comparados a ensaios que detectam
apenas anticorpos (Figura II1.6).(62,63) No mesmo trabalho, os
autores identificam uma oscilagao no sinal de detecgao do ensaio Ag-
Ab, queda que coincide com o aumento na concentracao de
anticorpos livres e o inicio da capacidade de deteccao do imunoensaio

para anticorpos apenas.(63)
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Marcadores de soroconversao de painel comercial (BCP 6225) para o HCV. («) HCV-
RNA (em log UI/mL) (m) HCV Antigeno e Anticorpo [Biorad Monolisa HCV Ag-Ab] e (@) HCV
Anticorpo [Biorad Monolisa Antibody Plus].

Nota: A linha serrilhada indica o limiar de deteccdo estabelecido pelo fabricante. A seta

vertical representa a queda no sinal de deteccdo. DO/CO: Densidade Otica/Cutoff, MP-NAT:
NAT em mini-pool. Extraido de Laperche, 2005. (63)
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Desta forma, em paises onde ha limitacdes praticas e
financeiras a implementacao do NAT HCV, os testes combinados Ag-
Ab podem representar uma alternativa para aumentar seguranca

transfusional em bancos de sangue.
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ITII. OBJETIVOS

III.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o desempenho do teste HCV Ag-Ab na triagem
soroldgica de doadores de sangue quando comparado ao imunoensaio

para anticorpos de 32 geracao.

III.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a reducao do periodo de janela do teste
combinado HCV Ag-Ab comparado ao método de 32 geracgao, dentro

do contexto econdmico do pais e da segurancga transfusional.

- Verificar a frequéncia de testes verdadeiro positivos e
falso positivos, bem como calcular os valores preditivos positivo e
negativo para a Hepatite C em doadores de sangue da Fundagao
Hemominas, utilizando como método de triagem o teste combinado

HCV Ag-Ab .

- Definir um algoritmo para a triagem soroldogica de
doadores de sangue na Fundacao Hemominas baseado nas relacdes
DO/CO do teste combinado HCV Ag-Ab e dos testes complementares

HCV-Ab e HCV-Ag.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Foram estudados 263.581 doadores aptos clinicos, de
acordo com a legislacao vigente na época, Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) 153 de 14 de junho de 2004, da Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA), que compareceram a Fundacdo
Hemominas no periodo de julho de 2009 a junho de 2010. Os
critérios de aptidao levavam em consideracao condigdes clinicas e
epidemioldgicas com o objetivo de reduzir a possibilidade de

transmissao de doencas infecciosas.

IV.2 DESCRICAO DO ESTUDO

Todos os procedimentos e testes realizados neste estudo
foram feitos observando-se as normas definidas pela RDC 153. Os
doadores incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido padronizado pela Fundagao Hemominas.

Uma amostra de sangue em tubo vacuo com ativador de
coagulacdo e gel separador foi coletada de cada doador apto clinico
no mesmo momento da doagdao do sangue, sendo denominada 12
amostra. Apos centrifugacdao no sitio de coleta (Tabela IV.1), as

amostra foram encaminhadas para a Central Soroldgica da Fundagao
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Hemominas e testadas individualmente para Hepatite B (HBsAg e
Anti-HBc Total), Virus Linfotrépico T Humano I/II (HTLV I/II), Virus
da Imunodeficiéncia Humana 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2, duas
metodologias diferentes), Hepatite C, Doenca de Chagas e Sifilis,
como estabelecido na RDC 153. Todos os testes utilizados na rotina
foram previamente validados pela Central Soroldgica da Fundagao
Hemominas, procedimentos que incluem a testagem de painéis
comerciais de soroconversao e performance, painéis com amostras
verdadeiramente positivas da rotina de doadores e de, no minimo,

2.000 amostras nao reativas de doadores de sangue.

Apds a testagem inicial com o ensaio de triagem para o HCV
(HCV Ag-Ab), as amostras reativas ou indeterminadas foram
separadas e repetidas em duplicata. Aquelas repetidamente
reativas/indeterminadas HCV-Ag foram aliquotadas em criotubos e
congeladas a uma temperatura inferior a -25°C (Figura IV.1) estes
doadores foram convocados através de carta para repeticao e

confirmacao do resultado inicial.
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Figura IV.1 - Algoritmo do estudo
HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo Anticorpos Anti-HCV; HCV-Ag:
Imunoensaio para deteccdo Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio para detecgdo
Antigenos e Anticorpos Anti-HCV; RIBA: Recombinant Immuno Blot Assay
Ao final do periodo de coleta estipulado pelo estudo, as
amostras separadas foram testadas, em uma Unica bateria, utilizando
dois testes com metodologias diferentes para o HCV: Um teste de 32
geracao para a deteccao exclusiva de anticorpos anti-HCV (HCV-Ab) e
um teste para deteccao exclusiva de antigeno do core do HCV (HCV-

Ag), denominados neste estudo genericamente de testes

complementares.

Os doadores que retornaram a Fundacao Hemominas para
coletar a amostra para confirmacao dos resultados, denominada 22

amostra, foram novamente testados com o ensaio de triagem, HCV
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Ag-Ab. Aqueles que mantiveram resultados repetidamente reativos

foram submetidos ao teste confirmatério, HCV Imuno Blot - RIBA.

Tabela IV.1 - Distribuicao por sitio de coleta dos
doadores de Sangue da Fundagdao Hemominas de julho

de 2009 a junho de 2010

Unidade

Posto de Coleta de Além Paraiba
Posto de Coleta de Betim
Hemonucleo de Divinopolis
Hemonucleo de Diamantina
Hemocentro de Belo Horizonte
Posto de Coleta Julia Kubistchek

Hemocentro de Governador Valadares

Hemonucleo de Ituiutaba
Hemocentro de Juiz de Fora
Hemonucleo de Manhuacu
Hemocentro de Montes Claros
Hemocentro de Pouso Alegre
Hemonucleo de Passos
Hemonucleo de Patos de Minas
Hemonucleo de Ponte Nova
Posto de Coleta de Pogos de Caldas
Hemonucleo de S&o Jodo Del Rei
Hemondcleo de Sete Lagoas
Hemocentro de Uberlandia
Hemocentro de Uberaba

Total

Aptos clinicos (%)
3.252 (1,23)
10.217 (3,88)
15.644 (5,94)
39.03 (1,48)
68.963 (26,16)
11.249 (4,27)
12.850 (4,88)
3.708 (1,41)
28.619 (10,86)
5.343 (2,03)
15.591 (5,92)
12.364 (4,69)
6.939 (2,63)
6.070 (2,30)
5.993 (2,27)
3.449 (1,31)
5.521 (2,09)
9.006 (3,42)
19.084 (7,24)
15.807 (6,00)
263.581 (100)

IV.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os doadores aptos clinicos que
doaram sangue dentro das unidades da Fundacao Hemominas entre
01/07/2009 e 30/06/2010, periodo de coleta da 12 amostra. A coleta

da 22 amostra foi realizada até agosto de 2012.
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O critério de corte para a definicdo de resultado
indeterminado foi a relacdo Densidade Otica/Ponto de Corte (Cutoff)
(DO/CO) do teste de triagem HCV Ag-Ab entre 0,8 e 1,2. Aqueles
doadores cuja relacao DO/CO foi maior que 1,2 foram considerados

reativos.

IV.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os doadores inaptos clinicos e
aqueles que coletaram amostras fora das unidades de coleta da
Fundacdao Hemominas (Coletas Externas). Este critério foi utilizado
porque a maior parte dos doadores de Coletas Externas nao retornam

para coletar 22 amostra e confirmacao dos resultados.

IV.5 ANALISE ESTATISTICA

As comparacoes de distribuicdo de valores entre variaveis
foram analisadas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os
testes estatisticos e os graficos foram realizados usando o programa
GraphPad Prism 5 software package (San Diego, CA, USA) e Microsoft

Excel 2007.
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IV.6 - TESTE DE TRIAGEM COMBINADO PARA HEPATITE C -

HCV AG-AB

Atualmente a triagem da infeccao pelo HCV na Fundacgao
Hemominas é feita usando o teste combinado HCV Ag-Ab, capaz de
detectar simultaneamente antigeno e anticorpo contra o virus. No
estudo foi utilizado o Abbott Murex® HCV Ag-Ab combination
assay (Murex Biotech S.A, Kyalami, Africa do Sul), imunoensaio tipo
sanduiche em microplaca para deteccdo de antigeno e anticorpo anti-
HCV. Os testes foram realizados no processador automatico de
microplacas, Tecan Evolyzer® 150 (Tecan Group Ltd, Mé&nnedorf,
Suiga), exatamente como recomendado pelo fabricante.
Resumidamente, amostras dos doadores, controles do kit e amostras
para controle interno da qualidade sao incubadas por 60 minutos para
permitir a ligacao do antigeno do core do HCV e/ou anticorpos contra
o virus na fase sélida da reacao, cujos micropocos sao revestidos com
anticorpos monoclonais anti-core e antigenos recombinantes da
regiao NS3 do genoma viral. Apds o periodo de incubacdo e na
presenca de antigenos e/ou anticorpos especificos, ocorre a formagao
de complexo antigeno/anticorpo na fase soélida da reacdo. Proteinas
nao especificas do soro ou plasma sao lavadas. Imediatamente apds
a adicao do conjugado marcado com peroxidase, segue nova fase de
incubacdo por 60 minutos. O conjugado ndo ligado é lavado e entao o

substrato é adicionado. Na presenca de antigeno ou anticorpo anti-
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HCV, ha formacdo de cor, que é detectada através da leitura

espectrofotométrica a 450 nm de comprimento de onda.

