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Prevaléncia sorologica e intensidade da resposta humoral ao Virus da
Hepatite C entre os individuos atendidos em um hospital publico.

Seroprevalence and the intensity of the humoral response among
HCYV chronic infected individuals attending in a public hospital.
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Resumo

A infeccdo cronica pelo virus da Hepatite C (HCV) ¢ considerada grave, podendo progredir para cirrose
¢ descompensagdo hepatica. Objetivos: Verificar a prevaléncia da infecgdo pelo HCV entre os individuos
triados, entre setembro de 2007 e setembro de 2009 determinando a correlagdo dos niveis séricos de
anticorpos com presenga do RNA viral. Métodos: Os resultados sorologicos da pesquisa de anticorpos
anti HCV pelo método imunoenzimatico ELISA (BioMérieux®) de 4536 individuos foram analisados
retrospectivamente. O resultado da pesquisa molecular (COBAS AMPLICOR HCV Roche Diagnostics®)
de 79 pacientes foi obtido através de registros médicos, sendo os gendtipos 1 e 3 os mais frequentes. A
probabilidade do resultado sorologico estar relacionado com a pesquisa molecular foi verificada através
de curva ROC, construida para diferentes valores de index (DO amostra/DO ponto de corte do ELISA).
Resultados: Das amostras para as quais foi realizado o teste molecular, 82,3% confirmaram presenga de
RNA HCV. Os Valores preditivos positivos (VPP) e Valores preditivos negativos (VPN) para presenga
de viremia, considerando valores de Index 4,0 3,0 e 2,0 foram: para Index 4,0 sensibilidade (S) de 62%,
especificidade (E) 64%, VPP de 89%, VPN de 27%. Para index 3,0 S=93,0%; E=36,0%, VPP 87%, VPN
55%. Para Index 2,0 S=100%, E=21%, VPP 85%; VPN 100%. Conclusio: Pode-se inferir que ha grande
probabilidade de pacientes com reago sorologica para pesquisa de anti-HCV reagente e Index menor que
2,0, terem suprimido a infecgdo pelo HCV, e com Index superior a 4,0 apresentarem viremia presente.

Palavras-chave: HCV. Genotype. index.

Abstract

Chronic infection with hepatitis C virus (HCV) is a severe infection that may progress to cirrhosis and
hepatic decompensation. Objectives: To determine the prevalence of HCV infection amongst screened
individuals, between September 2007 and September 2009 to determine the relationships between serum
antibody levels and the presence of viral RNA. Methods: Serological results of the research to anti HCV
antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA (BioMérieux ®) of 4536 subjects were analyzed
retrospectively. The results of molecular research (Cobas AMPLICOR HCV Roche Diagnostics ®) of 79
patients were extracted from medical records, and genotypes 1 and 3 were the most frequent. The probability
of serologic results to be related to molecular analysis was verified by ROC curve constructed for different
values of Index (OD sample / OD cutoff ELISA). Results: Of samples for which the molecular test was
performed, 82.3% confirmed the presence of HCV RNA. Positive predictive values (PPV) and negative
predictive values (NPV) for the presence of viremia, considering Index values of 4.0 3.0 and 2.0 were: for the
Index 4.0 sensitivity (S) of 62%, specificity (Sp) 64%, PPV 89%, NPV of 27%. In the Index 3.0 S = 93.0%;
E =36.0%, PPV 87%, NPV 55%. In the Index 2.0% S=100, E=21%, PPV 85%; VPN 100%. Conclusion:
It can be inferred that there is high probability of patients with serological reaction for screening anti-HCV
reagent, presenting Index lower than 2.0 have suppressed HCV infection, and index above 4.0 have present
viremia.
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Introducao

A infec¢do pelo HCV ¢ considerada uma das
principais causas de hepatite cronica, cirrose
hepatica e carcinoma hepatocelular no mundo. A
cada ano, entre trés a quatro milhdes de pessoas
sdo infectadas (VERBEECK et al., 2008). O
Brasil, segundo dados da Organizagdo Mundial
da Saude (WHO), se encontra entre os paises
com prevaléncia de infec¢cdo por HCV entre 2,5
a 10% (TE; JENSEN, 2010). Contudo, estudo
recente de base populacional reporta uma
prevaléncia de 1,38% de individuos positivos
para HCV, colocando o Brasil entre os paises
com baixa prevaléncia da infec¢do (PEREIRA et
al., 2013).

