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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) € um importante problema de saude
publica em todo mundo. Esta infeccdo acomete cerca de 3% da populacdo
mundial. No Brasil, existe um percentual de positividade para o HCV de 1,2%,
baseado em dados originarios dos exames de triagem de doacdes de sangue. A
principal via de transmissao € a parenteral e por isso as populacdes mais atingidas
sdo politransfundidos, usuarios de drogas injetaveis e pacientes renais cronicos
que realizam tratamento de hemodialise. A alta prevaléncia da infec¢éo pelo HCV
nesses pacientes vém sendo relatada por varios autores em todo o mundo. No
Brasil, estudos tém mostrado que pacientes hemodialisados tém uma prevaléncia
de anti-HCV de 12,5% - 65%. Os objetivos deste estudo foram estimar a
prevaléncia da infec¢cdo pelo HCV em um centro de didlise da grande Recife;
associar a positividade para o HCV em relacdo a alguns fatores de risco; conhecer
0s genotipos do HCV circulantes neste centro e estimar a presenca de pacientes
com o HCV RNA e anti-HCV néo reagente. Foram analisados 250 pacientes com
idade variando de 17 a 92 anos e de ambos os sexos. Dados epidemiolégicos
desses pacientes foram obtidos para a determinacédo dos fatores de riscos para
esta infeccdo. A pesquisa de anticorpos foi realizada pelo ELISA de 32 geracao e
para a deteccdo do HCV RNA foi utilizada a técnica de RT/PCR. Do produto
amplificado foi realizada a técnica do seqgienciamento da regido 5 NCR do
genoma viral. Foi observada uma prevaléncia de 8,4% (21/250) da infeccdo e os
genatipos: la (42%), 3a (37%) e 1b (21%). Em relacéo aos fatores de riscos, como
o tempo de hemodialise, nimero e periodo das transfusdes sangiineas e/ou
hemoderivados, foi encontrada uma associagao estatisticamente significante (p<
0,05). A prevaléncia encontrada foi baixa em relacédo a outros estudos Brasileiros.
Observou-se uma excelente concordancia do ELISA com a PCR (K=0,946). A
homogeneidade dos genotipos reflete uma transmissdo nosocomial, porém sao
necessarios estudos retrospectivos e prospectivos nesse centro para avaliar o

periodo em que o0s pacientes adquirem esta infecgao.
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ABSTRACT

Hepatitis C (HCV) viral infections it is an important problem of public health. This
infection attacks about 3% of the world population. In Brazil, the HCV prevalence is
1,2%, based in original blood donators selection exams data. The main
transmission way is the parental and it reache populations that is uses injected
drugs and patient with chronic renal disease that accomplish hemodialysis
treatment. The high prevalence of the infection for HCV in those patient have been
reported by several authors all over the world. In Brazil, studies had shown that
patient in hemodialysis has a prevalence of anti-HCV of 12,5% - 65%. The
objectives of this study is to esteem the prevalence of HCV infection in a dialysis’s
center of great Recife; to associate HCV positivity to some factors of risks; to know
the genotypes of circulanting HCV in this center and identify the patients with HCV
RNA but without anti-HCV. Two hundred and fifty patients from both sexes were
analyzed. The ages varied from 17 to 92 years old. The epidemic data of these
patients were obtained for the infection risk factors determination. The research of
antibodies was accomplished by ELISA of 3rd generation and the technique of
RT/PCR was used for HCV RNA'S detection. In order to determine viral genotype,
sequencing of 5’NCR region was done. Our results showed a prevalence of 8,4% of
HCV infection and the presence of genotypes l1a (42%), 3a (37%) and 1b (21%). As
far as factors of risks, hemodialysis's time, number and time of the blood’s
transfusions, it was found association statisticaly significative (p < 0,05). The
prevalence was low in relation to other Brazilian studies. An excellent agreement of
ELISA was observed with PCR (k= 0,946). The homogeneity of the genotypes
reflects a transmission nosocomial however, they are necessary studies
retrospective and prospective in that center in order to evaluate the time which the

patients acquire this infection.
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1- INTRODUCAO

1.1- HISTORICO

O termo hepatite ndo A ndo B (HNANB) foi introduzido em 1974 por Prince
et al, para designar as hepatites transmissiveis ao homem e ao chimpanzé que nao
eram causadas nem pelo virus da hepatite A (HAV), nem pelo virus da hepatite B
(HBV). A ocorréncia dessas hepatites alertou os pesquisadores para a realizacao
de experimentos com 0 objetivo de se identificar possiveis agentes. O virus da
hepatite C (HCV) foi entdo descoberto em 1989 por Choo et al, valendo-se da
técnica de clonagem de uma cépia do DNA complementar, extraido do plasma de
um chimpanzé infectado experimentalmente com o sangue de um portador de
hepatite HNANB.

Pelas dificuldades de obtencdo do antigeno nos sistemas rotineiramente
utilizados para outros virus como cultura de células, Choo et al (1989) empregaram
recursos alternativos para identificar o genoma do HCV. Concluiram inicialmente
gue se tratava de um RNA de tamanho que poderia variar entre 5.000 e 10.000 kb.
Com essas informacdes, construiram bibliotecas genbmicas de cDNA em
bacteriéfago A gtll, a partir das amostras de chimpanzés experimentalmente
infectados. Assim, identificaram o clone 5-1-1 derivado do agente responsavel
pelos casos das HNANB (Choo et al, 1989).

Naquele mesmo ano, Kuo et al conseguiram expressar o clone 5-1-1 em
leveduras, produzindo assim proteinas do HCV, que seriam utilizadas nos
primeiros testes de diagndstico.

Em 1994, Kaito et al, por meio da técnica da imunomicroscopia eletrénica,
identificaram particulas virais, a partir de plasmas de pré-doadores de sangue, com
dosagem elevada da enzima alanina aminotransferase (ALT) e concentracdo de

RNA acima de 4 x 10" genomas/mL.
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Os estudos sobre a hepatite C(HC) vém crescendo desde a descoberta do
virus e, por meio destes conhecimentos, testes sorolégicos foram padronizados
para a deteccdo de anticorpos especificos anti-HCV (Choo et al, 1989). Estes
testes permitiram constatar que o HCV era responsavel por cerca de 90% dos

casos de hepatites pos-transfusionais (Sherlock, 1994).

1.2- O AGENTE

O HCV mede em torno de 50 a 60nm de diametro; apresenta um envoltorio
lipidico de aproximadamente 7nm de espessura que envolve o nucleocapsideo de
morfologia esférica. Quando visualizado pela microscopia eletrénica apresenta um
tamanho em torno de 30 a 35nm (Kaito et al, 1994) (Figura 1).

Figura 1: Eletromicrografia do virus da hepatite C.

Fonte: www. epidemic.org./index2.html
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O genoma do HCV é constituido de RNA de fita simples, de polaridade
positiva e de aproximadamente 9.600 nucleotideos. Apresenta regides nao
codificadoras nas extremidades 5’ e 3’ e um Unico codigo aberto de leitura, que

codifica uma poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoacidos.
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Figura 2: Representacédo esquematica do genoma do HCV.
Fontes : Mc Gravey, (1998); Suzuki et al, (1999)
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Essa poliproteina quando clivada com auxilio de proteases virais e do
hospedeiro, dara origem a um grande numero de proteinas estruturais e nao
estruturais (Mc Garvey et al, 1998; Cohen, 1999; Lohmann et al, 1999).

A regido ndo codificadora 5’ (5’NCR), formada por aproximadamente 340
nucleotideos (Van Doorn et al, 1994; Purcell 1997), é a por¢cdo do genoma mais
conservada, sendo a escolhida para a amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e para a caracterizacdo dos diversos genétipos do HCV (Mc
Garvey et al, 1998). Esta regido parece ter papel importante como sitio de entrada
do RNA viral aos ribossomos.

A regido 3’ pode apresentar diferengas entre os isolados; pode ainda possuir
cauda de poli-A ou poli-U, dependendo da cepa, porém é uma regido conservada
entre os genotipos. As funcgdes da regido 3’ ainda ndo estdo bem definidas. Parece
que esta regido esta relacionada com a sintese das fitas negativa e positiva do
RNA, assim como com 0 processo de empacotamento das particulas virais (Van
Doorn et al, 1994; Purcell 1997).

As proteinas que fazem parte do HCV sao as proteinas do nucleocapsideo,
do (core), as glicoproteinas do envelope (E1,E2) e a proteina p7, cuja funcdo
permanece desconhecida. A proteina ¢ é conservada, com epitopos altamente
imunogénicos e sua incorporacao aos testes de diagnostico permite a detec¢céo de
anticorpos em periodos mais precoce da infeccdo (Rice, 1996; Mc Garvey et al,
1998). As glicoproteinas do envelope sao bastante variaveis, especialmente a
porcao amino-terminal da proteina E2, que apresenta dois dominios hipervariaveis,
regido hipervariavel 1 (RHV1) e regido hipervariavel 2 (RHV2). A RHV1 é
considerada a regido mais variavel do genoma do HCV, podendo apresentar
alteracbes em um mesmo individuo infectado (Forns et al, 1999; Suzuki et al,
1999).

As proteinas do envelope E1 e E2, sdo prematuramente liberadas da
poliproteina pela acdo de enzimas cataliticas do hospedeiro.
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Estas sdo proteinas altamente variaveis, escapando frequentemente do
sistema imune, sendo talvez, uma das causas do numero elevado de portadores
cronicos desta infeccao (Mc Garvey, 1998).

Estudos demonstraram que anticorpos dirigidos contra a RHV1 podem
proteger chimpanzés contra a infeccdo. Este talvez seria o caminho para a
producdo de uma vacina contra a infeccdo em humanos. A dificuldade de cultivo do
HCV em culturas celulares, ndo tem permitido o teste de anticorpos neutralizantes
“in vitro”, aliado a hipervariabilidade das proteinas do envelope (Suzuki et al, 1999).
A alta variabilidade da proteina E2 poderia ser a causa da resisténcia ao interferon
observado em alguns pacientes em tratamento (Mc Garvey, 1998; Cohen, 1999;
Taylor et al, 1999).

As proteinas nao estruturais NS2, NS3, NS4 (A e B) e NS5 (A e B), como o
préprio nome revela, ndo fazem parte da estrutura viral e parecem estar envolvidas
na replicagdo e maturacao do virus (Houghton, 1996).

A proteina NS2 € uma proteina supostamente envolvida no processo de
replicacdo viral, sendo proposta sua identificagdo como uma metaloprotease, por
ter sua atividade estimulada pelo cloreto de zinco (Suzuki et al, 1999).

A proteina NS3 possui atividade de protease e nucleotidase, e algumas
sequéncias a caracterizam como uma helicase, podendo estar envolvida no
processo de separacdo das fitas de RNA durante o processo de replicacao viral e
também no processo de modificacdo da estrutura secundaria das proteinas,
regulando o processo de traducdo (Houghton, 1996; Mc garvey et al, 1998; Suzuki
et al, 1999).

A proteina NS4 codifica duas proteinas virais, designadas NS4A e NS4B. A
NS4A € uma proteina pequena, de aproximadamente 8kD que funciona como um
co-fator na atividade da protease NS3, enquanto a NS4B pode participar do

processo de fosforilagdo da NS5 (Mc garvey et al, 1998; Suzuki et al, 1999).
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A proteina NS5A ndo apresenta uma atividade muito bem definida
entretanto, sabe-se que é uma proteina fosforilada e que apresenta uma regiao
determinante na sensibilidade ao Interferon (ISDR) (De Mitri et al, 2000).Tem sido
demonstrado que a NS5A pode se ligar e inibir a proteina quinase, podendo levar a
resisténcia antiviral dos pacientes em tratamento com interferon (Suzuki et al,
1999; Taylor et al, 1999).