IV.7 - TESTE PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-HCV -

HCV-AB

O ensaio para a deteccao isolada de anticorpos anti-HCV
utilizado no presente estudo foi um teste de 32 geracdo, ORTHO®
HCV Version 3.0 ELISA Test System (Ortho-Clinical Diagnostics,
Inc., Raritan, USA). Trata-se de um imunoensaio enzimatico que
utiliza microplaca com antigenos recombinantes da regido estrutural,
C22-3, correspondente ao core do virus, e das regides nao estruturais
NS5 e c200, esta ultima correspondente as regides NS3 e NS4 do
genoma viral. Todos os testes foram realizados em processador semi-

automatico Hamilton® Microlab Fame (Hamilton Robotics).

Os controles do kit, amostras dos doadores e controle
interno da qualidade sao incubadas durante 60 minutos a 37°C. Na
presenca de anticorpos anti-HCV especificos contra os reagentes
aderidos a fase sdélida da reacdo, ocorre a formacao de complexo
antigeno/anticorpo. Apds procedimento de lavagem, em que sao
retiradas proteinas plasmaticas nao relacionadas ao HCV, o
conjugado (anticorpo contra IgG humana conjugada a uma

peroxidase) é adicionado e incubado novamente por 60 minutos.
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Novo processo de lavagem para remocgao do conjugado nao ligado e a
adicdo de peroxidase de hidrogénio se seguem. A formacao de cor é
indicativa de reacao, que é quantificada através de leitura por

espectrofotometria em comprimento de onda de 490 nm.

IV.8 - TESTE PARA DETECCAO DE ANTIGENO DO HCV - HCV-

AG

O teste para a deteccdo de antigeno do HCV usado neste
estudo foi o imunoensaio ARCHITECT HCV-Ag (Abbott, Wiesbaden,
Alemanha). Trata-se de imunoensaio em dois passos que utiliza
tecnologia de microparticulas quimiluminescentes para quantificagao
do antigeno do core do HCV em soro humano. S3ao usados anticorpos
anti-HCV marcados com acridina na fase liquida e anticorpos
monoclonais anti-HCV ligados a microparticulas paramagnéticas como
fase solida. O sistema analitico Abbott® ARCHITECT HCV-Ag
(Abbott, Wiesbaden, Alemanha) trata previamente as amostras a
serem testadas para dissociacdo do complexo antigeno/anticorpo,
permitindo a deteccao nao sé de antigeno livre, mas também do
antigeno do HCV ligado. O limite de deteccdo do teste é equivalente a
0,06 pg/mL de antigeno recombinante c11. Os testes sdo realizados

em sistema fechado totalmente automatizado.
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IV.9 - IMuNoBLOT PARA 0 HCV-RIBA 3.0 HCV

O teste confirmatorio utilizado neste estudo foi o CHIRON
RIBA HCV 3.0 SAI Strip Immunoblot Assay (Chiron Corporation
Emiryville, Califérnia). Trata-se de um imunoensaio cuja fase sélida é
constituida por tiras de alta especificidade para a deteccao de
anticorpos anti-HCV de forma individual, pois cada regido da tira é
impregnada com antigenos recombinantes (c33c e NS5) e proteinas
sintéticas (c100p e 5-1-1p) derivados de regides nao estruturais do
virus e com uma proteina do capsideo viral (c22p), derivada da

regiao estrutural.

As amostras foram processadas no Tecan® Profiblot
(Tecan Group Ltd, Mannedorf, Suica) como padronizado pelo
fabricante do ensaio. O primeiro passo da reacao é a incubacao das
tiras, amostras e controles. No segundo passo as tiras sao incubadas
com anti-IgG humana marcada com peroxidase. Apds novo periodo
de incubacao e lavagem, é adicionado o substrato cromdgeno. Caso
haja ligacao dos antigenos em anticorpos do paciente e destes com a
anti-IgG humana marcada, observa-se a formagcao de banda corada
pela acao da enzima sobre o substrato. Cada banda identifica um
anticorpo especifico. A leitura manual do conjunto de bandas da tira,
como estabelecido pelo fabricante do kit, permite a interpretagao do
teste como positivo, indeterminado ou negativo. O teste ¢é

considerado negativo quando nenhuma banda com padrdao 1+ ou
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superior em relacdo ao controle positivo do kit esta visivel, ou apenas
guando apenas a banda controle hSOD (Superdéxido Dimutase
Humana) apresenta o padrdo igual ou superior a 1+. E interpretado
como indeterminado, se for detectada apenas uma banda com padrao
igual ou superior a 1+, ou ainda a presenca de uma banda 1+ mais a
banda hSOD com o padrao igual ou superior a 1+. Se mais de uma
banda com o padrao igual ou superior a 1+ for detectada, o teste é
definido como positivo. A banda controle hSOD possibilita a detecgao
de anticorpos contra a hSOD que nao sdo especificos para os

antigenos do HCV.
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V. RESULTADOS

V.1 - 12 AMOSTRA

Entre julho de 2009 e junho de 2010 348.626 individuos se
candidataram a doacao de sangue na Fundacao Hemominas, periodo
de coleta do estudo. Apds a entrevista clinico-epidemioldgica
realizada por profissionais qualificados e treinados para esta
atividade, 263.581 (75,6%) foram considerados aptos clinicos e
coletaram material para doacdao de sangue e triagem soroldgica.
Destes, 81.976 (31,1%) se candidataram pela 12 vez a doagao de

sangue na Fundacao Hemominas (doador de 12 vez).

Trezentos e quarenta um doadores (129/10°) tiveram
resultados repetidamente reativos/indeterminados para o teste HCV

Ag-Ab (Tabela V.1).

Tabela V.1 - Resultados das amostras testadas com o teste combinado
HCV Ag-Ab nos doadores aptos clinicos

n (%) n por 100.000 doadores
HCV Ag-Ab Reativo® 226 (0,086%) 86/10°
HCV Ag-Ab Indeterminado® 115 (0,044%) 44/10°
HCV Ag-Ab N&o-Reativo 263.240 (99,87%)

HCV: Virus da Hepatite C; HCV Ag-Ab: Imuno Ensaio Combinado HCV Antigeno e Anticorpos.
() Amostras repetidamente reativas/indeterminadas em 12 amostra.

Dos 341 doadores reativos/indeterminados para HCV Ag-Ab,
42 (12,3%) apresentaram resultado reativo/indeterminado para os
testes HCV-Ab (somente anticorpo) e HCV-Ag (somente antigeno).

Neste grupo, daqui em diante denominado Grupo 1, a mediana
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DO/CO do teste HCV Ag-Ab foi 11,22. Trinta e seis (10,6%) doadores
apresentaram HCV-Ab reativo/indeterminado, porém HCV-Ag ndo-
reativo (Grupo 2) e a mediana das relagdbes DO/CO do HCV Ag-Ab
neste grupo foi 2,11. Setenta e nove (23,2%) doadores
apresentaram pelo menos um dos testes complementares, HCV-Ab
ou HCV-Ag, reativo/indeterminado (Grupo 3). A mediana das relacoes
DO/CO do HCV Ag-Ab neste grupo foi 8,32. Duzentos e sessenta e
dois (76,8%) doadores (Grupo 5) apresentaram resultados nao-
reativos para ambos os testes, HCV-Ab e HCV-Ag, e a mediana das

relacdes DO/CO do HCV Ag-Ab neste grupo foi 1,30.

Um doador (3,8/10°) estava no periodo de janela
imunoldgica para deteccao de anticorpo. O teste HCV-Ab foi negativo,
enquanto o HCV-Ag foi positivo (Grupo 4). A relagcao DO/CO do teste

HCV Ag-Ab para este doador foi 9,81 (Tabela V.2).