O curso natural da hepatite C ¢ lento e
progressivo na maioria dos casos, sendo que cerca
de 80,0% dos infectados tornam-se portadores
cronicos do HCV. Nos casos mais graves, ocorre
progressdo para cirrose e descompensagdo
hepatica, caracterizada por alteragdes sistémicas
e hipertensdo portal cursando com ascite, varizes
esofagicas e encefalopatia hepatica (ALAZAWI
et al., 2010). Na auséncia de tratamento, quando
ocorre a cronificagdo, em média, 20% dos
pacientes podem evoluir para cirrose e 1 a 5%
desenvolvem carcinoma hepatocelular (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A infeccdo pelo HCV pode ser diagnosticada
por testes sorologicos, usados para triagem, que
pesquisam anticorpos anti-HCV e por testes
moleculares de confirmacdo diagndstica por
meio da detecgdo do genoma viral. O primeiro

teste soroldgico, Imunoenzimatico (ELISA
I), de primeira geragdo, detectava anticorpos
somente contra o antigeno viral ¢100-3,

apresentando sensibilidade de 80%. Os métodos
imunoenzimaticos de terceira geragdo passaram
a apresentar na fase so6lida do teste, quatro
antigenos, o ¢33c, o c100-3 e o c22 e antigeno
da regido NS5 melhorando a sensibilidade e a
especificidade na pesquisa de anticorpos anti-

HCV em comparacao com o ELISA 1. Contudo,
mesmo assim, estes anticorpos somente serao
detectados no soro do paciente quatro a seis
semanas apods infeccdo viral (TEIXEIRA;
BASSETI-SOARES; OLIVEIRA, 2004).

Em relagdo a especificidade, os imunoensaios
de terceira-geragdo, apesar de demonstrarem
desempenho superior as geragdes anteriores,
ainda resultados falso

podem apresentar

positivos para anti-HCV, geralmente com
reatividade de baixa intensidade, ocorrendo
numa frequéncia de 15% a 62%, principalmente
quando realizados em populagdo com baixa
prevaléncia da infec¢do (CONTRERAS, 2006).
Por esta razdo, uma reagdo soroldgica positiva
deve ser complementada por teste de acido
nucleico (NAT), o qual determina a presenca do
RNA viral. Quando o RNA viral ndo ¢ detectado
isto pode indicar uma infec¢@o passada, onde
ocorreuaeliminagao do virus; ouuma pesquisa de
anticorpos falso positiva. Quando o RNA viral ¢
detectado, a viremia encontra-se presente, sendo
caracterizada uma infec¢do atual, causada pelo
HCV (CENTERS FOR DISEASE CONTROL

AND PREVENTION, 2013).

Portanto, s6 os testes moleculares, que
determinam a presenga do virus na amostra
examinada, caracterizados pela elevada
sensibilidade e especificidade, sdo considerados
padrdo ouro para confirmagdo da infecgdo pelo
HCV. Entretanto, esses métodos sdo mais caros

e exigem indicagdes precisas.

Apos a confirmagdo da presenga do genoma

viral, é importante também determinar o
genotipo viral responsavel pela infeccdo. O
HCV apresenta alta diversidade genética,
traduzida em diferentes tipos e subtipos. Cepas
do virus isoladas em diferentes regides do
mundo mostraram diferencas em 30,0% a 35,0%
no seu genoma, o que permitiu classifica-las em
seis genodtipos maiores ¢ mais de 100 subtipos

(SY; JAMAL, 2006). Sabe-se que a evolucao
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da hepatopatia e a resposta ao tratamento
instituido estdo vinculadas ao genoétipo viral
(VASCONCELOS et al., 20006).