A NS5B é altamente conservada, possui atividade de RNA polimerase —
RNA dependente, importante no processo de replicacdo do RNA viral. A proteina
NS5B tem sido expressa em células de insetos e tem demonstrado ser capaz de
sintetizar a fita de RNA complementar sem a participacdo de outras proteinas do
virus (Mc garvey et al, 1998; Suzuki et al, 1999).

1.2.1- CLASSIFICACAO

O HCV esta classificado na ordem dos Nidovirales, familia Flaviviridae e
género Hepacivirus, separadamente dos outros dois géneros da mesma familia, os
Flavivirus e os pestivirus (Rice et al, 1996)

A comparacao estrutural entre os HCV isolados permite observar que
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos diferem em vérias regibes do
genoma. A regido do envelope (E1, E2/NS1) é a mais variavel. Por comparacgéo de
sequéncias publicadas, tem-se chegado a identificacdo de tipos virais distintos,
cuja homologia chega até 33% entre eles (Okamoto et al, 1992; Chan et al, 1992;
Mori et al, 1992; Simmonds et al, 1994).

Em 1994, Simmonds et al criaram uma classificacdo dos genétipos do HCV
através de andlise filogenética de um fragmento de 222 pares de bases da regiao
NS-5. Nessa classificacdo, numeros arabicos foram usados para designar o0s
genotipos e letras minUsculas para os subtipos, por ordem de descoberta (Figura
3).
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Figura 3: Arvore filogenética representando os tipos de 1 a 6 do HCV e seus
subtipos.
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Arvore filogenética das seqiiéncias NS5b do HCV. Seqiiéncias nucleotideas
das posi¢cbes 7975-8196 (numeradas a partir do codon de iniciagdo da poliproteina
AUG) da regido NS5b. Nos ramos maiores estdo numerados o0s tipos e nos

menores, discriminados por letras, 0os subtipos.
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De acordo com a diversidade genética entre as varias cepas do HCV, seis
genotipos, incluindo no minimo 50 subtipos foram descritos e mostrados ter
diferente distribuicdo geografica (Van Doorn et al, 1994; Purcell, 1997).

Os genotipos sdo caracterizados por cepas com similaridade genética entre
68% e 75% e os subtipos entre 83% e 85% (Shukla et al, 1995). Quasispecies séo
definidas como um espectro de cepas mutantes isoladas de um mesmo individuo
(Holland et al, 1992).

No sudeste da Asia, foram propostos novos genoétipos de 7 a 11, porém a
analise filogenética mais detalhada sugere que os gendtipos 7, 8, 9 e 11 podem ser
classificados como genétipo 6a e o gendtipo 10 poderia ser agrupado com o
gendtipo 3a (Purcell, 1997).

A diversidade genotipica tem implicacbes em muitos aspectos da doenca:
epidemiologia, patogénese, diagndstico, tratamento e profilaxia (Foccacia et al,
1997).

1.3- MANIFESTACOES CLINICAS

A infeccdo pelo HCV é clinicamente heterogénea, podendo apresentar
desde uma infeccdo aguda assintomética, até hepatite crbnica de gravidade
variada, levando a casos de cirrose e hepatocarcinoma (Mendes et al, 1995).

Apenas 15-20% dos pacientes se recuperam da infeccdo aguda pelo HCV,
enguanto que cerca de 80-85% evoluem para a infeccdo crbnica, sob diferentes
apresentacoes histopatologicas (Alter et al, 1997; Hoofnagle, 1997; Seeff, 1997,
CDC, 1998).

Apos a exposicao inicial, o HCV RNA pode ser detectado no sangue no
periodo de 1 a 3 semanas. Os anticorpos sao detectados em somente 50% a 70%
dos pacientes no inicio dos sintomas, aumentando para 90% depois de 3 meses
(NIH, 2002). Em um periodo de 4 a 12 semanas, 0s hepatocitos sdo lesados e

ocorre um aumento nos niveis da enzima alanina aminotransferase (ALT) no soro.
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Esse aumento pode ser mesmo antes do aparecimento dos sintomas,
embora geralmente é menor do que ocorre nas hepatites agudas A e B (Marcellin,
1999). A infeccdo aguda pode ser severa, mas raramente é fulminante (NIH, 2002).

Cerca de 60 a 70% das pessoas infectadas ndo apresentam qualquer
sintomatologia; 20 a 30% podem apresentar ictericia e entre 10 a 20% apresentam
sintomas brandos e inespecificos como falta de apetite, mal-estar e dor abdominal
(Goncales-Junior et al, 1993; Hoofnagle, 1997; CDC, 1998).

O HCV é hoje considerado a causa mais significativa de doenca hepatica
cronica de etiologia infecciosa. O mais importante da cronicidade € o progresso do
figado para fibrose, cirrose e hepatocarcinoma (HCC). Estudos mostram que 0s
pacientes com hepatite C crbénica desenvolvem cirrose apds 20 anos da infecgao
inicial em 2-4% das criancas e mulheres jovens e 20-30% das pessoas
transfundidas com idade entre 20-40 anos (NIH, 2002). Observa-se que 13,4% dos
pacientes cronicamente infectados desenvolvem HCC (Degos et al, 2000).

Apesar do HCV nédo apresentar caracteristica oncogénica direta, admite-se
que fenbmenos necro-inflamatorios observados ao longo da infeccdo persistente
pelo HCV sejam fatores importantes no desenvolvimento do HCC (Foccacia et al,
1997). No Japéo, Saito et al (1990) analisaram pacientes com HCC e verificaram a
presenca de marcadores para o HCV e estes ndo tinham os marcadores para o
HBV. Os autores concluiram que poderia haver associacdo entre o HCV e o HCC.
Estudos feitos nos Estados Unidos permitiram estimar que, o risco de pacientes
com HCV desenvolverem o HCC é 10 vezes superior ao dos individuos HCV
negativos (Yu et al, 1990).

A infeccao persistente do HCV é diagnosticada pela deteccao do HCV RNA
no sangue por no minimo 6 meses. Na hepatite C crbnica, o nivel sérico da ALT
pode apresentar-se flutuante, elevado, normal ou proximo do normal (Houghton,
1996). A hipoalbuminemia sérica e o tempo de protrombina alargado constituem
também fortes indicios da progressédo da doenca (Mendes et al, 1995).
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Existe uma fraca associacdo entre o grau de ALT elevada e a severidade da
doenca. A resolucdo dos niveis de ALT elevado devido a terapia antiviral parece
ser um importante indicador de resposta ao tratamento (NIH, 2002).

Embora ocorra algum dano hepatico em funcdo da infeccdo e
citopatogenicidade do HCV, existe um consenso de que a resposta imune do
hospedeiro, principalmente dos linfocitos T citotdxicos, desempenha o papel
principal na causa do dano hepatocelular (Racz, 2000).

Existe pouca evidéncia de que fatores viroldgicos, incluindo carga viral,
genatipo viral, e diversidade de quasispécies, afetem significantemente o risco de
progressdo para as doencas do figado. Porém, muitos fatores do hospedeiro
aumentam este risco, incluindo idade avangcada na época da infeccdo, sexo
masculino, e um estado de imunossupressdo como o associado com o0 virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). A co-infeccdo com o virus da hepatite B (HBV)
também parecem aumentar o risco de doenca progressiva do figado (NIH, 2002).

As manifesta¢cfes extra-hepéticas desenvolvem em 1-2% das pessoas com
hepatite C. Podendo apresentar sindromes de origem imunoldgica, como sintomas
reumatdides, ceratoconjutivite, glomerulonefrite, linfomas, crioglobulinemia,
alteracbes hematologicas (agranulocitose e anemia aplastica). Desordens
piscoldgicas , incluindo depresséo, tem sido associado ao HCV em 20-30% dos
casos (NIH, 2003).

1.4- DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A avaliagdo de marcadores bioquimicos € de grande importancia para
auxiliar no diagnéstico das hepatites virais, principalmente a ALT. Na hepatite C
aguda, os valores de ALT podem variar entre 400 e 800 U/L, normalizando-se em
até 60 dias, ou persistindo por até 9 meses, nos casos de infeccdo aguda
prolongada (Goncales, 2000).

O diagndstico especifico da infeccdo pelo HCV pode ser pelo método

soroldgico, ou seja, pela pesquisa dos anticorpos através do ensaio
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imunoenzimatico (ELISA) e do “Immunoblot’(1.B.) e pelo método virolégico que se
utiliza de técnicas moleculares para a detec¢cdo e quantificacdo do genoma viral,
além da sua caracterizagdo genotipica (Gretch, 1997; Brown et al, 1998; CDC,
1998;).

Ao longo do tempo, testes imunoenzimaticos foram desenvolvidos com a
finalidade de melhorar sua sensibilidade e especificidade. Existem pelo menos trés
geracdes de testes de ELISA. O de primeira geracao utiliza uma proteina
recombinante derivada da regido NS4 do genoma, a c¢-100/3. Por este teste, 80%
dos casos de hepatites crénicas ndo-A, ndo-B com ou sem histéria de exposicéo
parenteral, foram demonstrados como sendo causados pelo HCV (Alter, 1990).
Esse teste tinha uma sensibilidade relativamente baixa na deteccao de anticorpos,
especialmente em individuos imunocomprometidos, como 0S pacientes
hemodialisados (Huang et al, 1993; Lok et al, 1993).

Em 1992, com o objetivo de aumentar a sensibilidade dos testes de 12
geragao e prevenir a transmissdo do HCV em bancos de sangue, foi incorporada a
proteina c22-3, derivada do nucleocapsideo, constituindo assim os ensaios de 22
geracdo que, além dos antigenos do nucleocapsideo apresentam as proteinas nao
estruturais das regides NS3 e NS4 (c200). Com isso houve um aumento na
sensibilidade e especificidade, como também reduziu o intervalo de tempo entre a
infeccdo e a deteccao de anticorpos (Aach et al, 1991; Vallari et al, 1992; Brown et
al, 1998).

A partir de 1994 houve a introducdo dos testes de 3% geragdo, nos quais foi
incorporada tanto a proteina NS5 como os peptideos do nucleocapsideo e as
proteinas ndo estruturais foram reconfiguradas. Os ensaios de 3% geracdo
aumentaram os indices de sensibilidade, elevando-os para 97% em populacdo de
alta prevaléncia, além de diminuirem ainda mais o periodo da janela imunoldgica
(Gretch et al, 1997; Brown et al, 1998).
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O outro método sorolégico, o 1.B., também € imunoenzimatico, porém
realizado sobre tiras de nitrocelulose ou nylon, sensibilizadas com proteinas
especificas do virus, colocadas separadamente sobre as mesmas
(Goncales,2000). O 1.B. foi desenvolvido da mesma forma que se modificavam e
melhoravam os testes de Elisa, ou seja, desenvolvido em trés geracoes,
apresentando 0s mesmos antigenos virais (Sampietro et al, 1996). Por este teste,
0s anticorpos especificos sdo detectados de acordo com a resposta imunolégica
diferente para cada antigeno da tira (Mendes et al, 1995). O |.B. apresenta alta
especificidade (os de 3% geracdo chegam a 100%). Estes testes foram elaborados
com o objetivo de solucionar resultados falsos — positivos observados nos testes de
Elisa (Goncales, 2000).

A interpretacdo do I.B. é feita de acordo com o0 aparecimento e a
intensidade de bandas especificas para o0s antigenos que compdem
separadamente as tiras e poderdao, em caso de resultados indeterminados, sugerir
que o individuo esteja no periodo de soroconversao. Resultados indeterminados
por este teste também sdo freqientemente observados em portadores crénicos
desta infeccdo (CDC, 1998; Terrault, 1999).