Tabela V.2 - Resultados dos testes HCV-Ab e HCV-Ag e medianas
da relacao DO/CO dos 341 resultados reativos/indeterminados no
ensaio combinado HCV Ag_j-Ab.

Mediana DO/CO

Grupos n (%) HCV Ag-Ab P (25-75)&
Grupo 1 42 (12,3) 11,22 8,25-13,05
Grupo 2 36 (10,6) 2,11 1,37-6,75
Grupo 3 79 (23,2) 8,32 2,13-11,71
Grupo 4 1(0,3) 9,81 -

Grupo 5 262 (76,8) 1,30 0,98-2,12

Grupo 1: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag POS

Grupo 2: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag NEG

Grupo 3: HCV-Ab POS/IND ou HCV-Ag POS

Grupo 4: HCV-Ab NEG e HCV-Ag POS

Grupo 5: HCV-Ab NEG e HCV-Ag NEG

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo de Anticorpos Anti-HCV; HCV-Ag:
Imunoensaio para deteccdo de Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio Combinado para
detecgdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV; IND: indeterminado; NEG: negativo; POS:
positivo, DO/CO: relagao densidade o6tica/cutoff

(&) Intervalo entre os Percentis 25 e 75
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Os resultados das relagbes DO/CO do teste HCV Ag-Ab nos
Grupos 1, 2, 3, e 5 foram comparados utilizando o teste de Mann-

Whitney, mostrando diferencas significativas (Tabela V.3).

Tabela V.3 - Comparacao das medianas da relacao DO/CO no teste
combinado HCV Ag-Ab entre os diferentes grupos de reatividades
nos testes isolados HCV-Ab e HCV-Ag

Medianas HCV

Grupos Valor p Ag-Ab

Grupo 1 x Grupo 2 < 0,0001 11,22 x 2,11
Grupo 1 x Grupo 5 < 0,0001 11,22 x 1,30
Grupo 3 x Grupo 5 < 0,0001 8,32 x1,30
Grupo 2 x Grupo 5 < 0,0001 2,11 x 1,30

Grupo 1: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag POS

Grupo 2: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag NEG

Grupo 3: HCV-Ab POS/IND ou HCV-Ag POS

Grupo 5: HCV-Ab NEG e HCV-Ag NEG

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo de Anticorpos Anti-
HCV; HCV-Ag: Imunoensaio para deteccdo de Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab:
Imunoensaio Combinado para detecgdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV;
POS: positivo; IND: indeterminado; NEG: negativo; DO/CO: relacdao densidade
otica/cutoff.

Nota: Realizado teste de Mann-Whitney.

O Grafico V.1 apresenta a distribuicdo dos resultados dos

Grupos 1, 2, 3 e 5 bem como os limites dos percentis 25 e 75.
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Grafico V.1 - Distribuicdo dos resultados das relacoes
DO/CO do teste HCV Ag-Ab reativo/indeterminado
agrupados de acordo com os resultados dos testes
complementares HCV-Ab e HCV-Ag

Relacdo DO/CO

Gruioo 1 Gru;oo 2 Gru;oo 3 Gru;oo 5

Grupo 1: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag POS

Grupo 2: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag NEG

Grupo 3: HCV-Ab POS/IND ou HCV-Ag POS

Grupo 5: HCV-Ab NEG e HCV-Ag NEG

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo Anticorpos Anti-HCV;
HCV-Ag: Imunoensaio para deteccdo Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio
Combinado para detecgdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV; POS: positivo;
IND: indeterminado; NEG: negativo; DO/CO: relacdo densidade dtica/cutoff.

A especificidade do ensaio HCV Ag-Ab foi 99,95% quando
consideradas como verdadeiras positivas as amostras que
apresentaram pelo menos um dos testes complementares reativos. O
valor de corte da relagcao DO/CO para a sensibilidade de 100% (IC
94,48 - 99,99) foi 1,333. A area sob a curva foi 0,9999, com o valor
p<0,0001 (Grafico V.2). O Valor Preditivo Positivo (VPP) do HCV Ag-
Ab na populacao de doadores de sangue da Fundagao Hemominas, foi

37,5% e o Valor Preditivo Negativo (VPN) foi maior que 99,99%.
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Grafico V.2 - Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) dos
resultados do teste combinado HCV Ag-Ab

Curva ROC HCV Ag-Ab
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HCV Ag-Ab: Imunoensaio Combinado para deteccdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-
HCV
Nota: Area sob a curva: 0,9999 (IC 95%: 94,48-99,99)

V.2 - 22 AMOSTRA

Todos o0s 341 doadores com teste HCV Ag-Ab
reativo/indeterminado foram considerados inaptos soroldgicos
temporarios e convidados a retornar a Fundacdao Hemominas para
coleta de uma nova amostra para repeticao do teste de triagem e, se
necessario, o teste confirmatério (22 amostra). Destes, 237 (69,5%)
compareceram a uma das unidades da Hemominas e o tempo médio

de retorno foi de 106 dias (IC 95% 91,8-120,4).

Conforme mostrado na Tabela V.4, dos 237 doadores que
retornaram para coleta da 22 amostra, 114 (48,1%) mantiveram

resultado HCV Ag-Ab reativo. As medianas das relagdes DO/CO do
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HCV Ag-Ab foram 3,31 e 3,64 na 12 e 22 amostra, respectivamente, e
nao houve diferenca estatistica entre os resultados da 12 amostra
quando comparados aos da 22 amostra. Cinquenta e dois (21,9%)
doadores tiveram resultado indeterminado e a mediana das relagdes
DO/CO deste grupo foi 0,88 (P25-75: 0,84-1,01). Na amostra da
doacao, 12 amostra, estes doadores haviam apresentado resultados
HCV Ag-Ab reativos/indeterminados, com mediana DO/CO de 1,18
(P25-75: 0,91-1,44). Quando comparados, estes resultados

mostraram-se diferentes (p<0,0001).

Setenta e um (30,0%) doadores dentre os 237 que
retornaram a Fundacdo Hemominas para repetir o teste de triagem
mostraram resultados negativos no teste HCV Ag-Ab apds a re-
testagem (Tabela V.4). Estes doadores foram considerados aptos

sorologicos em 22 amostra e ndo foram realizados novos testes.

Tabela V.4 - Resultados da repeticdao do teste HCV Ag-Ab na 22 amostra
de 237 doadores inicialmente reativos/indeterminados e relagcao DO/CO

n (%) DO/CO Percentil 25 Percentil 75
HCV Ag-Ab Reativo 114 (48,1%) 3,31 1,81 9,31
HCV Ag-Ab Indeterminado 52 (21,9%) 0,88 0,84 1,01
HCV Ag-Ab Negativo 71 (30,0%) £ £ £

HCV: Virus da Hepatite C; HCV Ag-Ab: Imunoensaio Combinado para deteccdo de Antigenos do HCV e
Anticorpos Anti-HCV; DO/CO: relagdo densidade ética/cutoff;

(£) Dados referentes a 22 amostra ndo disponiveis. (HCV Ag-Ab Reativo/Indeterminado 12 amostra:
Relagdo DO/CO 1,12 (P25-75: 0,91-1,34)

A Tabela V.5 mostra detalhadamente os resultados do RIBA
e as relagdoes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra nos

Grupos 1, 3 e 5. Entre 0s 42 doadores (Grupo 1) que apresentaram
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os trés testes reativos/indeterminados na 12 amostra (HCV Ag-Ab,
HCV-Ab e HCV-Ag), 31 (73,8%) retornaram para a coleta da 22
amostra. Todos os 31 (100%) doadores apresentaram RIBA positivo.
Neste grupo, a mediana das relagbes DO/CO do HCV Ag-Ab na 12
amostra foi 11,32 (P25-75: 9,29-12,99). As relagoes DO/CO do teste

HCV-Ab estao descritas na Tabela V.5.

Entre os 79 doadores (Grupo 3) que apresentaram pelo
menos um teste reativo além do teste de triagem, 58 (73,4%)
retornaram para coletar a 22 amostra. Destes, 49 (84,5%)
apresentaram RIBA positivo e, neste grupo, as medianas das relagoes
DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra foram 10,43 e
4.960, respectivamente. Dentre os 58, cinco (8,6%) doadores
apresentaram RIBA indeterminado e, neste grupo, as medianas das
relacdes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra foram
1,21 (P25-75: 1,06-4,31) e 2.536 (P25-75: 1.050-4.503),
respectivamente. Quatro (6,9%) dos 58 doadores tiveram RIBA
negativo, sendo a mediana das relacdoes DO/CO do HCV Ag-Ab e do
HCV-Ab, 2,23 (P25-75: 0,91-3,89) e 1,25 (P25-75: 1,02-1,98),

respectivamente.