Com base nesses achados, alguns estudos tém
procurado expressar os resultados soroldgicos
ndo apenas de forma qualitativa, baseado no
ponto de corte da reacdo (cut off) mas também
de forma semi-quantitativa, avaliando a razdo
entre o valor da densidade otica (DO) da
amostra testada e o ponto de corte. Este valor
esta diretamente relacionado a concentracdo
de anticorpos na amostra (CONTRERAS et al,
2007), e niveis altos de anticorpos anti-HCV tem
mostrado ser um marcador preciso para predizer
apresenca de viremia, a qual sera confirmada por
testes de acido nucleico (NAT), demonstrando a
infeccdo pelo HCV (CONTRERAS et al., 2012).

Frente a estes fatos, este estudo teve como
objetivos determinar a frequéncia de hepatite C,
por meio da pesquisa de anticorpos anti-HCYV,
entre os individuos atendidos em um Hospital
Universitario no periodo de 2007 a 2009, e
correlacionar os niveis séricos dos anticorpos
anti-HCV a detec¢do do HCV por PCR,
investigando os genotipos circulantes quando
possivel.

Materiais e Métodos

Para a determinagdo da prevaléncia pelo HCV,
foram analisados 4536 registros do banco de dados
do Laboratério Central do Hospital Universitario de
Santa Maria (LAC_HUSM), obtidos entre setembro
de 2007 e setembro de 2009, de pacientes que haviam
sido triados para pesquisa de anticorpos anti-HCYV,
pelo método imunoenzimatico ELISA de terceira
geracdo (BioMériex®). Os testes sorologicos
foram solicitados ap6s consulta ambulatorial,

principalmente pela clinica de gastroenterologia.

Para verificar a correlagdo da intensidade da
reacdo sorologica (ELISA), com o resultado da
pesquisa molecular para HCV, foram incluidos no

estudo apenas 79 pacientes que possuiam prontuario
com registro de solicitacdo e resultado de pesquisa
do RNA do HCV. O RNA viral foi detectado
utilizando o teste qualitativo Cobas Amplicor v2.0
HCV® (Roche Molecular Systems®, Califérnia);
com limite inferior de detec¢ao de 50 Ul/mL. Para
estes individuos foi verificado, sexo, presenca
de co-infeccdo pelo virus HIV e, resultado da
genotipagem para HCV, quando solicitada,
tendo o sequenciamento sido realizado segundo
metodologia descrita por Simmonds (1995).

A intensidade da resposta humoral foi entio
determinada através do calculo de um index, onde
a partir do resultado do teste ELISA, a densidade
otica (DO) da amostra testada ¢ dividida pela DO
que corresponde ao ponto de corte da reagdo (do
inglés, cut off). (CONTRERAS etal., 2007). Valores
com Index superiores a 1,0 foram considerados
reagentes. Foi entdo determinado o Valor preditivo
positivo (VPP) e negativo (VPN) de diferentes
valores de Index para verificar a probabilidade de
o individuo ter pesquisa viral (PCR) positiva ou
negativa, e através de uma curva ROC, demonstrada
a sensibilidade e especificidade para estes diferentes
valores de Index. Os dados foram analisados através
de estatistica descritiva.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa (CEP) da UFSM, conforme protocolo
0261.0.243.000-09.

Resultados

A prevaléncia sorolégica para HCV na
populagdo estudada foi de 7,7% (349/4536).