O diagnéstico virologico da infeccao pelo virus C, pode ser realizado pelos
métodos de Biologia Molecular, como exemplo pela PCR. Esta é uma técnica
bastante sensivel e especifica, permite detectar e quantificar o material genético do
virus em espécimes clinicas. A PCR tornou-se o método eleito para a deteccao da
viremia (Fernandéz et al, 1996). Varias sdo as aplicacGes desta técnica, como por
exemplo, confirmacdo da infeccdo pelo HCV, validacdo dos testes soroldgicos,
monitoramento do tratamento, estudos das possiveis formas de transmissdo do
virus, pesquisa do RNA viral no tecido hepatico e a genotipagem (Couroucé, 1998).

A infeccdo aguda ou cronica pelo HCV em um paciente com um ELISA
positivo poderia ser confirmado por meio de um ensaio de HCV RNA qualitativo.
Ensaios manuais e semiautomatizados, tem um baixo limite de detec¢ao de 50 a
100 Ul/mL. (NIH, 2002).
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Recentemente, um método de amplificacdo por transcricdo (TMA), foi
desenvolvido e apresenta limite de deteccdo de 5 — 10 Ul/mL, mas ainda néo foi
aprovado para uso pelo FDA. Um simples ensaio qualitativo positivo para HCV
RNA confirma replicacdo do HCV, mas um ensaio negativo ndo exclui viremia e
pode refletir somente um declinio transitério da carga viral abaixo do nivel de
deteccdo do ensaio (NIH, 2002). Pacientes com hepatite C cronica tem niveis de
HCV RNA (carga viral) entre 100.000 e 10.000.000 cépias/ mL de plasma. A PCR
quantitativa determina a carga viral, o que é de grande importancia para monitorar
o tratamento, especialmente para o gendétipo 1(NIH, 2003).

As técnicas moleculares permitem caracterizar o genoétipo do virus que
circulam em cada regido, fornecendo dados epidemiolégicos importantes e
fundamentais para a investigacéo da transmissdo nosocomial do HCV em unidades
de didlise (Sungur et al, 1995).

A sensibilidade do teste esta ligada a escolha dos “primers” e em relagdo ao
HCV, os “primers sdo construidos para a regido mais bem conservada que é a
5'NCR, conferindo maior sensibilidade a reacao (Bukh et al, 1992; CDC, 1998).

Tendo em vista os baixos niveis de HCV RNA presente nas amostras dos
pacientes, dois tempos de amplificacdo (“Nested”- PCR) sdo usualmente feitos
para aumentar a concentracdo da sequéncia de RNA escolhida, permitindo a
deteccédo de 102 - 103 copias/mL do genoma viral, em pacientes soronegativos para
o HCV (Sampietro et al, 1995).

A facilidade de contaminacdo da reacado, levando a resultados falso —
positivos € uma preocupacgdo constante dos pesquisadores em todo o mundo, por
isso a utilizacdo de controle positivo e negativo na reacdo é necessdria para
diminuir este problema (Kwok & Higushi, 1989; Terrault, 1999).

A pesquisa virologica pela PCR requer cuidados importantes como no
processamento e estocagem do material no laboratorio. A eficacia da deteccéo da
viremia pela PCR pode ser afetada, pois 0 HCV RNA é rapidamente degradado no
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plasma ou soro em temperatura ambiente ou por processos de descongelamentos
da amostra. Para evitar resultados falsos — negativos, as amostras de sangue que
serdo usadas na deteccdo do RNA viral deve ser obtidas, processadas, estocadas
e transportadas apropriadamente, seguindo as recomendacdes do laboratorio
(Busch et al, 1992; Wang et al, 1992).

Em raros casos a presencga de crioglobulinas pode ocultar a presenca do
HCV que estd completamente seqliestrado em imunocomplexos (Agnello et al,
1992).

Pacientes imunocomprometidos, como o0s hemodialisados, podem
apresentar resultados falso-negativos nos ELISAS, embora raramente. Por outro
lado, ELISAS falso-positivos podem ocorrer em pacientes com desordens auto-
imunes. Em ambos os grupos, a pesquisa do HCV RNA pela PCR é necessaria
para o diagnostico de infeccéo cronica (NIH, 2002).

A disponibilidade dos testes de ELISA de alta sensibilidade e especificidade
e a metodologia pela pesquisa do HCV RNA pela técnica da PCR, estdo
substituindo a realizacéo do I.B. (Goncales et al, 2000). Porém, o |.B. é ainda muito
usado como ensaio suplementar para as pessoas que nao apresentam sintomas
clinicos e para aquelas diagnosticadas ELISA positivo e teste negativo para HCV
RNA (NIH, 2002).

A deteccdo do HCV pode ser feita também pesquisando o virus no
citoplasma dos hepatdcitos pelas técnicas de imuno-histoquimica ou pela PCR “in
situ”, contribuindo para o diagndstico precoce desta infeccdo, porém esta deteccéo

ndo esta relacionada com inflamacédo ou necrose hepéatica (Brown, 1998).
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1.5- ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A hepatite C tornou-se um problema sério de saude publica, acometendo
cerca de 3% da populacdo mundial. Estima-se que 3,9 milhdes (1,8%) de
americanos estejam infectados com o HCV e que 2,7 milhbes destes estejam
cronicamente infectados. A hepatite C € causa de 8000 a 10000 mortes
anualmente nos Estados Unidos (NIH, 2003). No Brasil, ainda ndo existem estudos
capazes de estabelecer uma real prevaléncia da hepatite C, porém dados
originarios dos exames de triagem de doag¢6es de sangue na rede de hemocentros,
apontam um percentual de positividade de 1,2%(BR/MS/FUNASA, 2003)

Focaccia et al (1998), realizando estudo de prevaléncia para as hepatites
virais na populacdo do municipio de Sao Paulo, observaram uma estimativa de
prevaléncia de 1,42% para a hepatite C. Na populacdo acima de 30 anos essa
estimativa foi em torno de 3,0%.

Na regido Nordeste, de acordo com a distribuicdo de casos confirmados no
periodo de 1993 a 2001 existiam 2.011 casos de hepatite C e em Pernambuco,
esse numero era de 225 casos (BR/MS/FUNASA, 2003).

O indice de prevaléncia varia de acordo com os diferentes grupos sociais
(Foccacia et al, 1997). A transmissdo do HCV ocorre preferencialmente por via
parenteral. O risco para aquisicdo dessa infeccdo pode ser por meio de uso de
droga injetavel, transfusdo de sangue e/ou hemoderivados, transplante de 6rgaos
de doadores infectados, exposi¢cdo ocupacional a sangue infectado, filhos de maes
infectadas, sexo com parceiro(a) infectado(a), praticas sexuais e uso de cocaina
intranasal (NIH, 2002).

Devido a introducdo de testes mais sensiveis para a deteccdo de anticorpos
anti-HCV, o risco em adquirir o virus por meio de sangue e/ou transplante de
orgaos infectados diminuiu bastante (NIH, 2002).
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Hemofilicos que receberam fatores de coagulacdo, ndo submetidos a
processos fisicos e/ou quimicos com o intuito de destruir o HCV, apresentam de
50-70% de soropositividade (Maddrey et al, 1995). A prevaléncia da hepatite C em
hemofilicos da regido Central do Brasil foi de 63,3% (Barbosa et al, 2002).

A prevaléncia do HCV transmitido por via sexual que em 1999 era de 2 —
12% (Wejstal, 1999), aumentou para 18% (Alter, 2002). Porém ainda é considerada
baixa quando comparada com 68% em usuarios de drogas injetaveis (Alter, 2002).

Baixa concentracdo de particulas virais nas secrecdes genitais e de células
receptoras nas mucosas genitais sao as razées mais comumente encontradas para
explicar esta observagdo. Pacientes que apresentam a co-infecgdo com o HIV
parecem aumentar o risco de transmissao do HCV (Soto et al, 1994; Thomas et al,
1998).

A transmissdo mae-filho € menos observada. Em alguns estudos, somente
5% das criancas nascidas de maes infectadas adquirem o virus (NIH, 2002). A
transmissédo atraves do leite materno néo foi ainda confirmada (Liberto et al, 2002).

Outras provaveis formas de contagio incluem alguns procedimentos como:
tatuagens, piercing, acupuntura, compartiihamento de laminas de barbear e
navalhas ndo descartaveis, aparelho elétrico de depilacdo em salbes de beleza,
tratamento dentéario, em que o material ndo é devidamente esterilizado (Foccacia et
al, 1997). De acordo com dados da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) (2003),
anualmente 2-4,5 milhdes de infec¢cbes pelo HCV podem ser causadas pelo re-uso
de seringas e agulhas sem esterilizacdo. Além de todas essas formas de
contaminagao, cerca de 9% dos casos de hepatite C séo de causa desconhecida
(Alter, 2002).

Estudo de De Paula et al (1999) na regido Amazonica, mostraram uma
prevaléncia de anticorpos para o virus da hepatite C (anti-HCV) de 7,2%.

Saraceni et al (2000) acharam uma prevaléncia de anti-HCV de 1,2% em

mulheres gravidas de um municipio de Sao Paulo.
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Camara et al (1998) mostraram que de 608 soros suspeitos de hepatite em
Brasilia/DF, 67(11%) eram anti-HCV positivos.

De acordo com os dados do BR/MS/FUNASA (2003), o estado do Rio
Grande do Sul possui a maior taxa de deteccdo, 47,9 casos por 100.000
habitantes, seguido pelo Distrito Federal (39,9 por 100.000), por Santa Catarina
(28,4 por 100.000) e pelo Rio de Janeiro (24,2 por 100.000).

Em Pernambuco, apés analises do anti-HCV nos livros de registros do
Laboratério do Hospital Bardo de Lucena, do Laboratério Municipal de Saude
Publica da Prefeitura do Recife; do Laboratério Central de Pernambuco e da
Fundacdo HEMOPE, foram detectados uma variacdo de 6,06% - 11,2% na
freqliéncia da soropositividade para o HCV, no periodo de janeiro de 1996 a julho
de 2002 (Calado et al, 2002; Coélho et al, 2002; Coélho et al, 2003). Torres et al
(2003) ao analisarem 291 amostras de pacientes anémicos provenientes da
Fundacdo HEMOPE, que jA necessitaram de varias transfusfes sanguineas,
observaram uma frequéncia de 14,1% de positividade para o HCV.

A prevaléncia da HC € bastante alta em pacientes submetidos ao tratamento
de hemodialise (CDC, 2001). Desde 1990, nos E.U.A, a incidéncia dessa infec¢ao
observada pela deteccédo do anti-HCV, mostrou média anual entre 0,73% - 3%, em
pacientes hemodialisados (Niu et al, 1993; Fabrizi et al, 1998). Entre 1992-1999
houve um aumento (22% - 56%) na proporcao de centros que testavam pacientes
para anti-HCV (Tokars et al, 2000). Em 1999, a prevaléncia de anti-HCV foi 8,9%,
porém em alguns centros a prevaléncia mostrou-se maior que 40% (CDC, 2001).
Jonas et al (1992), nos E.U.A, mostraram uma prevaléncia também baseada na
pesquisa dos anticorpos, de 18,5% entre criangas hemodialisadas.

Fatores de risco associados com a infeccdo pelo HCV entre pacientes
hemodialisados incluem histéria de transfusdo de sangue, o volume do sangue

transfundido e o tempo de hemodialise (Moyer & Alter, 1994).
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Estudos mostram que pacientes que realizam tratamento em menos de 05
anos a meédia da prevaléncia é de 12% e para pacientes que realizam em um
tempo igual ou maior que 05 anos € de 37% (Hardy et al, 1992; Selgas et al, 1992;
Niu et al, 1993).

Vérios estudos utilizando a pesquisa do anticorpo anti-HCV e o0 HCV RNA
por ELISAS de 2% e 3% geracgdo e a técnica da PCR, respectivamente, demonstram
valores bastante variaveis da prevaléncia em diferentes unidades de dialise de
acordo com a regido (Naghettni et al, 1997).