Dos 263 doadores classificados no Grupo 5, 108 (41,1%)
realizaram o RIBA na 22 amostra e, em 102 (94,4%), o resultado foi
negativo. Neste subgrupo, as medianas das relagoes DO/CO do HCV

Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra foram 1,42 (P25-75: 1,13-2,37) e
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0,02 (P25-75: 0,01-0,04), respectivamente. Seis doadores
apresentaram o RIBA indeterminado, e as medianas das relacdes
DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra foram 2,15 (P25-

75: 0,87-2,28) e 0,01 (P25-75: 0,00-0,61), respectivamente.
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Tabela V.5 - Resultados do RIBA e medianas das relagcoes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra nos

diferentes grupos

Grupos n n RIBA 3.0 HCV Ag-Ab HCV Ag-Ab HCV-Ab* HCV-Ab
(12 amostra) (22 amostra) DO/CO P25-75% DO/CO P25-75%
31 POS 11,32 9,29-12,99 4.960 4.960-4.960
Grupo 1 42 0 IND - -
0 NEG - -
49 POS 10,43 2,24-12,52 4.960 4.960-4.960
Grupo 3 79 5@ IND 1,21 1,06-4,31 2.536 1.050-4.503
49 NEG 2,23 0,91-3,89 1,25 1,02-1,98
0 POS - -
Grupo 5 263 6 IND 2,15 0,87-2,28 0,01 0,00-0,61
102 NEG 1,42 1,13-2,37 0,02 0,01-0,04

Grupo 1: HCV-Ab POS/IND e HCV-Ag POS
Grupo 3: HCV-Ab POS/IND ou HCV-Ag POS
Grupo 5: HCV-Ab NEG e HCV-Ag NEG

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo de Anticorpos Anti-HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio combinado para deteccdo de Antigenos do
HCV e Anticorpos Anti-HCV; DO/CO: relacdo densidade dtica/cutoff; RIBA: Recombinant Immuno Blot Assay.

(£) Relagdo DO/CO do HCV-Ab coletado na 12 amostra
(Q) HVC Ag Negativo
(&) Intervalo entre os Percentis 25 e 75
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Cento e sessenta e seis doadores realizaram o teste
confirmatério RIBA (Tabela V.6). Quarenta e nove (29,5%)
apresentaram o RIBA positivo e, neste subgrupo, as medianas das
relacdbes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na 12 amostra foram
10,43 (P25-75: 6,33-12,52) e 4.960 (P25-75: 4.960-4.960),
respectivamente. Em 106 (63,9%) doadores, o resultado foi
negativo, e as medianas das relagcdes DO/CO dos testes HCV Ag-Ab e
HCV-Ab na 12 amostra foram 1,42 (P25-75: 1,13-2,44) e 0,03 (P25-
75: 0,01-0,04), respectivamente. Neste subgrupo, os resultados dos
testes complementares HCV-Ab e HCV-Ag realizados na 12 amostra

foram nao-reativos.

As medianas das relagbes DO/CO do teste HCV Ag-Ab
dos grupos que apresentaram RIBA positivo e negativo foram

diferentes (p<0,0001).
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Tabela V.6 - Resultados do RIBA e medianas das relagcoes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab na
12 amostra

RIBA . HCV Ag-Ab HCV Ag-Ab HCV-Ab# HCV-Ab
DO/CO (P25-75) & DO/CO (P25-75) &
Positivo 49 10,43 6,33-12,52 4.960 4.960-4.960
Indeterminado 11 2,12 1,04-2,74 0,18 0,12-2563
Negativo 106 1,42 1,13-2,44 0,25 0,01-0,04

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para detecgdo de Anticorpos Anti-HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio combinado para
detecgdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV; DO/CO: relacdo densidade otica/cutoff; RIBA: Recombinant Immuno Blot Assay.
(£) Relagdo DO/CO do HCV-Ab coletado na 12 amostra

(&) Intervalo entre os Percentis 25 e 75

Nota: A diferenga entre os grupos com RIBA positivo e negativo foi significativa (p<0,0001). Entre os grupos com RIBA negativo e
indeterminado ndo houve diferenca estatistica.
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Quatro doadores (3,8%) com RIBA negativo apresentaram

resultados reativos/indeterminados para o HCV-Ab na 12 amostra. A

mediana das relagdes DO/CO do teste HCV-Ab foi 1,24 (P25-75:

1,02-1,98) neste grupo (Tabela V.7).

Tabela V.7 - Relagcao DO/CO do HCV Ag-Ab e relagcdao DO/CO HCV-
Ab na 12 amostra em doadores com RIBA negativo

HCV Ag-Ab HCV-Ab HCV-Ag RIBA
Amostra
(12 amostra) (pg/mL)
34-2009/351-008 0,822 1,228 0,00 Negativo
65-2009/234-012 3,259 0,949 0,00 Negativo
58-2009/301-053 4,108 1,270 0,00 Negativo
46-2010/026-013 1,193 2,211 0,00 Negativo

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo de Anticorpos Anti-HCV;
HCV-Ag: Imunoensaio para deteccdo de Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio
combinado para detecgdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV; RIBA: Recombinant
Immuno Blot Assay

Nota: Mediana das relagbes DO/CO do HCV Ag-Ab e do HCV-Ab dos 4 resultados com RIBA
negativo: 2,23 e 1,25, respectivamente.

Onze (6,62%) doadores apresentaram resultado
indeterminado no RIBA. Nestes, a mediana das relagdbes DO/CO
do HCV Ag-Ab na 12 amostra foi 2,12 (P25-75: 1,39-2,74). Os
resultados dos testes complementares sao mostrados na Tabela
V.8. Entre os 11 resultados indeterminados, 5 (45,4%)
apresentaram a banda c33c reativa, 3 (27,3%) a banda c100, 2
(18,2%) a banda c22p e um (9,1%) a banda NS5. Nao houve
relagcao entre o padrao das bandas e as relacbes DO/CO do HCV
Ag-Ab e do HCV-Ab. Além disso, nao houve diferenca estatistica
no resultado da relagao DO/CO do HCV Ag-Ab entre os doadores

com RIBA indeterminado e negativo.
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Tabela V.8 - Relagdao DO/CO do HCV Ag-Ab e testes complementares
realizados na 12 amostra em doadores com RIBA indeterminado.

Amostra HCV Ag-Ab HCV-  HCV-Ag RIBA Padrao
(12 amostra) Ab (pg/mL) RIBA
46-2010/160-033 5,109 4099 0,00 IND c33c- 1+
01-2009/272-064 3,521 4908 0,00 IND c33c- 1+
49-2010/216-002 2,561 0,012 0,00 IND NS5 - 2+
65-2010/059-046 2,743 0,008 0,00 IND c100 - 1+
01-2010/043-115 2,186 -0,003 0,00 IND c100 - 1+
26-2010/175-064 2,118 0,184 0,00 IND c33c- 1+
70-2010/089-017 1,209 1,096 0,00 IND c22p - 1+
55-2009/202-003 1,077 1,327 0,00 IND c33c - 3+
21-2010/016-092 1,039 2536 0,00 IND c22p - 1+
67-2009/229-040 0,875 0,020 0,00 IND c100 - 1+
52-2009/315-005 0,855 0,012 0,00 IND c33c- 1+

HCV: Virus da Hepatite C; HCV-Ab: Imunoensaio para deteccdo de Anticorpos Anti-HCV; HCV-Ag:
Imunoensaio para deteccdo de Antigenos do HCV; HCV Ag-Ab: Imunoensaio combinado para
deteccdo de Antigenos do HCV e Anticorpos Anti-HCV; IND: indeterminado, DO/CO: relacao
densidade otica/cutoff; RIBA: Recombinant Immuno Blot Assay.

Entre os 341 resultados reativos/indeterminados no teste
HCV Ag-Ab, 72 (21,1%) apresentaram relacao DO/CO entre 0,8 e
0,99, abaixo do valor de corte estipulado pelo fabricante, 1,0 (Grafico
V.3). Todos apresentaram resultados nao-reativos no teste para
pesquisa de antigeno, HCV-Ag, e 71 (98,7%) foram ndo-reativos para
o teste de 32 geracao, HCV-Ab. Um doador apresentou o teste HCV-
Ab reativo, a relacao DO/CO do seu teste foi 1,228 e o RIBA

negativo.