Entre os pacientes que tiveram a confirmacao
do resultado soroldégico através da realizacdo
da pesquisa viral por método molecular (n=79),
14 tiveram resultado de PCR negativa e 65
tiveram resultado de PCR positiva, confirmando
a infec¢do por HCV em 82,3% deste grupo.
Entre estes pacientes com infec¢do pelo HCV

confirmada por PCR, 18 apresentavam co-
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infec¢do pelo virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV).

Em relagdo ao sexo, entre os individuos
com pesquisa molecular positiva, 24 eram do
sexo feminino ¢ 41 do sexo masculino. Entre os
individuos com resultado de PCR negativo, 7
eram do sexo feminino e 7 do sexo masculino.

Apenas foi possivel verificar o genotipo
do HCV de 29 dos 65 pacientes com pesquisa
molecular para HCV positiva. Os genotipos
encontrados foram 1, 1a, 1b, 2, 3, 3a. A frequéncia
maior foi do genoétipo 1 e 3. (Figura 1).

Figura 1 - Frequéncia dos genotipos de HCV na
amostra estudada. HUSM (2007-2009)

Gendtipo 1 0 Gendtipo 2 m Gendtipo 3

Fonte: Leitemperguer, M.

Entre os 19 gendtipos 1 encontrados, 2 foram do
subtipo la e 1 do subtipo 1b. Entre os 9 genotipos 3,
3 eram do subtipo 3a. O gendtipo 2 foi encontrado
em apenas 1 paciente, nao pertencendo a nenhum
subtipo.

Entre os individuos apresentando co-infec¢ao
HCV/HIV verificou-se que todos os individuos
infectados com os subtipos do HCV (la e 3a)
apresentavam co-infeccdo (Tabela 1),
estes genoétipos ausentes nos individuos ndo co-

estando

infectados.

Tabela 1 - Distribuicdo dos gendtipos de HCV encontrados
segundo a presenca de co-infecgdo pelo HIV. HUSM (2007-2009).

GENOTIPO CO-INFECCAO COM HIV SEM CO-INFECCAO

N(%) N(%)
1 3(10.3) 13 (45)
1a 2(7.0) 0
b 0 12,9
2 0 1(2.9)
1(2.9) 5(17.3)
3a 3(10.3) 0
Total 9 (31) 20 (69)

Fonte: Leitemperguer, M.

Comparando a intensidade da resposta sorologica
por ELISA e o resultado da pesquisa molecular (n=79),
foi determinado o melhor ponto de corte (Index) para
confirmagao da infec¢ao por HCV.

Ressalta-se que entre os individuos com pesquisa
molecular para HCV e soropositivos para HIV (n=18),
10 apresentaram intensidade de resposta soroldgica com
Index > 4, apenas cinco apresentaram Index entre 3 ¢ 4
e nenhum apresentou Index menor que dois, indicando
que a co-infec¢@o ndo estava, neste momento, alterando
a producdo de anticorpos especificos. Desta forma, a
analise da resposta sorologica foi feita de forma global.

Considerando resposta soroldgica em ambos 0s
grupos (HIV + e HIV -) com Index maior que 4,0, a
sensibilidade (S) foi de 63%, especificidade (E) 69%,
VPP 91%, VPN 27%. Para Index maior que 3,0 a
$=93,8 %; E=38,0%, VPP 88%, VPN 55%. Para index
maior que 2,0, a S=100%, E=23%, VPP 86%; VPN
100%.

A curva ROC mostra os diferentes pontos de corte,
evidenciando o Index 4,0 como melhor ponto de corte,
para auxilio diagnostico, devido maior VPP. Valores de
Index entre 4,5 ¢ 5,0 apresentaram sensibilidades muito
baixas (menores que 50%), ndo sendo aplicaveis para o
estudo (Figura 2).

Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Londrina, v. 35, n. 2, p. 3-10, jul./dez. 2014



Prevaléncia sorolégica e intensidade da resposta humoral ao Virus da Hepatite C entre os individuos atendidos em um hospital publico.