Na Bélgica, apos um estudo de 54 meses com hemodialisados, a
prevaléncia da hepatite C declinou de 13,5% (54/399) para 9,4% (48/510)
utilizando ELISA de 2 geracdo em maio de 1991 e novembro de 1992 e ELISA de
3% geracdo em maio de 1994 e novembro de 1995 (Jadoul et al, 1998). Na
Alemanha, Cardoso et al (1994) apds a realizagdo do ELISA de 2° geracdo e
RT/PCR, encontraram 15% (30/195) de pacientes infectados com o HCV, enquanto
que Hinrichsen et al (2002) utilizando ELISA de 3? geracédo e RT/PCR, observaram
7,0% (195/2796) dessa positividade. Na Franca, Salama et al (2000) verificaram
uma prevaléncia de positividade para o HCV de 16,8% ap0ds realizarem o ELISA de
3% geracdo e RT/PCR em amostras de 1323 hemodialisados provenientes de 25
centros.

Hanuka et al (2002) ao realizarem ELISA de 3% geracdo e RT/PCR
detectaram 22% (68/310) de pacientes infectados com o HCV provenientes de uma
unidade de didlise em Israel. Bdour (2002) ao analisar as amostras de 283
pacientes derivados de 06 centros de hemodidlise na Jordania, observou uma
prevaléncia de 34,3% de positividade para esta infeccdo apOs a realizacdo do
ELISA de 3% geracdo, Immunoblt e RT/PCR. Daw et al (2002) ao realizarem
apenas o ELISA de 3% geragdo em amostras de pacientes hemodialisados na Libia,
encontraram uma prevaléncia de 20,5% (41/200) de soropositividade para o HCV.
Na Turquia, Taskapan et al (2001) ao analisarem hemodialisados provenientes de

duas unidades no periodo de outubro de 1995 a marco de 1999,
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encontraram uma prevaléncia de 81% (50/62) e 14,8% (8/54) de soropositividade
para o HCV. Enquanto que Harmankaya et al (2002) ao estudarem 168 pacientes
de uma unidade de didlise no periodo de marco de 1992 a agosto de 2000,
observaram uma prevaléncia de 4,7% dessa soropositividade. No Japéao,
Yonemura et al (1996) apos analisarem amostras de 234 hemodialisados,
verificaram uma prevaléncia de 17,5% de soropositividade para o HCV.

No Brasil, a prevaléncia da hepatitie C em pacientes hemodialisados
baseada na pesquisa do anticorpo anti-HCV foi a seguinte: Vanderborght et al
(1995) no Rio de Janeiro/RJ encontraram, 65%; Naghettini et al (1997) em
Goiania/GO, 35,3% e Santana et al (2001) em Salvador/BA, 23,8%.

Vérios estudos realizaram a técnica da PCR juntamente com a pesquisa dos
anticorpos, mostrando uma prevaléncia de: Carvalho et al (1999) em Curitiba/PR,
39,2% (29/74); Moreira et al (2000) em Sao Paulo-SP, 14,6% (41/281); Carneiro et
al (2001) em Goiania/GO, 46,7%; Busek et al (2002) em Belo Horizonte/MG, 20%.

Trabalhos mostram que alguns centros de didlise apresentam pacientes com
o0 HCV RNA e sorologia negativa para o anti-HCV (0,46% - 12,9%) (Cardoso et al,
1994; Fernandez et al, 1996; Salama et al, 2000; Moreira et al, 2000; Carneiro et al,
2001; Hinrichsen et al 2002; Busek et al, 2002). Quando ha presenca do HCV RNA
em mais de 10% dos pacientes anti-HCV negativos, medidas devem der tomadas
para prevenir a transmissao viral nas unidades de hemodialise (Fernandez et al,
1996).

Por outro lado, Fabrizi et al (1995) ao analisarem amostras de 104 pacientes
por meio da técnica de ELISA de 22 geragdo, Immunoblot e RT/PCR, encontraram
48% (50/104) de anti-HCV positivos. Dos 104 pacientes, 21% mostraram ser HCV
RNA positivos. Nos pacientes anti-HCV negativos o0 HCV RNA néo foi detectado.

Da mesma forma, Dalekos et al (1998) analisando pacientes hemodialisados
anti-HCV negativos por um periodo de 06 meses, ndo detectaram em nenhum
deles o HCV RNA e todos permaneceram anti-HCV negativo durante o periodo
estudado. Izopet et al (1999) também nao observaram pacientes com resultado de

sorologia negativa pelo ELISA com HCV RNA positivo pela PCR.
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O HCV apresenta uma grande variabilidade genética, porém estudos de
epidemiologia molecular no Brasil ainda sdo pouco conhecidos (Oliveira et al,
1999).

Alguns genotipos do HCV (tipos 1, 2 e 3) sdo mundialmente distribuidos. O
tipo 4 predomina no norte da Africa e Oriente Médio, 0 5 no sul da Africa e o tipo 6
foi identificado no Vietnd e Hong-Kong (Dusheiko et al, 1994; Bukh et al,
1995).Poucos paises tém informacbes especificas sobre a distribuicdo de
genotipos (Cha et al, 1992). Essa variabilidade pode permitir uma alteracdo na
gravidade das manifestacdes clinicas da doenca e variar na resposta ao tratamento
(Slavicek et al, 2000).

A infeccdo com um genétipo do HCV ou subtipos ndo protege contra re-
infeccdes ou super-infeccdes com outras espécies do HCV (Bukh et al, 1995).

Estudos surgiram para investigar a distribuicdo dos genétipos do HCV entre
brasileiros de acordo com as varias categorias expostas (Oliveira et al, 1999).

O gendtipo 1 é mais frequiente entre doadores de sangue, hemofilicos e
pacientes hemodialisados. Uma alta freqiiéncia do gendtipo 3 foi observada em
pacientes cirréticos, doadores de sangue do Sul do Brasil e usuarios de drogas
injetaveis (Oliveira et al, 1999).

A distribuicdo geral dos genétipos do HCV no Brasil foi semelhante a da
Europa, com uma alta frequéncia de genétipos 1 e 3, seguida pelo tipo 2 e alguns
casos do tipo 4 (Oliveira et al, 1999).

Martins et al (1998) ao analisarem 7500 amostras de doadores de sangue
do estado do Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro e Goias, observaram os
seguintes genotipos: 1b (35,3%) e 3a (35,3%); 1b (41,9%) e la (35,5%); la
(54,6%) e 3a (31,8%), respectivamente.

Em Pernambuco, Filgueira (1999) encontrou os genoétipos l1a (10,3%), 1b
(48,7%), 2 (5,1%) e 3 (35,9%) em estudos com 39 doadores de sangue. Torres et
al (2003) ao analisarem 19 amostras de pacientes com anemia provenientes da
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Fundacdo HEMOPE, observaram uma maior freqiéncia do gendtipo 1b (63%),
seguida de la (21%) e 3a (16%).

Cavalheiro (1999) ao definir os gendétipos, por meio do método de
sorotipagem, encontrou que 0s mais prevalentes na cidade de Sao Paulo foram:
tipo 1 (70%), 3 (22,3%), 2 (4,2%) e infeccdo mista por dois ou mais tipos
corresponderam a 3,6% destas amostras.

A distribuicdo dos gendtipos do HCV entre hemodialisados néo difere dos
pacientes cronicamente infectados apresentando funcéo renal normal (Zamir et al,
1999).

No estado do Ceara, Oliveira et al (1999) mostraram uma alta frequéncia do
tipo 3 (50%) em pacientes hemodialisados. Moreira et al (2000), detectaram em
amostras de pacientes de duas unidades de dialise em Sao Paulo-SP os
gendtipos: la (50%); 1b (33%); 3a (10%) e 4a (7%). Esses dados foram muito
importantes para mostrar a presenca do genotipo 4a, pois 0 mesmo é raro no
Brasil. Em Belo Horizonte, Busek et al (2002) analisando trés unidades de didlise
encontraram que o gendtipo 1 foi o mais frequente, seguido do tipo 2. Em Porto
Alegre, Krug et al (1996) detectaram os gendtipos 1 (55%), 3 (37%) e 2 (8%) de um
total de 100 amostras HCV RNA positivas provenientes de um laboratorio no
referido local.

A alta prevaléncia do genotipo 1 encontrado em pacientes hemodialisados
no Brasil foi semelhante com a de outros lugares do mundo, enquanto que o tipo 4
foi mais observado nesses paises. Na Alemanha, Hinrichsen et al (2002)
verificaram em 103 amostras 0s gendtipos: 1b (65%), la (12,6%), 2 (3,9%), 3
(0,97%), 4 (0,97%). Na Jordania, Bdour (2002) analisando 30 amostras detectou 0s
gendtipos: la (40%), 1b (33,3%), 4 (26,7%). Na Bélgica, foram encontrados o0s
gendtipos 1b, 4 e 4c/d (Jadoul et al, 1998). Em Israel, foi observado uma maior
freqUéncia do subtipo 1b (60%), seguido do 3a (14%), 2 (7%), la (5%), 4 (3%) e
alguns pacientes apresentavam super-infeccdo, 9% (1b+3a), 2% (1a/lb) (Hanuka
et al, 2002). Diferentemente dos outros estudos, Fabrizi et al (1996) ao analisarem
amostras de hemodialisados em Lecco (ltalia), observaram que o genétipo mais
prevalente foi o0 2a (56%) seguindo do 1b (31%), 3 (3%), 4 (3%).
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Durante o periodo de 1999-2000, o CDC investigou trés surtos da infec¢ao
pelo HCV entre pacientes de centros de hemodiélise (CDC, 2001).

Em dois surtos, multiplas transfusdes ocorreram durante um periodo de 16-
24 meses. Varias possibilidades de contaminacdo entre pacientes foram
observadas, incluindo: equipamento e materiais que nado foram desinfetados para o
uso entre pacientes, superficies de maquinas que ndo foram adequadamente
limpas e desinfetadas, sangue em superficies que nao foram devidamente limpas,
etc. No terceiro surto, apareceram varias novas infeccdoes em aglomerado,
sugerindo um evento de exposicdo comum (CDC, 2001).

A transmissdo nosocomial é o principal meio de disseminagdo da infeccao
pelo HCV entre pacientes dialisados (Samaralzija et al, 2000). O HCV pode ser
introduzido nas unidades de dialise por pacientes que receberam mudltiplas
transfusdes sanglineas ou pertencem a grupos de risco acrescido (Petrosilho et al,
1993). Estes pacientes podem servir como reservatorio do virus e disseminar a
infeccdo dentro da unidade de dialise (Naghettini et al,1997). Pacientes
hemodialisados que sdo diagnosticados como anti-HCV n&o reagente, podem
apresentar o virus no sangue e dissemina-lo através das maquinas de dialise
(Samaralzija et al, 2000). O HCV RNA pode ser detectavel em equipamentos de
dialise ap0Gs a esterilizacdo, caso o sangue nédo tenha sido inteiramente removido
antes deste procedimento (Hardy et al, 2000).

Véarios estudos associam a positividade do anti-HCV com o tempo de
hemodidlise (Muller et al, 1992; Kapoor et al, 1993; Niu et al, 1993; Cardoso et al,
1994; Carneiro et al, 2001, Santana et al, 2001; Bdour, 2002; Busek et al, 2002).
Essas observacdes juntamente com a histdria negativa de transfusfes em varios
casos de pacientes HCV positivos, sugerem que esse virus pode esta presente no
ambiente de hemodialise (Yamaguchi et al, 1990; Almroth et al, 1991; Kapoor et al,
1993; Medin et al, 1993; Dussol et al, 1995). A baixa prevaléncia da infeccéo pelo
HCV em pacientes tratados com diélise peritonial (PD) refor¢a esta hipétese (Chan
et al, 1991).
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Djordjevic et al (1996) estudando pacientes de hemodidlise e didlise
peritonial (PD), encontraram 57% (95/167) dos hemodialisados com anti-HCV
positivo. Enquanto que apenas 5,7% (2/35) dos que realizavam PD apresentavam
este tipo de anticorpo.