Entre os 72 doadores com a relacdo DO/CO do teste HCV
Ag-Ab < 1,0, 51 (70,8%) retornaram para coletar a 22 amostra e

repetir os exames. Vinte e sete (52,9%) apresentaram relagao
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DO/CO < 0,8 na re-testagem em 22 amostra, e desta forma foram

classificados como nao-reativos. Vinte e quatro (47,1%) mantiveram

a relacao DO/CO > 0,8. Destes, 22 (91,7%) tiveram RIBA negativo e

as medianas das relacoes DO/CO do HCV Ag-Ab na 12 amostra e do

HCV-Ab foram 0,88 (P25-75: 0,86-0,94) e 0,02 (P25-75: 0,01-0,04),

respectivamente. Dois doadores (2,8%) apresentaram resultado

indeterminado no RIBA e os resultados dos testes complementares

destes doadores foram nao-reativos em ambos os testes
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Grafico V.3 - Frequéncia de distribuicdo de resultados da relacdo DO/CO do teste
HCV Ag-Ab. Em destaque (vermelho), doadores cujo resultado da relacao DO/CO
foi 2 0,8e < 1,0.
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VI.DISCUSSAO

A seguranga transfusional € um dos maiores desafios da
hemoterapia. Selecao adequada de doadores, padronizacao das
técnicas de coleta, producdo e armazenamento, triagem de doencas
infecciosas, ensaios de imuno-hematologia mais sensiveis e precisos
e a inativacdo de patdgenos sdao procedimentos que garantiram o
aumento da seguranca transfusional nas ultimas décadas. Sistemas
de hemovigiladncia que reduziram os incidentes transfusionais através
de melhores praticas de suporte aos pacientes, bem como técnicas e
processos mais modernos para prevengao de reagoes transfusionais
imediatas sao exemplos menos noticiados do aumento da seguranca

transfusional.

Sempre em destaque na literatura médica, o risco
transfusional de transmissao de doencas infecciosas é responsavel
pela maior parte das publicagdes académicas. O primeiro caso de
transmissdao de virus através da transfusdo sanguinea foi
documentado em 1943.(64) A implementacao de testes de triagem
para infeccdes virais teve inicio em 1969, através do teste para
deteccdo do antigeno de superficie do Virus da Hepatite B (HbsAg).
Com o objetivo de reduzir o risco de HPT, foram introduzidos os
testes para deteccao de anticorpo contra o core do HBV (Anti-HBc) e
a dosagem de alanina aminotransferase (ALT).(65) No final dos anos

80, a introducao de testes especificos para Hepatite C e para o HIV
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permitiram a reducado significativa do risco de infeccdo através da

transfusdo sanguinea.(66)

Desde o fim da década de 70 até os dias atuais, o risco de
transmissdo de HPT caiu vertiginosamente.(67) No inicio dos anos 80,
a percepcao de que a transfusao de hemocomponentes e
hemoderivados era uma importante fonte de transmissao de
infecgOes, especificamente para o HIV, colocou o foco nos riscos
associados a esses procedimentos e levou a importantes modificagdes
na regulacao, fornecimento e testagem de hemocomponentes e

hemoderivados.(68)

O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto da
introducdo de uma técnica mais sensivel para a triagem do HCV em
doadores de sangue, que consiste na deteccdo simultdnea de
antigenos e anticorpos anti-HCV, frente aos testes que detectam
somente anticorpos. Este estudo também pretendeu avaliar a
reducdo na janela imunolégica do HCV, visando aumentar a
seguranca transfusional em um contexto no qual a introducao de
técnicas de triagem moleculares, consideradas como padrdo ouro,

nao podem ser implementadas devido ao alto custo.

A utilizacdo de técnicas de triagem de doadores de sangue
cada vez mais onerosas pode ser uma barreira intransponivel para
muitos paises em desenvolvimento. Foi estimado que, nos Estados

Unidos, o custo da implementacao da testagem molecular para HCV e
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HIV em minipools foi de US$ 1,5 a 4,3 milhdes por ano de vida

ajustado pela qualidade.(54)

Com o objetivo de avaliar se o teste combinado de antigeno
e anticorpo seria capaz de detectar mais amostras reativas do que os
testes que detectam apenas anticorpos, todas as amostras
reativas/indeterminadas pelo teste de triagem combinado HCV Ag-Ab
foram avaliadas usando dois diferentes imunoensaios: o primeiro
capaz de detectar exclusivamente anticorpos anti-HCV e o segundo
exclusivamente antigenos do HCV. Desta forma, seria possivel
determinar qual, antigeno ou anticorpo, foi responsavel pela
reatividade do teste de triagem. Varios estudos ja avaliaram o
desempenho do HCV Ag-Ab frente a painéis comerciais de
soroconversao e amostras sabidamente positivas em pacientes com
alta prevaléncia. (61,63,69,70) Estes estudos demonstraram um
aumento significativo no nimero de amostras detectadas em relagao
aos testes de 32 geracdao e aumento na capacidade do teste em
detectar amostras positivas mais precocemente, reduzindo o periodo
de janela. Foi estimada a redugao do periodo de janela de 26,8 dias
guando o teste de 32 geracgao foi comparado ao teste de 42 geracao,
HCV Ag-Ab.(62) Entretanto, ndao ha relato da avaliacdo desta

estratégia em uma grande rotina de banco de sangue.

Neste estudo, dos 348.626 candidatos a doacao de sangue,

263.581 (75,6%) foram classificados como aptos clinicos, (71) dado
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similar ao encontrado por Gongalez e colaboradores (em publicagao),
(72) em que a aptidao clinica de trés grandes Hemocentros

brasileiros foi de 77,6%.

A triagem soroldgica para o HCV utilizando o teste
combinado HCV Ag-Ab detectou 341 (129/10°) doadores
reativos/indeterminados. Um estudo conduzido pelo Grupo REDS
(Retrovirus Epidemiology Donor Study) (36) demonstrou que a
prevaléncia de infeccdo pelo HCV em doadores de 12 vez foi de
287/10° em Sao Paulo - SP, de 79/10° em Belo Horizonte - MG e
131/10° em Recife - PE. Entretanto, tais resultados ndo podem ser
comparados diretamente com os encontrados no presente estudo, ja
que: 1) O Estudo REDS estudou apenas doadores de 12 vez,
enquanto neste estudo foram coletados os dados tanto de doadores
de 12 vez, quanto de doadores de repeticao; 2) Na primeira fase do
nosso estudo, os resultados nao foram confirmados por metodologia
mais especifica (RIBA), ao contrario do Estudo REDS; 3) Quando sdo
levados em consideragao apenas os resultados com pelo menos um
teste complementar reativo (HCV-Ab ou HCV-Ag), a reatividade em
12 amostra do presente trabalho é reduzida para 29/10° doadores; e
4) Na nossa experiéncia, a reatividade de doadores de 12 vez é

quatro vezes maior do que a encontrada em doadores de repeticao.

Quarenta e dois doadores (12,3%) entre os 341

reativos/indeterminados no HCV Ag-Ab apresentaram
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simultaneamente resultados reativos para o teste HCV-Ab de 32
geracdo e para o teste HCV-Ag. A mediana das relagdes DO/CO do
teste de triagem HCV Ag-Ab foi 11,22 (P25-75: 8,25-13,05). A
reatividade simultdanea nos testes HCV-Ab e HCV-Ag sugere que o
teste combinado HCV Ag-Ab é capaz de reagir em amostras que
apresentam antigeno e anticorpo simultaneamente na amostra. Essa
situacao é de grande importancia na triagem de doadores de sangue,
pois a maioria dos pacientes com Hepatite C aguda ou crénica
possuem antigeno e anticorpo circulantes por grande parte do curso

da doenca e apresentam pouca sintomatologia clinica. (33)

Trinta e seis doadores (10,6%) dentre os 341
reativos/indeterminados no teste HCV Ag-Ab apresentaram resultado
reativo/indeterminado para o HCV-Ab, porém ndo-reativo para o
HCV-Ag. A mediana das relagdes DO/CO do HCV Ag-Ab neste grupo
foi 2,11 (P25-75: 1,35-6,75), sugerindo que o teste de triagem é
capaz de detectar a presenga de anticorpos na amostra mesmo na
auséncia de antigeno. A deteccdao de anticorpos para Hepatite C na
triagem soroldgica de doadores de sangue é de vital importancia. No
curso clinico da doenca, existem pacientes que apresentam oscilagcao
na carga viral podendo, por conseguinte, apresentar menor

guantidade ou auséncia de antigenos na amostra. (46,59)

Setenta e nove (23,2%) doadores apresentaram pelo menos

um dos testes complementares, HCV-Ab  ou HCV-Ag,
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reativos/indeterminados. A relagcao DO/CO deste grupo teve mediana
foi 8,32 (P25-75 2,13-11,71). A reatividade em duas metodologias
diferentes é sugerida por alguns estudos como forte indicativo de um
teste verdadeiramente positivo, encorajando a utilizacao de testes

sequenciais para definicao do perfil sorolégico dos doadores. (73,74)