Figura 2 - Curva ROC: Relacdo entre frequéncia
de falsos resultados positivos (1-especificidade)
e sensibilidades para diferentes pontos de corte
(index). HUSM (2007-2009).
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Fonte: Leitemperguer, M.

Utilizado Index 2, como ponto de corte, o VPN
passa a ser 100%, uma vez que nenhum paciente
com PCR positiva apresentou pesquisa de anticorpos
com Index menor que este ponto de corte (Figura 3).

Figura 3 - Relac@o entre intensidade de reagdo
sorologica (Index) e pesquisa molecular (PCR).
HUSM (2007-2009)
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Fonte: Leitemperguer, M.

Discussao

De acordo com os resultados da pesquisa de
anticorpos obtidos, a prevaléncia soroldgica do
HCV no grupo estudado foi de 7,7%. O fato de
alguns individuos HCV positivo serem também
positivos para HIV ndo foi fator interveniente para
a determinagdo da soroprevaléncia, pois ser HIV
positivo nao determina a presen¢a da Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a qual s6 vai se
manifestar no decorrer da infeccdo. Além disto, os
pacientes avaliados no presente estudo mostraram
uma resposta humoral preservada, uma vez que
todos apresentaram intensidade de reagdo (Index)
acima de trés. Estudos anteriores observaram que a
co-infec¢ao pelo HIV ndo trouxe impacto negativo
relevante em relagdo aos monoinfectados pelo virus
da imunodeficiéncia humana no que diz respeito a
caracteristicas de imunidade (TOVO et al., 2007).

Uma vez que a prevaléncia varia conforme o
grupo estudado, o indice expressivo de 7,7% pode ser
justificado devido as amostras analisadas no presente
estudo envolverem paciente com queixas hepaticas,
encaminhados ao servico de gastroenterologia, nao
se tratando de populacdo em geral. Se analisada
a prevaléncia entre doadores de sangue, segundo
dados da Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
- ANVISA (BRASIL, 2011) a inaptidao sorolégica
para HCV (anticorpos anti-HCV positivo) entre
candidatos a doagdo de sangue no Brasil encontrada é
de 0,29%. Entre os profissionais da saude a ocorréncia
de HCV varia de 2% a 10%, sendo estimado em 5%
apos acidente percutaneo (MEDEIROS et al., 2012).
No presente estudo, entre os 79 pacientes em que foi
realizada a pesquisa molecular do HCV, em 82,3%
das amostras foi detectado o genoma viral. Entre estes
pacientes, 29 tinham em seu prontuario a informagao
referente ao gendtipo viral responsavel pela infeccao,
dado importante, pois diferencas em cepas do HCV
isoladas ao redor do mundo demonstraram que a
variabilidade na sequéncia de nucleotideos do HCV
pode explicar algumas das diferencas de resultados
da doenga e resposta ao tratamento, observadas em
pessoas infectadas por este virus. Pacientes infectados
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pelo gendtipo 1 apresentam respostas virologicas
proximas de 50%, enquanto os infectados pelos
genotipos 2 e 3 tém maior chance de erradicar a
infec¢ao, da ordem de 80% (PERONE et al., 2008).

Os seis gendtipos ja descritos possuem diferentes
(VERBEECK et al,
2008). Enquanto que os gendtipos 1, 2 e 3 circulam

distribuicdes geograficas
pelo mundo, os gendtipos 4, 5 e 6 estdo restritos
a determinadas areas geograficas. No Brasil, os
genotipos 1, 2 e 3 sdo os mais frequentemente
encontrados, com predominincia do genotipo 1 na
maioria dos estados, apesar dos genotipos 4 e 5 ja
terem sido reportados (SILVA et al., 2007).