Yonemura et al (1996) encontraram 11% (20/182) de hemodialisados anti-
HCV positivos sem histéria de transfusdo de sangue, um valor significantemente
mais alto do que doadores de sangue em Shizuoka, Japéo (0,9%).

Na Turquia, Taskapan et al (2001) estudaram hemodialisados de duas
unidades diferentes (A e B) em um periodo de 41 meses consecutivos (outubro de
1995 a margo de 1999). Na unidade A, 62 pacientes (22 anti-HCV positivos e 40
anti-HCV negativos) realizavam tratamento em um mesmo ambiente e
compartilhando as mesmas maquinas. Dos 40 pacientes anti-HCV negativos, 28
(70%) tornaram-se positivos. E destes, apenas 10 pacientes tinham historia de
transfusdo. Na unidade B, realizavam tratamentos apenas pacientes anti-HCV
negativos e destes apenas 14,8% (8/54) tornaram-se anti-HCV positivos. Sete
pacientes destes tinham recebido transfusdo sangiinea.

Harmankaya et al (2002), analisaram 168 pacientes hemodialisados em um
periodo de mar¢co de 1992 a agosto de 2000. Os pacientes positivos para o HCV
foram isolados e utilizavam maquinas reservadas para este tipo de infeccdo. Dos
168 pacientes, 08 (4,7%) tornaram-se positivos. Sendo que 04 deles mostraram-se
soropositivo depois de realizarem tratamento de hemodialise em outro centro. E 02
receberam transfusdo sangiiinea 06 meses antes da soroconversao.

Gilli et al (1995) concluiram que a possibilidade de difuséo intradialitica do
HCV é muito baixa quando precaucbes gerais sao rigorosamente observadas.
Segundo esses autores, o tratamento de pacientes infectados em maquinas

separadas, parece nao ser extremamente necessario.
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Por outro lado, Guiserix (1996) sugere que o HCV pode ser disseminado entre 0s
hemodialisados pela falta de medidas de higiene elementar. A desinfec¢éo
sistemética do sistema de dialise entre sessbes de diferentes pacientes e a
descontaminacao da superficie e o isolamento de pacientes positivos impede a
contaminacgéo nao sé do HCV, mas também de outras viroses.

O paciente renal crénico infectado com o HCV ndo necessita ser isolado
dos outros pacientes para realizar tratamento de hemodialise e nem ser
hemodialisado separadamente em maquinas reservadas. Além disso, eles podem
participar do programa de reuso dos filtros. A rotina dos testes para a determinacao
da ALT e pesquisa do anti-HCV sdo importantes para monitoramento de
soroconversdo. Deve-se assegurar que as precaucdes universais, como 0 uso da
biosseguranga, estdo sendo adequadamente e constantemente utilizadas. Caso
um paciente repetidamente anti-HCV negativo apresente de forma persistente
inexplicaveis elevacdes da ALT, testes para a pesquisa do HCV RNA deve ser
considerado. Quando houver uma soroconversao, rever todos os outros resultados
dos testes de rotina de laboratério para identificar casos adicionais (CDC, 2001).

A relativa homogeneidade da populacdo viral encontrado na analise de
pacientes hemodialisados apds estudos prospectivos sugere uma transmissao
nosocomial do HCV (Fabrizi et al, 1996).

O HCV ¢é transmitido preferencialmente por via parenteral e devido a alta
prevaléncia em pacientes hemodialisados deve-se haver sempre um controle nos
centros de dialise para eliminar a possibilidade de disseminacao do virus. Estudos
epidemiolégicos sdo importantes para conhecer a real situacdo das unidades de
dialise e assim adquirir ou continuar com medidas que possibilitem uma melhoria
da qualidade de vida destes pacientes.

Em virtude da falta de dados em relacdo ao HCV nessa populacdo no
estado de Pernambuco, pensou-se em investigar todos os hemodialisados de uma
clinica para a obtencao de dados que possam trazer subsidios para minimizar cada

vez mais esta infecgao.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da hepatite C e identificar os fatores de risco
associados a essa infeccdo em pacientes hemodialisados de uma unidade de
dialise de Recife, PE.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a prevaléncia da soropositividade do anti- HCV pelo ELISA ;

e Estimar a prevaléncia do HCV RNA pela técnica da RT/PCR;

¢ I|dentificar pacientes com o HCV RNA positivo e anti-HCV nao reagente;

e Conhecer os genoétipos circulantes por meio das amostras HCV RNA
positivas;

¢ |dentificar os possiveis fatores de risco para a transmissao do HCV;
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3- CASUISTICA E METODOS

3.1- DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um corte transversal que investiga a relacao exposicado-doencga
em uma determinada populagdo, em um dado momento do tempo.

Esse tipo de estudo permite detectar a freqiiéncia da doenca e de fatores de
risco, identifica grupos na populacéo que estdo mais afetados, além de informar a

relacdo existente entre as variaveis.

3.2- DEFINICAO DAS VARIAVEIS

3.2.1-Variavel dependente

Neste estudo foi considerada como variavel dependente a infeccédo pelo
HCV, pela presenca do HCV RNA pela PCR e/ou a soropositividade para os
anticorpos especificos (anti-HCV) pelo ELISA, confirmado pelo I.B.

3.2.2-Variaveis independentes

e Sexo : masculino ou feminino

e Idade : definida como o intervalo de tempo entre a data do nascimento e a data
da coleta, sendo categorizada como: <20 anos, 20 — 40 anos, >40 anos.

e Sala: referente ao local que o paciente realiza o tratamento de hemodidlise.
Categorizada como: Branca, Convénio e Amarela.

e Tempo de hemodidlise: definida como o intervalo de tempo entre a data da

primeira vez em que o paciente submeteu-se ao tratamento de hemodialise e a

data da coleta. Categorizada como: < de 5 anos e > 5 anos.
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e Transfusdo sangiinea e/ou de hemoderivados: se 0 paciente ja recebeu

sangue em algum momento de sua vida ou algum produto derivado do mesmo
(plaquetas, fatores de coagulacao,...)

e Numero das transfusdes : referente a quantidade de vezes em que 0 paciente

necessitou da transfusdo sanguinea e/ou de hemoderivados. Categorizada
como: de 1 - 5 vezes, de 6 — 15 vezes, > de 15 vezes.

e Periodo da hemotransfusdo : referente ao més/ano em que 0 paciente

necessitou da transfusdo sanguinea. Categorizada como: antes de nov. de
1993 e depois de nov. de 1993.
e Tatuagem: se 0 paciente apresenta tatuagem em algum lugar do corpo.

e Uso de droga injetdvel: se o paciente ja usou droga injetando na veia e/ou

cocaina intranasal.

3.3- ASPESCTOS ETICOS

O referido trabalho protocolado sob. o n° 136/2001 foi aprovado em
05/09/2001 de acordo com a resolucdo de n° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude, pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE. Este estudo também foi analisado e
aprovado pelo comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo, sob o
protocolo de n°. BM 03/02.

Foi elaborado um termo de consentimento livre e esclarecido para que cada
paciente avaliasse a sua participacdo no estudo. O projeto foi apresentado
sucintamente, para que o paciente entendesse 0 que seria realizado a partir do
momento em que desse a sua aprovacao. Julgou-se de maneira clara para cada
paciente da confidencialidade dos resultados, da utilizacdo dos soros Unica e
exclusivamente para 0s objetivos propostos, ndo causando nenhum prejuizo ao

paciente e principalmente na realizagédo do tratamento de hemodidlise.



Albuquerque, A. C .C Prevaléncia e fatores de risco para hepatite C em pacientes...

3.4- CENTRO DE DIALISE

Foram estudados pacientes renais crénicos que realizavam hemodidlise em
uma clinica de Recife/PE. Essa Unidade atende em média 258 pacientes por més
e, em média 47 pacientes por turno. O tratamento por hemodialise é realizado trés
vezes por semana tendo duracdo de quatro horas.

O referido centro é organizado em salas branca, amarela e de convénio.
Para cada sala existe uma equipe diferente de profissionais. As salas
brancas(branca | e Il) sdo destinadas aos pacientes que ndo possuem marcadores
soroldgicos para o virus da hepatite B(HBV) e virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e que estdo vinculados ao Sistema Unico de Saude(SUS). Os pacientes das
referidas salas que apresentam marcadores para o HCV realizam hemodialise em
maquinas reservadas para o0s portadores desta infeccdo. Esses ambientes
comportam 20 e 12 maquinas respectivamente e geralmente todas elas sao
utilizadas para a realizagéo do tratamento em todos os turnos.

A sala amarela é destinada aos pacientes que apresentam marcador
soroldgico indicativo de infeccdo pelo HBV e/ou HIV. E esta composta por 04
maquinas. As salas de convénios(l, Il e Ill) sdo reservadas a todos 0s pacientes
que possuem um convénio médico e que ndo apresentam marcadores para HBV e
HIV. Estas salas comportam 02, 02 e 07 maquinas, respectivamente e geralmente
todas elas sdo ocupadas para a realizacdo do tratamento. Os pacientes que sao
diagnosticados HCV positivos, realizam hemodialise em maquinas reservadas na
sala de convénio lll.

Além das salas para a hemodialise, as salas de reutilizagdo dos filtros
também séo separadas. Os filtros utilizados sdo de membrana de polissulfona.

Os dialisadores (filtros) de pacientes que apresentam marcadores para
algum tipo de infeccdo sao lavados e armazenados separadamente, dos que nao
apresentam marcadores para qualquer tipo de infeccao.
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Na clinica estudada, existem trés salas para lavagens dos mesmos e cada uma é
formada por profissionais diferentes. Em uma sala séo lavados todos os filtros de
pacientes livres de infec¢cdes, em outra sdo lavados os utilizados por pacientes
HCV positivos e, em uma terceira sala, referente a sala amarela, sdo lavados os
dos pacientes portadores do HBV.

Os filtros de cada um dos pacientes sédo lavados para que o sangue seja
inteiramente removido e depois de totalmente limpo € medida o volume interno dos
capilares dos dialisadores (“priming”) para verificar a capacidade de retencédo do
sangue que o mesmo ainda apresenta. Essa técnica € realizada introduzindo agua
no interior dos filtros e depois, com o auxilio de uma proveta, € medido o volume de
agua retido pelo mesmo. O resultado dessa medicdo baseia-se no valor do
“priming” inicial (PI). Caso o valor esteja abaixo dos 20% do PI troca-se o filtro. Se
o valor estiver dentro dos 20%, o filtro é reutilizado apds 12 horas de desinfeccao
com o Proxitane 0,2%. O PI pode variar dependendo do lote de fabricacdo. Os
filtros, dependendo do valor do “priming”, podem ser reutilizados até 12 vezes
(BR/MS/Portaria n° 82).

3.5- POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados pacientes renais cronicos que realizavam tratamento de

hemodialise no centro de dialise estudado, no periodo de margo a junho de 2002.

3.6- COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS

As coletas dos dados foram realizadas ap6s a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido de todos os pacientes no periodo referido acima,
por meio de um questionario.

Este questionario continha alguns dados pessoais, como nome, idade, sala,

turno, tempo de hemodialise, niumero e ano de transfusées sangilineas e ou
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hemoderivados, uso de drogas injetaveis, tatuagem, etc. Apds a obtencao desses
dados foi realizada a coleta do sangue.

Os prontuarios de cada paciente ficaram a disposicdo, caso houvesse
necessidade em analisar algum dado referente ao questionario durante a
realizagéo do estudo.