Neste estudo foi identificado um doador no periodo de
janela imunoldgica para a deteccao de anticorpos anti-HCV. Este
doador apresentou reatividade para o HCV Ag-Ab e para o HCV-Ag,
mas resultado nao-reativo para o HCV-Ab. Estes achados sugerem
que a introducao do teste HCV Ag-Ab é capaz de aumentar a
deteccao de amostras reativas em relacao ao teste HCV-Ab
aumentando, portanto, a seguranca transfusional. Laperche e
colaboradores compararam a sensibilidade dos testes de 32 e 42
geracao e demonstraram que a introducdo destes ultimos pode
reduzir o periodo de janela de 21,6 a 30,1 dias, com consequente
diminuicao no risco residual de 33 a 46% e aumento da seguranca
transfusional. (62) Somente a andlise do HCV Ag-Ab frente ao padrao
ouro para a triagem de doadores de sangue, HCV-NAT, sera capaz de

guantificar o verdadeiro impacto na reducao do periodo de janela

A especificidade do teste HCV Ag-Ab foi de 99,95%,
utilizando para a confirmacao da verdadeira positividade dos
resultados a reatividade de, pelo menos, um dos testes

complementares. Esta especificidade foi semelhante aquela
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encontrada nas avaliagdoes de ensaios de 32 e 42 geragdes para o HCV
em outros estudos publicados.(61,70,75) Nao foi possivel verificar a
sensibilidade do teste porque as amostras de todos os doadores nao
foram testadas com um teste padrao ouro. O baixo VPP encontrado,
37,5%, pode ser explicado pelo padrdao da populacao de doadores.
Esta populacdo possui baixa prevaléncia da doenca devido a selecao
negativa para diminuir o risco de transmissao de doencgas infecciosas.
Da mesma forma, o VPN maior que 99,99% pode ser explicado pela
baixa prevaléncia da doenga na populacao de doadores de sangue,

bem como pela alta especificidade do teste.

O nosso estudo sugere que a analise da relagdo DO/CO do
teste HCV Ag-Ab é capaz de identificar resultados verdadeiramente
positivos. A analise da relacdo DO/CO na definicdo de estratégias
especificas para o diagndstico da Hepatite C ja foi discutida na
literatura e diversos estudos demonstram a importancia da

determinacao de valores especificos para cada método. (60,76,77)

As amostras coletadas no momento da doacao de sangue
cujas relacdes DO/CO do HCV Ag-Ab foram superiores a 4,46 fazem
parte do grupo de doadores que tiveram, pelo menos, mais um teste
reativo. Quando estes doadores coletaram a 22 amostra, a
positividade para a Hepatite C foi confirmada pelo RIBA, metodologia
aceita como padrao para confirmagao de resultados de imunoensaios

de triagem (60).
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Valores mais elevados da relacao DO/CO sugerem a
presenca de antigeno do HCV na amostra. Contreras e colaboradores
descreveram achado semelhante em estudo publicado em 2010.(78)
Valores da relagcdo DO/CO mais préximos ao cutoff sao sugestivos de
resultados falso positivos. No presente estudo, amostras cujas
relagdbes DO/CO do HCV-Ag-Ab foram inferiores a 2,06 na 22 amostra
apresentaram resultado negativo no teste confirmatério, sugerindo
serem resultados falso positivos e corroborando a utilizagdao da
relagao DO/CO do HCV Ag-Ab para a interpretacao dos resultados do
teste de triagem. Esse achado é congruente com os descritos por
Alter e colaboradores, que observaram resultados falso positivos em

testes para detecgao de anticorpos anti-HCV.(60)

A andlise da relacdo DO/CO é importante na medida em que
mais de 70% dos resultados inicialmente reativos no teste de triagem

sao falso positivos.

A relacao DO/CO do teste HCV Ag-Ab do doador que estava
em janela imunoldgica para o HCV-Ab foi 9,81, resultado sugestivo de
um teste verdadeiramente positivo. O resultado do teste para a
deteccao exclusiva do antigeno, HCV-Ag, foi 7,86 pg/mL. O doador
nao retornou para coletar a 22 amostra para confirmagao do
resultado, apesar das cartas de convocacao enviadas de acordo com

o protocolo da Fundacao Hemominas.
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Foram encontrados 11 (6,63%) doadores com resultados
indeterminados no RIBA entre os 166 doadores que retornaram para
coletar a 22 amostra, mantiveram o teste HCV Ag-Ab
reativo/indeterminado e realizaram o teste confirmatdrio, RIBA. Nao
foi possivel estabelecer nenhum padrao de reatividade entre os
resultados dos testes de triagem e complementares e o padrao de
bandas dos resultados do RIBA. Melve e colaboradores (79)
encontraram uma associacao entre os resultados indeterminados de
RIBA e reatividade exclusiva na banda NS5, bem como reatividade
contra o adenovirus. No presente estudo, nao houve diferenca entre
as relagdes DO/CO do HCV Ag-Ab dos resultados RIBA indeterminado

e RIBA negativo.

A triagem sorolégica de doadores de sangue era
regulamentada pela RDC 153 (71) que determina a realizagdao de
testes de alta sensibilidade para as doencas transmissiveis pelo
sangue. Os doadores cujos resultados da triagem soroldgica sao
repetidamente reativos devem ser convocados para repetir os testes
de triagem em uma segunda amostra. Aqueles que mantiverem os
resultados repetidamente reativos em 22 amostra sao considerados
inaptos definitivos e ficam impedidos de doar sangue novamente,
independente de seu diagndstico definitivo. Com excecdo da triagem
para o HIV, para nenhuma outra doenga ha exigéncia de realizacdo

de testes confirmatdrios. Os doadores inaptos sorolégicos devem ser
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encaminhados para centros de referéncia conveniados que ficam

responsaveis pelo diagndstico definitivo.

Um algoritmo para triagem dos doadores seguro, eficiente e
capaz de auxiliar o encaminhamento dos inaptos soroldgicos
permitiria ao banco de sangue estabelecer condutas ageis e
padronizadas, sem o descarte desnecessario de hemocomponentes e
principalmente, sem colocar em risco a seguranca transfusional.
Outro ponto importante a ser levado em consideracao é o custo para
a realizacdo da triagem e do esclarecimento do perfil clinico e

soroldgico do doador.

A utilizacao de testes sequenciais para esclarecimento do
perfil soroldgico ja foi descrita em diversos trabalhos.(80-83) Tal
estratégia tem como objetivo aumentar a especificidade diagndstica
dos testes (84) de doadores repetidamente reativos em 12 amostra,
sem aumentar os custos do diagndstico com a utilizacdo de testes

confirmatorios caros e trabalhosos.

A Fundagao Hemominas utiliza um valor de corte para
classificagcao de resultados reativos/indeterminados (=0,8) diferente
do preconizado pelo fabricante do kit HCV Ag-Ab (=1,0). O propdsito
de se utilizar um cutoff menor seria aumentar a sensibilidade do kit,
aumentando a area sob a curva ROC. No entanto, a eficacia desta

estratégia ndo possui comprovacao na literatura. Em nosso estudo, a
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reducao do valor do cutoff aumentou a incidéncia de resultados falso

positivos, sem aumentar a seguranca transfusional.

Com o objetivo de racionalizar a triagem sorolégica de
doadores de sangue para o HCV, este estudo propde que os doadores
repetidamente reativos na triagem sejam convocados para repeticao
do teste em uma nova amostra, com base nos critérios especificados
pelo fabricante do kit e validados no presente estudo. Desta forma,
sO seriam considerados como reativos os testes cuja relagao DO/CO
fosse > 1,0. Os doadores em que a relacao DO/CO fosse <1,0 seriam
classificados como nao-reativos e, portanto, aptos soroldgicos.
Haveria uma reducdo de 21,1% no numero de doadores classificados
como inaptos soroldgicos. A sensibilidade do teste ndo sofreria
alteracdao, haveria impacto positivo na reducdo do numero de
resultados falso positivos e diminuicdo do numero de

hemocomponentes descartados.

Para os testes de 22 amostra, no novo algoritmo, propomos
a realizacao da re-testagem com o mesmo ensaio de triagem, a
utilizacdo de uma segunda metodologia Ag-Ab (imunoensaio
enzimatico ou quimiluminescente) e a confirmacdao dos resultados
repetidamente reativos através do NAT para HCV. Desta forma o
teste confirmatério RIBA seria suspenso reduzindo sobremaneira os
custos de confirmacao do HCV. No ano de 2012, a Fundagao

Hemominas gastou aproximadamente R$ 115.000,00 somente com a
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realizacao do RIBA. A introducao da segunda metodologia Ag-Ab tem
o0 objetivo aumentar a especificidade do algoritmo com custos

infinitamente inferiores aos do RIBA.