No presente estudo, foi possivel verificar no
grupo genotipado que nenhum paciente era portador
do HCV com genotipo 4, 5 ou 6. Entre os gendtipos
encontrados, a maior prevaléncia foi do genotipo 1
(65,5%) seguido pelo genoétipo 3 (31,03%) (Figura
1). Resultado semelhante foi encontrado por Sawada
et al. (2011), em estudo realizado no Para, estudando
312 individuos infectados pelo HCV, pertencentes a
diferentes categorias de exposi¢do, onde o genoétipo 1
também foi predominante.

Devido a similaridade em suas rotas de transmissao
(via parenteral), a co-infecgdo do HCV em pessoas
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ¢ frequentemente observada, principalmente
em pacientes que adquiriram HIV por uso de drogas
injetaveis ou transfusdo sanguinea. No Brasil, a
prevaléncia depende da area geografica considerada,
variando de 8,9% a 54% (CARVALHO et al., 2009).
No grupo estudado, observou-se uma frequéncia
de co-infeccdo em 31% dos pacientes (Tabela 1),
0s quais apresentaram infeccdo pelo sub-grupo la
e 3a, ausentes entre os individuos nao portadores
do virus HIV. A presenca destes genétipos também
foi observada por Amorin et al. (2010) ao estudar
pacientes submetidos a hemodidlise no Distrito
Federal, onde a frequéncia do subtipo 1a foi seguida
do subtipo 3ae 1b.

Pode ser verificado que a confirmagao da sorologia
através do método molecular ndo foi realizada

para todos os pacientes soropositivos para HCV
aqui estudados. Entdo, uma tentativa para auxiliar
a determinar a probabilidade de o individuo ter se
tornado portador cronico foi estudar a intensidade
da reagdo sorologica pelo teste ELISA, através de
um Index, verificando a correlagio com o método
molecular.

O Index 4,0 determinado a partir da construgio de
uma curva ROC (Figura 2), foi o melhor ponto de corte
para confirmagdo de pacientes portadores cronicos
do virus da Hepatite C, apesar de apresentar uma
sensibilidade relativamente baixa (S=63%), mas com
um VPP satisfatorio (91%). Estudo semelhante foi
realizado por Contreras et al. (2008), para confirmar
pesquisa de anticorpos anti-HCV, sem necessidade
de teste complementar. Os autores demonstram que
utilizando o ensaio anti-HCV, de terceira geracao,
em amostras de doadores de sangue, um Index igual
a 4,0, confirma resultado verdadeiramente positivo,
relatando que pacientes com Index inferior a 2,0
raramente apresentavam viremia. Isto também foi
verificado no presente estudo, utilizando reagente
comercial diferente, mas com metodologia de terceira
geracao, apresentando especificidade e sensibilidade
semelhantes. Como pode ser visto na Figura 3, quando
utilizado valor 2,0 de index, obteve-se VPN de 100%
em relago a pesquisa molecular.

Embora ndo tenha sido possivel realizar a
correlagdo da intensidade da reagdo sorologica com
o resultado da pesquisa molecular para todos os
pacientes que realizaram a triagem para presenca de
anticorpos anti-HCV, evidenciou-se que resultados
com baixa reatividade apresentam alto valor preditivo
negativo, auxiliando na exclusdo da situagdo de
portador cronico do HCV.

Deve-se considerar como limitacdo do estudo
o fato do niimero de individuos com PCR negativa
ser pequeno, em relacdo aos que apresentaram
PCR positiva, porém pode-se inferir que pacientes
que apresentam reagdo sorologica para pesquisa
de anticorpos com Index menor que 2,0 possuem
grande probabilidade de ndo estarem portando o
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virus da hepatite C. Cabe ressaltar que, como a
relagdo calculada (DO amostra/cut off) pode variar
dependendo do sistema de analise utilizado, ¢
interessante que diferentes métodos sejam avaliados
para que os resultados soroldgicos de pesquisa
de anticorpos possam fornecer uma informacdo
mais robusta, otimizando a solicitagdo da pesquisa
molecular, uma vez que esta ainda ¢ ndo rotina em
laboratorios de pequeno e médio porte.
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