Os dados de cada paciente foram armazenados e analisados pelo programa
EPI-INFO 6.0.

3.7- COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram colhidos por puncdo venosa 10 mL de sangue, utilizando-se tubos
tipo “vacutainer” sem anti-coagulante. Este procedimento ocorreu antes do
tratamento de hemodialise. Ap6és a coleta, as amostras de sangue foram
transportadas em tempo habil (maximo de 4 horas) para o setor de Virologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco, para separacédo, armazenamento dos soros e realizagdo do ELISA e
da PCR.

As amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 min. e os soros de cada
paciente foram separados em trés microtubos de 1,0 mL cada. Os microtubos
contendo o nome, registro do laboratério, data de coleta, sala e turno ficaram
armazenados em diferentes congeladores. Duas aliquotas foram armazenadas em
um congelador (-20°C) e a terceira a -70°C. Uma aliquota foi utilizada para
sorologia (ELISA), a segunda reservada para a PCR e genotipagem. A terceira

ficou estocada para contraprova, repeticdo ou outros testes.
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3.8- METODOS

3.8.1-ENSAIO IMUNOENZIMATICO — ELISA

O ELISA foi realizado em todas as amostras de soro para a pesquisa do
anticorpo anti-HCV. Foram utilizados “Kits” comerciais de 32 geracdo (Murex® anti-
HCV versdo 4.0) composto de microplacas de poliestireno, sensibilizadas com
fracGes antigénicos das regides do core, NS3, NS4 e NS5 do HCV.

A amostra foi diluida e os anticorpos anti-HCV, se presentes na amostra,
ligaram-se aos antigenos imobilizados. A reacdo foi incubada com peroxidase
conjugada com IgG anti-humano monoclonal e a enzima ligada foi detectada pela
adicdo de uma solucao contendo 3,3',5,5" — tetrametilbenzidina (TMB) e peroéxido
de hidrogénio. Uma coloracdo purpura se desenvolveu nos pog¢os que continham
amostras positivas para o anti-HCV. A reacdo enzimatica foi interrompida com
acido sulfurico 0,5 N, resultando em coloracdo alaranjada que foi lida
fotometricamente. A quantidade de conjugado ligado, ou seja, a coloracdo nos
pocos, esté relacionada diretamente a concentracdo do anticorpo na amostra.

A técnica foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante do “kit”.

Foram consideradas positivas as amostras com valores de densidade otica
(D.O) superior ao valor do cutoff. As amostras que apresentaram uma D.O entre +/-
10% do valor do cutoff, foram consideradas inconclusivas e repetidas pelo mesmo
“kit”. Os resultados foram considerados indeterminados, ap0s a realizacdo do
ELISA em uma segunda amostra.

As amostras que continuavam indeterminadas apds serem repetidas no “Kit”
referido acima foram encaminhadas ao IAL para a realizacdo de um outro ELISA

de fabricante diferente e para a determinagéo pelo Immunoblot.
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3.8.2- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica da PCR foi realizada em todas as amostras, independente do
resultado sorolégico. O método empregado foi 0 “nested” PCR descrito por Garson
et.al (1990a; 1990b) com algumas modificacbes. Foram seguidas as normas de
controle de qualidade propostas por Kwok & Higushi em 1989 para se evitar
contaminagbes das salas e, conseqientemente, dos materiais e dos soros

manuseados.

3.8.2.1-EXTRACAO DO RNA

A extracdo do RNA viral do soro foi realizada com a adicdo de 300uL de
Trizol®LS Reagents, a 150ul de soro. ApGs agitacdo por 1 min em agitador tipo
"vortex”, foram adicionados 50uL de cloroformio gelado. O material foi agitado por
1 min e, apés um periodo de 10 min de repouso a temperatura ambiente,
procedeu-se a centrifugacdo a 13.000 x g a 0°C por 5 min. Apds essa fase, o
sobrenadante foi retirado e adicionado a 300uL de isopropanol, homogeneizado-se
por 10 Seg. Centrifugou-se a 13.000 x g por 12 min a 0°C e o sobrenadante foi
todo retirado com o auxilio de bomba de agua e posteriormente, 300uL de etanol
gelado foram adicionado ao sedimento obtido. O material foi novamente
centrifugado a 13.000 x g por 4 min a 0°C e apos esta fase, o sobrenadante foi

retirado e procedeu-se entdo a sintese do DNA complementar.
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3.8.2.2-SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR — cDNA

A partir da obtencdo do RNA viral, iniciou-se entédo o processo da transcricao
reversa a 37°C por 1 hora, seguindo-se a inativagdo da enzima a 95°C por 10min,
utilizando-se dNTPs, inibidor de RNAses (RNAsin — Gibco BRL®), “primer”
especifico NCR2 (tabela 1) e a enzima transcriptase reversa ( M-MLV RT - Gibco

BRL®). Este processo foi realizado em termociclador da Hybaid modelo Touchdow.

3.8.2.3- “NESTED" PCR

ApOs o0 processo da sintese do cDNA, realizou-se o primeiro PCR,
utilizando-se o “primer” PTCL1, especifico para a regidao 5’NCR (tabela 1). Um pré
aquecimento a 94°C/1min foi realizado logo apds as amostras serem colocadas ao
termociclador. A amplificacdo é iniciada por meio de 25 ciclos de: 94°C/15seg;
55°C/15seg; 72°C/15Seg com uma extensdo final a 72°C/1min. A reacdo de
“nested” PCR foi realizada utilizando-se dois “primers” internos - PTC3 e NCR4
(tabela 1) a partir do produto amplificado de aproximadamente 300 nucleotideos
derivada da primeira reagdo (primeiro PCR), e os mesmos 25 ciclos descritos
acima. Ao final da reacéo foi obtida a amplificacdo de um segmento do genoma de

aproximadamente 200 pb.

Tabela 1: Sequéncia correspondente de cada um dos “primers” utilizados na
reacdo de PCR.

“Primers” Sequéncia
NCR2 ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT
PTC1 CGTTAGTATGAGTGTCGTGC
PTC3 AGTGTCGTGCAGCCTCCAGG
NCR4 CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT
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Nestas reacdes utilizou-se uma amostra de soro conhecidamente positiva
pela técnica de PCR como controle da amplificacdo e, para cada quatro amostras
analisadas, aliquotas de &gua foram intercaladas como controles negativos e

controle de possiveis contaminacfes nas reacoes.

3.8.2.4- IDENTIFICACAO DO MATERIAL AMPLIFICADO

Para a identificacdo do fragmento genémico amplificado, foram realizadas
corridas eletroforéticas, onde 10ul do produto do “nested” PCR foram misturados a
2ul do corante (1% de azul de bromofenol e 40% de glicerol). As amostras diluidas
foram aplicadas em gel de agarose, em uma concentracdo de 1,0% em tampéo
Tris Borato EDTA (TBE) diluido vinte vezes da solugdo estoque (10 X
concentrada), colocando-se 2,4ul de brometo de etidio (10mg/mL), para cada 80mL
de gel produzido. A corrida foi realizada por 30-45 min, sob a voltagem de 100V.
Como controle de eficiéncia da corrida eletroforética e para a avaliagdo do tamanho
do fragmento amplificado, o padrédo de peso molecular (100pb ladder DNA -
Gibco®), foi aplicado junto com as amostras. Passado este tempo, o gel foi
analisado em um transluminador e foi observada a existéncia ou ndo de bandas
com um peso molecular entre 200 — 300pb indicativo de um resultado positivo para
0 HCV RNA.

3.8.3-“IMMUNOBLOT” - I|.B.

Foram analisadas pelo 1.B. as amostras que apresentaram um resultado
indeterminado pelo ELISA com HCV RNA né&o detectado pela PCR e os que tinham
ELISA positivo por duas técnicas diferentes e HCV RNA néo detectado pela PCR.

As amostras referidas acima foram encaminhadas ao setor de hepatites
virais do IAL-SP para serem realizado o I.B.. O “Kit” comercial utilizado foi o de 32
geracdo (CHIRON RIBA HCV 3.0 SIA), que é um teste de ELISA realizado em tiras
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de nitrocelulose, sensibilizadas com os antigenos recombinantes: c33C e NS5 e 0s
peptideos sintéticos: 5-1-1, ¢100 e c22 do HCV. Além das quatro bandas cobertas
com esses antigenos e peptideos, a tira também apresenta uma banda de
superéxido dismutase humano (hSOD) recombinate, para controle de resultados
falso-positivos, e duas bandas de controle do teste (nivel | e nivel Il) de IgG.

O teste foi realizado e interpretado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante.

A reatividade ao anti-HCV em uma amostra é determinada comparando-se
a intensidade de cada banda com antigenos e/ou peptideos do HCV com a

intensidade das bandas de controle do teste em cada tira.

3.8.4- SEQUENCIAMENTO — CARACTERIZACAO GENOTIPICA

As amostras com resultado positivo pela PCR foram encaminhadas de
maneira adequada ao setor de hepatites virais do IAL-SP para a realizacdo da
caracterizagdo genotipica.

Os fragmentos gendmicos do HCV amplificados pela técnica da PCR, foram
sequenciados, em equipamento ABI377 (PE Biosystems ® ), utilizando o “kit” “DNA
sequencing kit Big Dye ™ Terminador” da Applied Biosystems ®.

Inicialmente o DNA foi quantificado realizando corrida eletroforética em gel
de agarose a 1,0% juntamente com um padrdo de massa molecular (DNA Mass
Ladder - GibcoBRL®). Foi utilizado aproximadamente entre 1ng e 3ng do DNA
amplificado.

Nesse estudo, a regido gendémica sequenciada foi a 5’NCR, utilizando-se o
primer PTC3 (tabela 1) (Garson et al, 1990a) e as dNTPs marcadas com
fluoresceina, em termociclador PE9700.

O produto do sequenciamento foi precipitado utilizando solucédo de
isopropanol a 75% e, apOs agitacdo por 10 seg e incubacdo a temperatura
ambiente por 15 min, centrifugou-se a 16.000 xg por 20 min em temperatura
ambiente. Apés a retirada do sobrenadante, o sedimento foi lavado duas vezes

com etanol a 70%, centrifugando novamente a 16.000 xg por 15 min.
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O sedimento, muito bem seco, foi ressuspenso em tampéao apropriado fornecido
com o “kit” e aplicado em gel de poliacrilamida. A aplicacdo da amostra no gel deve
ser precedida da separacédo das fitas de DNA pelo aquecimento a 95°C e posterior
resfriamento em gelo.

Ao final da corrida eletroforética, a reagcdo foi interpretada pelo sinal
fluorescente  emitido pelos terminadores, captados e armazenados
automaticamente por um microcomputador acoplado ao equipamento. A
determinacdo do gendtipo foi realizada pelo alinhamento das fitas de DNA
sequenciadas em comparagdo com as sequéncias de cepas padroes, utilizando o
programa Lasergene (DNASTAR, USA) (figuras 4,5 e 6).
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3.9- INDICE KAPPA (K)

Para a verificar a concordancia entre os métodos empregados, calculamos o
indice K segundo Gordis, L., 1996.

4.0- PLANO DE DESCRICAO E ANALISE

O corte transversal permitiu estimar a prevaléncia da hepatite C na
populacdo estudada e a associacdo entre a infeccdo pelo HCV e as outras
variaveis. A andlise foi realizada através do teste Qui-quadrado, do intervalo de
confianga de 95% e da razao da prevaléncia (RR).