Os doadores com resultados reativos no teste de triagem na
22 amostra e ndo-reativos na 22 metodologia, Imunoensaio Ag-Ab de
metodologia ou fabricante diferentes seriam considerados como
inaptos soroldogico definitivos. Estes doadores ndo seriam
reintegrados ao cadastro de doadores, pois o teste de triagem foi
repetidamente reativo em duas amostras diferentes. Estes doadores
seriam encaminhados para o Servico de Atendimento Médico ao

Doador para esclarecimento.(59,60)

A utilizacado do NAT como teste confirmatoério teria a
vantagem de gerar informagdes importantes para o acompanhamento
clinico dos doadores inaptos soroldgicos ja que o teste molecular,
considerado com diagndstico definitivo para Hepatite C, é capaz de
determinar a atividade da doenga permitindo classificar o paciente
como portador de hepatite cronica ou curado.(46,59,60) A utilizacao
de um segundo imunoensaio no algoritmo poderia substituir a
confirmacdo dos resultados através do RIBA, reduzindo
substancialmente os custos da triagem soroldgica e também

agilizando o encaminhamento dos pacientes
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Em um contexto em que 0s recursos sao escassos € a
introducdo do NAT na triagem de todos os doadores seria inviavel,
mostramos, na Figura VI.1 a proposta de um novo algoritmo
incorporando um segundo imunoensaio combinado Ag-Ac e a

confirmacao daqueles testes repetidamente reativos apenas pelo NAT

Triagem soroldgica para
Hepatite C
HCV Ag/Ab
et Tests ndo-negativo
noasve DO/CO > 1
Y
Liberagao do ‘
hemocomponenies h 4
Hemocomponentes
desprezadas. HCV Ag-Ab 24 Amosira
Doador apto
para novas T”:i.vo
doaghes L
4
Doador Inapto Definitivo v
Teste 26
Metodologia
Antigeno/Anticorpo
Tesle n&o- ¥
nogative Teste Negativo
v v

Orientado pelo SAMD* Teste Orientado pelo
e o ishol Kanty o SAM D‘pe
Ssrvigo de Referéncia (NAT)

Figura VI.1 - Proposta de algoritmo para triagem sorolégica da Hepatite C de
doadores de sangue da Fundacdao Hemominas.

Ag-Ab: Antigeno e Anticorpo; HCV: Virus da Hepatite C; DO/CO: relacdo densidade otica/cutoff;
NAT: Teste de Acido Nucléico
*Servico de Atendimento Médico ao Doador
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VI.CONCLUSAO

O presente estudo sugere que:

A utilizacao do teste combinado HCV Ag-Ab é de diminuir o
periodo de janela e, desta forma, aumentar a seguranca

transfusional.

A avaliacao da relagcdao DO/CO do teste HCV Ag-Ab é capaz

de predizer resultados falso positivos e verdadeiro positivos.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Minimizing the risk of transmission of viral infections through blood
components still challenges blood banks. In developing countries, the major limitation for the
implementation of new technologies is the cost. As an alternative to nucleic acid testing, the
sensitivity improvement of an HCV antigen and antibody assay was evaluated for blood donors
screening, when compared to an HCV antibody only.

STUDY DESIGN AND METHODS: 263,581 blood donors’ samples were tested by an HCV Ag-Ab
assay. All reactive/indeterminate samples were retested using two different assays, HCV
antibody only and HCV antigen only, to determine the presence of antibody or antigen, and to
predict if HCV Ag-Ab was able to reduce the window period.

RESULTS: Among the 263,581 blood donors screened by the HCV Ag-Ab, 341 (0.13%) had
reactive/indeterminate results. Out of them, 42 (12.3%) were reactive in all three tests and 36
(10.6%) had a reactive/indeterminate HCV antibody and a negative HCV antigen result. The
specificity of HCV Ag-Ab was 99.90%. One donor, who was in window period for HCV antibody,
had both HCV Ag-Ab and HCV antigen reactive results, and a nonreactive HCV antibody. The
HCV Ag-Ab signal-to-cutoff (S/CO) ratio was able to predict the presence of the antigen and/or
the antibody.

CONCLUSION:

HCV Ag-Ab can be a powerful tool to reduce the residual risk of HCV blood transmission in the
developing world, if the cost of NAT implementation cannot be feasible. In this context, the
features and benefits of this test justify its introduction on a routine basis.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of post transfusion hepatitis and is the main
cause of chronic liver disease worldwide. ™ Moreover, hepatitis C is the most common reason
for liver transplantation in developed countries ? HCV infects more than 120 million people all
around the world and thus represents a viral pandemic. ®* Acute infection is rarely diagnosed
and most patients have few or no symptoms in the first decade of disease. ® In fact,
development of chronic liver disease is the most common finding among individuals that have
acquired the disease. ® In the developed world, the primary mode of transmission for HCV is
intravenous drug use, while in the developing countries, unsafe injection practices and
transfusions of blood components are the leading causes. ")

The risk of post-transfusion hepatitis C in the 70s and early 80s was estimated at 5 to 18% in
the United States. In the 1980s, 7% to 12% of the recipients of blood products developed
hepatitis, usually the non-A non-B type. Later on, antibodies to HCV were detected in most of
the patients with post-transfusion hepatitis.®®» HCV antibody tests were introduced in the U.S.
for blood donor screening in 1990 and, since then, the residual risk has been greatly reduced®
The risk of transmission of infectious diseases can be useful to evaluate the potential effect of
new screening tests and to survey the safety of blood supply.*? The window period, time
between infection and detectable seroconversion, has enormous importance to estimate the
residual risk of acquiring blood-borne infections. In 2008, the residual risk of HCV transmission
among American donors was 0.87/10° % and, in Canadian Blood Services, it was 0.19/10°from
2001 to 2005. 1213

Tests that are more sensitive can greatly reduce the window period, as well as the residual
risk. The U.S. HCV prevalence and incidence were 163.4/10° and 5.14/10° donations,
respectively, in 2008. 'Y In Brazil, the prevalence and incidence in 2003 were 19/10° and
0.311/10° donations, respectively. ***° |n 2001, the residual risk of HCV was estimated to be 1
per 13,721 blood donations in the south of the country-® At that time, Brazilian blood banks
did not screen donors using HCV combined Ag-Ab tests or NAT (nucleic acid testing). Hepatitis
C virus NAT has been introduced in some high-income countries since 1999, allowing a great
reduction in the window period, despite the absence of anti-HCV antibody.

Since 1993, Hemominas Foundation, the largest Brazilian public transfusion network, started
the screening of all donors for antibodies against HCV. In June 2009, routine screening of blood
donations using a simultaneous antigen and antibody HCV assay (HCV Ag-Ab) was introduced.
To evaluate the performance of this test as an alternative to NAT, all HCV reactive or
indeterminate samples were retested using a 3™ generation HCV antibody (HCV Ab) assay and
a specific HCV antigen (HCV Ag) assay.
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MATERIALS AND METHODS

A total of 263,581 samples collected from 20 centers of Hemominas Foundation, Minas Gerais,
Brazil, from August 2009 to July 2010, were analyzed. According to Brazilian regulations, all
DONATIONS ARE INDIVIDUALLY tested for HIV (two different assays), Hepatitis B (HBsAg and
anti-HBc 1gG and IgM), Hepatitis C, HTLV I/1l, Syphilis and Chagas Disease. The blood units are
discarded if any of those tests is repeatedly reactive or indeterminate.

Samples that were reactive or indeterminate to HCV Ag-Ab were aliquoted. Signal-to-cutoff
(S/CO) values between 0.8 and 1.2 were considered to be indeterminate and those higher than
1.2 were positive. The S/CO ratio was set to 0.8 to deferred donors. At the end of the
collection period, these aliquots were retested with a 3™ generation HCV Ab assay (antibody
only) and an HCV Ag assay (antigen only) in a single analytical run.

Simultaneous detection of HCV antigen and antibodies was performed using the Abbott Murex
HCV Ag-Ab combination assay (Murex Biotech S.A, Kyalami, Republic of South Africa), which is
a enzyme-linked immunosorbent assay based on a sandwich format. All tests were executed
on the microplate processor Tecan Evolyzer 150 (Tecan Group Ltd, Madnnedorf, Switzerland),
exactly as standardized by the manufacturer. Donor serum and controls were incubated for 60
minutes to allow binding of the HCV core antigen (to anti-core monoclonal antibodies) and/or
HCV antibodies (to recombinant and HCV NS3 region genome antigens). After washing,
peroxidase labeled conjugate was added and the wells were incubated for 60 minutes.
Unbound conjugate was washed and the substrate was incubated for 30 min. Thereafter, the
reaction was stopped and the plate was read at 450 nm.