A regressao logistica multipla permitiu ajustar cada variavel pelas demais.
Inicialmente o modelo foi saturado com a inclusédo de todas as variaveis que havia
apresentado associacao estatisticamente significante com o desfecho. Em seguida
testou-se a significancia estatistica da retirada de cada uma delas utilizando como
ponto de corte o p > 0.10. O programa utilizado para a analise multivariada foi o
SPSS PC, verséo 8.0.
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5.0- RESULTADOS

5.1- CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram obtidos 257 questionarios devidamente preenchidos com uma faixa
etaria variando de 17 a 92 anos e de ambos 0s sexos. A coleta do sangue nao foi
realizada em 07 pacientes. A amostra, ao final do estudo, foi composta por 250

pacientes.

5.1.1- VARIAVEIS INDEPENDENTES

As tabelas abaixo apresentam a distribuicdo dos pacientes envolvidos no
estudo de acordo com a faixa etéria, sexo, sala, tempo de hemodialise, transfusao
sangiinea e/ou hemoderivados, niamero e periodo das transfusdes, uso de drogas
e tatuagem.

Nesse estudo observa-se uma predominancia de pacientes do sexo

masculino (58,8%) e com faixa etaria acima de 40 anos (68%) (tabelas 2 e 3).
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Tabela 2: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢o a junho de 2002, segundo a faixa etaria

n %
Faixa etéria (anos)
<20 4 1,6
20 - 40 76 30,4
>40 170 68,0
Total 250 100,0

Tabela 3: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo ao sexo

n %
Sexo
Masculino 147 58,8
Feminino 103 41,2
Total 250 100,0

A maioria dos pacientes (71,2%) realizavam o tratamento de hemodiélise na

sala Branca (tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢o a junho de 2002, segundo a sala para realizacao
do tratamento

n %
SALA
BRANCA 178 71,2
CONVENIO 52 20,8
AMARELA 20 8,0

Total 250 100,0
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Em relacdo ao tempo de hemodidlise, a maioria dos pacientes (62.8%)

realizavam tratamento ha menos de 05 anos (tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo o tempo de realizacdo
de hemodiélise

n %
Tempo de
hemodialise
<5 157 62,8
>5 93 37,2
Total 250 100,0

Na tabela 6 verifica-se que 64,7% ja havia realizado transfusdo de sangue
e/ou hemoderivados algum momento na vida e grande parte desses pacientes

(80,1%) tinham recebido de 1 a 5 transfusdes até o momento do estudo.

Tabela 6. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo a realizacdo e numero
das transfusdes sangliineas e/ou hemoderivados

n %
Transfusao
Sim 161 64,7
Nao 88 35,3
Total 250 100,0
NUumero de transfusdes
l1a5 129 80,1
6als 25 15,5
> 15 07 4.4

Total 161 100,0
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Relacionando os pacientes com o periodo das transfusbes sanguineas,
observa-se que 70,8% dos pacientes tinham realizado a primeira transfusao depois
de novembro de 1993 (tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo o periodo da
transfuséo sangiinea e/ou hemoderivados

n %
Periodo da transfusao
Antes de nov. de 1993 47 29,2
Depois de nov. de 1993 114 70,8
Total 161 100,0

Quanto a realizacdo de tatuagem e uso de drogas injetaveis, apenas 2% e
0,8% da populacdo, respectivamente, j& tinham se envolvido com tais
procedimentos (tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢co a junho de 2002, segundo a realizacdo de
tatuagem e uso de drogas injetaveis

n %
Tatuagem
Sim 05 2,0
N&o 245 98,0
Usa drogas injetaveis
Sim 02 0,8
N&o 248 99,2

Total 250 100,0
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5.2- DETECCAO DO ANTICORPO ANTI-HCV POR ELISA

Foi detectado 8,4% (21/250) de pacientes com resultado positivo para o
HCV, com intervalo de confianca variando entre 5,4 e 12,7%. Apenas 01 paciente

(0,4%) apresentou resultado indeterminado.

5.3- DETECCAO DO HCV RNA PELA PCR

Foram identificados 19 (7,6%) pacientes positivos para o HCV por esta
técnica, com intervalo de confianca variando entre 4,6 e 11,6% . Todos os
pacientes que apresentaram sorologia negativa para o anti-HCV, foram também
negativos para a pesquisa do HCV RNA. Em dois pacientes anti-HCV reagentes,

por duas técnicas diferentes, ndo foram detectados o HCV RNA pela PCR.

5.4 —“IMMUNOBLOT”

Apoés a andlise dos soros de 02 pacientes pelo |.B., foram observados os
seguintes resultados: paciente 82 — reagiu contra as proteinas: C33c e c22(p) e 0
paciente 233 — reagiu contra as proteinas: c100(p), C33c, c22(p) e NS5. De acordo
com os critérios de interpretacdo dos resultados, foram confirmados que os dois
pacientes apresentavam a infeccéo pelo HCV.

O paciente que apresentou um resultado indeterminado pelo ELISA em dois
métodos diferentes e HCV RNA néo detectado, foi também indeterminado pelo 1.B.,

reagindo apenas contra uma proteina: C33c.
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A tabela 9 mostra os resultados obtidos das analises dos soros pelas
técnicas do ELISA e da PCR.

Tabela 9: Comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas do ELISA

e da PCR
PCR
Elisa Positiva Negativa Total %
Positivo 19 2 21 8,4
Negativo - 228 228 91,6
Total 19 230 249 100
ELISA = ensaio imunoenzimatico; K=0,946 (0,908; 0,984)

PCR = Reagado em Cadeia da Polimerase
(-) = néo detectado

5.5- PREVALENCIA

A prevaléncia da hepatite C nos hemodialisados foi de 8,4% baseada na

deteccao dos anticorpos anti-HCV (grafico 1).

8,4%

91,6%

Gréfico 1. Positividade para anticorpos anti-HCV em hemodialisados
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5.6- VERIFICACAO DA ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS
INDEPENDENTES E O HCV

Quanto a faixa etaria, observa-se que a distribuicdo dos pacientes HCV
positivos foi semelhante a dos pacientes negativos para o HCV. O teste de
significancia ndo foi valido por conter baixas frequéncias nas menores faixas
(tabela 10).

Tabela 10: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢o a junho de 2002, segundo a faixa etéaria e a
positividade para o HCV

HCV
Faixa etaria Positivo Negativo Total
(em anos) n % n % n %
Menor de 20 00 0,0 04 1,8 04 1,6
De 20 a 39 07 33,3 69 30,3 76 30,5
40 e mais 14 66,7 155 68,0 169 67,9
Total 21 100,0 228 100,0 249 100,0

x* = n&o valido

Agrupando-se as menores faixas, observa-se uma prevaléncia para o0 HCV
de 8,8% nos menores de 40 anos, bem proxima a prevaléncia dos maiores de 40
anos (8,3%). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre faixa etéria e
positividade para o HCV (tabela 11).
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Tabela 11. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢co a junho de 2002, segundo a faixa etaria
agrupada e a positividade para o HCV

HCV
Faixa etaria Positivo Negativo Total
(em anos) n % n % n %
Menor de 40 07 8,8 73 91,2 80 32,1
40 e mais 14 8,3 155 91,7 169 67,9
Total 21 (8,4) 228 (91,6) 249 100,0
x* =0,01 p = 0,903 RR = 1,06 (0,44; 2,51)

Em relacdo ao sexo, a prevaléncia da positividade para o HCV foi maior
(9,6%) nos homens quando comparada com as mulheres (6,8%), porém nao houve

diferenca estatisticamente significante entre os grupos (tabela 12).

Tabela 12. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo ao sexo e a
positividade para o HCV

HCV
Sexo Positivo Negativo Total
n % n % n %
Masculino 14 9,6 132 90,4 146 58,6
Feminino 07 6,8 96 93,2 169 41,4
Total 21 (8,4 228 (91,6) 249 100,0
x* = 0,30 p = 0,582 RR = 1,45 (0,59; 3,37)

A prevaléncia da positividade para o HCV foi maior (15,0%) nos pacientes
que realizavam tratamento na sala amarela, porém n&o houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (tabela 13).
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Tabela 13. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢o a junho de 2002, segundo a sala para realizacao
do tratamento e a positividade para o HCV

HCV
SALA Positivo Negativo Total
n % n % n %
Branca 13 7,3 165 92,7 178 71,5
Convénio 05 9,8 46 90,2 51 20,5
Amarela 03 15,0 17 85,0 20 8,0
Total 21 (8,4) 228 (91,6) 249 100,0

x> =1,54 p = 0,464

Quanto a variavel tempo de hemodidlise, a prevaléncia da positividade para o
HCV foi de 14% nos pacientes submetidos a este tratamento por 05 anos ou mais
e de 5,1% com tempo menor que 05 anos, mostrando uma diferenca

estatisticamente significante entre os grupos p< 0,05 (tabela 14).

Tabela 14. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢co a junho de 2002, segundo o tempo de
hemodidlise e a positividade para o HCV

HCV
Tempo de Positivo Negativo Total
hemodialise
(em anos) n % n % n %
5 e mais 13 14,0 80 86,0 93 37,3
Menor de 5 08 51 148 94,9 156 62,7
Total 21 (8,4 228 (91,6) 249 100,0

v2 =482 p=0,028 RR = 2,73 (1,17; 6,33)
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Analisando o0s pacientes que realizaram transfusdo de sangue e/ou
hemoderivados, verificou-se que ndo houve associagdo estatisticamente
significante com a positividade para o HCV (tabela 15). Porém, quando observado
a relacéo entre o numero de transfusfes e a positividade para o HCV, verificou-se

uma associacdo estatisticamente significante (p = 0,004) (tabela 15).

Tabela 15. Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marg¢o a junho de 2002, segundo a realizacdo e numero
de transfusdes sanglineas e/ou hemoderivados e a positividade para o HCV

HCV
Positivo Negativo RR (IC)
2
n % n %
Transfuséo 2,32(0,81;6,69) 194 0,163
Sim 17 10,6 144 894
N&o 04 45 84 95,5
Total 21 151 228 164,9
Namero de 12,88 0,004
Transfusdes
Nenhuma 04 45 84 95,5 1,0
Delas 11 8,5 118 91,5 1,88 (0,62; 5,7)
De 6a 15 03 120 22 88,0 2,64 (0,63;11,03)
Mais de 15 03 429 04 67,1 9,43 (2,61; 34,04)
Total 17 63,4 144 246,6

Na tabela 16, observa-se que a prevaléncia da positividade para o HCV foi
de 19,1% no grupo que fez transfusédo antes de novembro de 1993, enquanto que
nos pacientes submetidos a transfusdes apos este periodo, esta reduziu para 7%,

mostrando uma associacao estatisticamente significante (p = 0,026).
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Tabela 16: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢co a junho de 2002, segundo o periodo das
transfusdes e a positividade para o HCV

HCV
Periodo da Positivo Negativo Total
transfusao
n % n % n %
Antes de 1993 09 19,1 38 80,9 47 29,2
Depois de 1993 08 7,0 106 93,0 114 70,8
Total 17 (8,4) 144  (91,6) 161 100,0

v% =3,98 p=0,026 RR=273(1,12;6,64)

Apés a andlise univariada verificou-se que o tempo de hemodialise, nimero
e periodo das transfusdes apresentou-se como possiveis fatores de confuséo para
a positividade do HCV, pois elas estdo tanto relacionadas com a exposi¢cao quanto
com o desfecho . As tabelas 17 e 18 mostram a associagcao entre as variaveis que

apresentaram diferenca estatisticamente significante com o HCV.

Tabela 17: Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de marco a junho de 2002, segundo o numero e periodo
das transfusfes sanglineas e/ou hemoderivados e tempo de hemodidlise.

Periodo da transfuséo

Antes Depois v P
de 1993 de 1993
n % n %
NUumero de 14,1 0,000
transfuséo
lab 29 61,7 100 87,7
>6 18 38,3 14 12,3
Tempo de 16,3 0,000

hemodidlise
Menos de 5 anos 15 319 76 66,7
5 anos e mais 32 68,1 38 33,3
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Tabela 18 . Distribuicdo dos hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢co a junho de 2002, segundo o0 numero de
transfusdes sangiineas e/ou hemoderivados e o tempo de hemodialise.