The 3™ generation HCV antibody, ORTHO HCV Version 3.0 ELISA Test System, (Ortho-Clinical
Diagnostics, Inc., Raritan, USA) is an enzyme-linked immunosorbent assay that uses
recombinant HCV encoded antigens (derived both from a structural and a non-structural
regions of the genome — c22-3, c200 and NS5) coated microwells. Controls and specimens
were incubated for 60 minutes at 37°C. After washing, antibodies to human IgG conjugated to
horseradish peroxidase were added and the plate was incubated for more 60 minutes. After
one more wash step, the substrate was added, followed by hydrogen peroxide to stop the
reaction.

Detection of HCV antigen was performed using the ARCHITECT HCV Ag (Abbott, Wiesbaden,
Germany) a two-step immunoassay that uses chemiluminescent microparticle technology to
quantify the HCV core Ag in human serum or plasma. The HCV Ag was detected in the
presence or absence of anti-HCV antibodies, since samples were automatically treated to
dissociate antigen/antibody complexes. The processing time was around 40 minutes.

All numeric calculations and statistical analysis were performed using the GraphPad Prism 5
software package (San Diego, CA, USA). As all data files assumed a non-Gaussian distribution,
statistical comparisons were carried out using the non-parametric Mann Whitney test.
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Figure 1: Study flow chart and results
RESULTS

During the study period we had 263,581 blood donations at Hemominas Foundation, 81.976
(31.1%) of which from first time donors. Three hundred and forty one (0.13%) samples had
HCV Ag-Ab repeatedly reactive/indeterminate results. Out of those, 42 (12.3%) had also a
reactive/indeterminate HCV Ab and a reactive HCV Ag result, showing that these donors had
both circulating antigen and antibody. The mean HCV Ag-Ac S/CO ratio was 10.73 [Cl 95% 9.65-
11.81]. Thirty-six HCV Ag-Ab reactive/indeterminate donors (10.6%) had antibodies present in
their samples, but no antigen. The mean HCV Ag-Ac S/CO ratio was 4.46 [Cl 95% 3.02-5.91]

Seventy-eight (22.9%) out of the 341 reactive/indeterminate donors had an HCV Ab reactive
and a reactive or non-reactive HCV Ag result. This group showed a mean HCV Ag-Ac S/CO ratio
of 7.84 [Cl 95% 6.72-8.96].Two hundred and sixty two donors (76.8%) were negative for both
the HCV Ab and the HCV Ag assays. These samples had a mean HCV Ag-Ac S/CO ratio of 1.88
[C1 95% 1.68-2.07]. The specificity of HCV Ag-Ab was 99.90% when analyzing all donor samples.
One donor was in the window period for HCV antibody, what was evidenced by positive HCV
Ag-Ab and HCV Ag results, but a negative HCV Ab. The HCV Ag-Ab S/CO ratio was 9.81. The
HCV Ag-Ab S/CO ratios are shown on Table 1.

DISCUSSION

Standardization of donor selection, molecular screening tests, and blood pathogen inactivation
are effective approaches to increase blood transfusion safety. Regardless of the cost, the
implementation of new procedures to achieve this goal is still a challenge for developing
countries, since building new laboratory facilities, hiring and training people can be
insurmountable barriers. The cost of HIV-1 and HCV minipool NAT implementation in the
United States was estimated at $1.5 million to $4.3 million per quality-adjusted year of life. *®

Screening tests for HCV have been improved since the first assay was developed in 1989, with
significant enhancement in tests sensitivity and specificity. The 1°* generation anti-HCV test

69



contained a single HCV antigen derived from the nonstructural protein, NS4. The sensitivity,
specificity, and positive predictive value (PPV) were 85%, 89%, and 59%, respectively. *® The
HCV 2™ generation Ab test had an additional core antigen (structural protein) and another
nonstructural protein, NS3.® In high- and low-risk subjects, the 2" generation anti-HCV tests
identified a higher number of anti-HCV-positive samples than the 1% generation test.??
Moreover, the specificity was much higher. The window period was estimated at 16 and 10

weeks for the 1%t and 2" generation HCV Ab tests, respectively. 2V

The first HCV 3™ generation Ab test was licensed to screen donors in 1996, and contains an
additional nonstructural protein, NS5, which significantly increases sensitivity and specificity.
The estimated window period is 50.9 days when compared to the minipool HCV NAT, which
has an infectious window period defined as 7.4 days. Besides, HCV 3™ generation Ab has a
higher PPV when applied to HCV 2" generation reactive donations.*®

The HCV Ag assay is an alternative strategy to NAT. This test exhibits a good correlation with
HCV-RNA levels in anti-HCV-negative patients and is able to identify samples from individuals
in the early stage of infection.?? The sensitivity and specificity vary from 96.4 to 98.3% and
99.9% to 100%, respectively.? In a study by Miedouge et al., HCV-RNA and HCV-Ag levels
were significantly correlated in 92% of the samples. The sensitivity was 91.4% for the 93 HCV-
RNA positive and anti-HCV antibody negative sera from patients and panels. ?* In addition, the
reduction of the window period shown by the HCV Ag assay was comparable to that achieved
using NAT in a study by Niibling and cols.!?

The HCV Ag-Ab combines the detection of both HCV antigen and antibody in a single test, thus
presenting a more rational approach to reduce the window period. It has an advantage over
the 3™ generation Ab test, in that it detects HCV infection much earlier without the operational
disadvantages of procedures such as HCV-RNA or antigen immunoassays or adding a
supplemental test.?®) Therefore, its use can be a cost-effective strategy to blood banks that
cannot afford more expensive technologies.

Since the prevalence of HCV infection is very low in the blood donor population,*4627) the
positive predictive value of a screening test is also very low. In this study, we observed a
specificity of 99.90%. As shown by Contreras et al, even with a specificity of 99%, a
considerable number of false positive results can be found and the test does not afford an
acceptable positive predictive value.?® The blood bank laboratory must have an algorithm to
elucidate all positive and indeterminate results.

Tests with high sensitivity have made possible the identification of donors in the very early
stages of the HCV infection. Low sensitive tests can miss a substantial proportion of infected
persons and increase the residual risk of transfusion-transmitted infection. In low prevalence
populations, like blood donors, the use of highly sensitive methods is mandatory. The present
study evaluated an HCV Ag-Ab assay in order to determine its sensitivity improvement when
compared to a 3™ generation Ab assay, as an alternative for the implementation of molecular
screening tests. Our results demonstrated that the combined HCV Ag-Ab assay could detect
more positive samples when compared to the HCV Ab 3™ generation Similarly, Laperche et al.
found that in anti-HCV negative samples collected in the pre-seroconversion phase, HCV Ag-Ab
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was able to detect 70.5% of HCV RNA-positive samples, shortening the window period in 26,8
days.? Herein, we showed that among 263,581 blood units screened, only one was found to
be in the window period. This sample was positive for HCV Ag-Ab and HCV Ag assays, but HCV
Ab negative. Reduction of the window period for detection of potentially HCV infected blood
donors represents an important goal in the transfusional setting. HCV Ag-Ab assay could be an
answer for many developing countries, offering a great advantage over the currently used
antibody screening tests. Very well standardized and showing high sensitivity and specificity,
HCV Ag-Ab, the so-called 4" generation HCV, can detect HCV infection much earlier, reducing
the window period without cost and operational disadvantages of NAT.

Finally, several studies have shown that the analysis of the S/CO ratio could help interpreting
the results of HCV Ab immunoassays.?>?%3% Qur data suggest that the presence of the HCV
antigen in a sample can be predicted by higher values of HCV Ag-Ab S/CO ratio. The highest
HCV Ag-Ab S/CO ratios were observed in the group that had both antibody and antigen in the
sample (10.73 [Cl 95% 9.65-11.81]) as well as the sample that had only the antigen (9.81);
intermediary values were observed in the group that had only antibodies (4.46 [Cl 95% 2.97-
5.96]); and low values in the group with neither antibody nor antigen (1.88 [Cl 95% 1.68-2.07]).
The S/CO ratio brings an important information without any additional cost and can assist to
determine the best approach that enables a more rational use of time and resources.?°)

To our knowledge, this is the first study that evaluated the implementation of HCV 4t
generation in a large blood bank service. In our experience, this assay could improve the safety
of blood supplies in developing countries by decreasing the risk of transfusion-transmitted HCV
infection.
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