NUmero de transfusdes

Tempo de 1-5 6 e mais Total
hemodialise n % n % n %
Menos de 5 anos 81 62,8 10 31,3 91 56,5
5 anos e mais 48 37,2 22 68,8 70 43,5

Total 129 100,0 32 100,0 161 100,0

x* =10,38 p = 0,001

Permaneceu no modelo final apenas a variavel periodo de transfusao
sangiinea e/ou hemoderivados haja visto que com a retirada das outras variaveis,
namero de transfusdes e tempo de hemodialise, obteve-se um valor de p = 0,322 e

p = 0,220 respectivamente pela razdo de maxima verossimilhanca.

Tabela 19: Modelo final da regresséo logistica entre o tempo de hemodidlise,
numero e periodo da transfusdo sanglinea e/ou hemoderivados e a
positividade para o HCV em hemodialisados de uma clinica da cidade do
Recife, no periodo de mar¢o a junho de 2002

Varidvel no modelo oD IC P- VALOR

Periodo da transfusao
Depois de nov. 1993 3,13 (1,12-8,71) 0,0295
Antes de nov. 1993 1
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5.7- SEQUENCIAMENTO

Os resultados da genotipagem a partir das amostras positivas pela PCR

mostraram que 0s genotipos 1 e 0 3 sdo 0s mais prevalentes (grafico 2).

42%

21%

Grafico 2: Distribuicdo dos gendtipos circulantes na clinica estudada
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6- LIMITACOES METODOLOGICAS

Devido as variaveis tempo de hemodialise, realizacdo de transfusao
sanguinea e/ou hemoderivados , numero e periodo dessa transfusdo terem sido
informadas pelos proprios pacientes, o estudo pode apresentar viés de informacao
e selecéao.

O dia em que o paciente necessitou realizar pela 12 vez o tratamento de
hemodidlise parece ter sido marcante. Pois, quando era feita a pergunta para a
obtencédo desse dado, a resposta, na maioria das vezes , era de maneira clara e
concreta. Da mesma forma ocorreu com a obtencdo dos dados em relacdo a
realizacdo, numero e periodo da transfusdo sanglinea e/ou hemoderivados.
Todavia, mesmo com a clareza dessas informacdes, o referido estudado pode

apresentar viés de informacao.

6.1 - Viés de informacao

E considerado viés de informacéo, de afericdo ou de observacio, ao erro
sistematico de classificacdo quanto a exposicéo e/ ou quanto ao diagnostico.
(Ebrahim et al, 1995).

Embora as informacfes coletadas terem sido lembradas com clareza, é
possivel que alguns pacientes tenham sido classificados erroneamente, pois como
o estudo transversal utiliza apenas um momento da coleta de dados, é possivel ter

havido erros de classificacéo.
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6.2 - Viés de selecao

O viés de selecao em uma investigacao cientifica, também chamado de viés
da amostra ou da populacdo, e ocorre quando ha diferencas sistematicas de
caracteristicas entre aqueles que séo selecionados para estudo e aqueles que nao
0 sdo. Isso acontece quando um ou mais subgrupos da amostra ndo estao
devidamente representados na amostra selecionada para pesquisa (Pereira, 1995;
Fletcher et al, 1996).

Nesse estudo houve uma perda inicial de um paciente que recusou-se
participar do mesmo. As outras exclusdes com o trabalho j& iniciado, foram por
motivos que impediram a coleta do sangue, inviabilizando o diagnéstico. Porém a
perda de 2.7% (07/257) foi considerada aceitavel, pois representa uma populacéo

com as mesmas caracteristicas da populacao analisada.
e Viés de prevaléncia
E um tipo de viés de selecdo que pode ter acontecido neste estudo pelo fato

de que os pacientes que compuseram a amostra s&o os sobreviventes. (Campana
et al, 2001).
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7- DISCUSSAO

Casos de hepatites C vém surgindo ao longo dos anos em centros de
dialise, mesmo com o aumento do controle de qualidade e eficiéncia dos métodos
para a triagem e deteccdo do HCV.

Em Pernambuco, hd uma escassez de dados referentes a hepatite C em
pacientes hemodialisados. Por isso, neste trabalho procurou-se investigar a
situacao desta infeccdo em pacientes de um centro de didlise em um dado
momento do tempo.

Duzentos e cinglenta e sete questionarios foram preenchidos, porém sé foi
possivel a realizagdo do estudo em 250 pacientes, a exclusdo dos sete pacientes
foi devida: a desisténcia por motivos pessoais, transplante, transferéncia para
outras clinicas e obito.

O tipo de estudo abordado apresenta algumas vantagens e desvantagens.
As vantagens séo: possibilita a identificagdo de casos na comunidade e detecta
grupos de alto risco. A maioria das vezes apresenta um custo reduzido,
simplicidade e rapidez de realizacdo, porém nao foi o caso desse trabalho. Foram
realizadas varias técnicas e sobretudo a PCR, que além de ser bastante
dispendiosa também necessita de tempo para a sua execucao.

As desvantagens sao: em condi¢cdes de baixa prevaléncia, a amostra deve
ter o seu tamanho aumentado, o que dificulta a operacionalizagdo do trabalho;
possibilidade de erros de classificagcdo e a ocorréncia de viés de prevaléncia
(Pereira et al, 1995);

No Brasil e em outros lugares do mundo, a prevaléncia da hepatite C em
pacientes hemodialisados, obtida através do ELISA e da PCR varia de 7 — 44,9%
(Cardoso et al, 1994; Salama et al, 2000; Moreira et al, 2000; Carneiro et al, 2001,
Hinrichsen et al, 2002; Busek et al, 2002).
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Nesse trabalho, a prevaléncia da hepatite C foi baixa (8,4%) em relacédo a
outros estudos de prevaléncia brasileiros, também em hemodialisados, que
mostraram indices que variavam de 14,6% - 65%. Porém, se considerarmos que a
estimativa da infeccdo para o HCV na populacdo geral é de 1,2%, observa-se um
indice sete vezes maior (Vanderborght et al, 1995; Carvalho et al, 1999; Moreira et
al, 2000; Carneiro et al, 2001; Santana et al, 2001; Busek et al, 2002,
BR/MS/FUNASA, 2003).

A realizacdo de transfusdo sanguinea e/ou hemoderivados € um fator de
risco importante para a transmissdo do HCV, como mostrado no estudo de
Yonemura et al (1996) que ao analisarem 52 pacientes que haviam realizado
transfuséo, 21 (40,4%) apresentaram anticorpo para o HCV. E em relacdo aos
pacientes desprovidos de transfusdo, apenas 11% (20/182) tinham esse tipo de
anticorpo. Porém, nesse estudo nédo foi verificado essa associacdo. Todavia, em
relagdo ao numero de transfusBes observou-se uma diferenga estatisticamente
significante com a positividade para o HCV. Esses dados foram semelhantes aos
do estudo de Hinrichsen et al (2002), que também encontraram um aumento na
prevaléncia para o HCV em pacientes que realizaram multiplas transfusées.

Embora o tempo de hemodidlise represente um fator para o aumento da
prevaléncia da hepatite C em pacientes hemodialisados como observado em varios
trabalhos(Cardoso et al, 1994; Salama et al, 2000; Carneiro et al, 2001; Santana et
al, 2001), nesse estudo foi verificado que o tempo de hemodialise é um fator de
confusdo para a aquisicdo do HCV. Apds a realizacdo da regressao logistica, foi
visto que, dos pacientes que realizavam o tratamento ha 05 anos ou mais a
prevaléncia da positividade para o HCV foi maior nos que necessitaram receber a
transfusdo em um periodo antes de novembro 1993. Da mesma forma foi verificado
com a variavel numero de transfuséo, ou seja, a prevaléncia da positividade para o
HCV foi maior nos pacientes que necessitaram de mais de 05 transfusfes, porém
em um periodo antes de novembro de 1993.
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Testes para pesquisa do anti-HCV tornaram-se obrigatérios de acordo com o
Ministério da Saude, pela portaria de n° 1376 de 19 de Novembro de 1993. O
periodo em que ocorreu a primeira transfusdo parece ser o principal fator para a
aquisicdo do HCV nesse estudo. A analise multivariada mostrou que esses
pacientes sao HCV positivos ndo porque realizavam o tratamento de hemodialise
h&a 05 anos ou mais ou porque realizaram mais de 05 transfusfes e sim porque
necessitaram de uma ou mais transfusées em um periodo antes de novembro de
1993.

Analisando o risco relativo desse estudo, 0 grupo que necessitou de
transfusdo sanguinea e/ou de hemoderivados antes de novembro de 1993 teve 2,7
vezes mais chance de ser positivo para o HCV do que aqueles que necessitaram
desse procedimento apoés este periodo.

Alguns trabalhos mostram um risco bem mais elevado para a aquisicdo do
HCV em pacientes hemodialisados, como o de Carneiro et al (2001). Esses autores
analisando 428 pacientes provenientes de 08 clinicas de dialise, mostraram que
dos pacientes que receberam transfusdo sangliinea e/ou hemoderivados antes de
novembro de 1993 apresentavam um risco de 6,5 vezes mais chances em adquirir
o HCV do que os pacientes que receberam depois desse periodo.

A realizacdo de tatuagem e uso de drogas injetaveis sdo considerados
fatores de riscos para a transmissdo do HCV, porém nesse estudo, face ao
pequeno numero de pacientes envolvidos nessas categorias, nao foi possivel a
comparacao adequada. Entretanto, dos pacientes que tinham tatuagem e dos
usuarios de drogas, 2/5 e 1/2, respectivamente, foram HCV positivos.

Pacientes renais croénicos ha mais ou menos 10-12 anos atras,
necessitavam quase que regularmente receber transfusdes sanglineas devido ao
aparecimento de quadros de anemias. Porém, com o advento da eritropoetina
recombinante humana (rHUEPO) essa necessidade vem diminuindo e, devido as
triagens dos produtos do sangue para o anti-HCV em bancos de sangue, 0 risco

em adquirir a infecgdo pelo HCV por meio de uma transfusdo vem diminuindo ao
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longo do tempo. Em 1990, nos E.U.A, apOs analises de pacientes que
necessitaram de transfusdo sangiinea, o risco de uma transmissao do HCV por
meio de uma transfuséo era de aproximadamente 0,02% por unidade transfundida
e em julho de 1992 este risco reduziu para 0,001% (Donahue et al, 1992; Schreiber
et al, 1996).

Para a realizacdo da analise estatistica desse estudo foi necesséaria a
exclusdo de um paciente que apresentou resultado indeterminado para hepatite C,
tanto pelo ELISA como pelo I.B. A associagdo das variaveis independentes como
fatores de risco, s6 poderiam ser relacionadas com pacientes que apresentavam
um diagndstico preciso para o HCV.

Os resultados indeterminados por essas técnicas podem ser importantes,
pois sugerem que o0s pacientes poderiam estqd em fase de soroconversao e ainda
possuirem baixos titulos de anticorpos (CDC, 1998). Estes pacientes devem ser
monitorados realizando novos testes com novas amostras, a fim de se obter um
diagnéstico definitivo e dessa forma realizarem o tratamento de hemodialise na
maquina propicia e principalmente ser avaliado por um hepatologista e ter acesso a
um tratamento antiviral.

E extremamente importante solucionar casos de pacientes com resultados
indeterminados pelo ELISA em unidades de dialise. Apenas com a utilizacdo dessa
técnica na triagem dos pacientes, pode fornecer resultado falso positivo e, este
paciente ser conduzido a realizar tratamento em maquinas que so seriam utilizadas
por pacientes HCV positivos confirmados.

Resultados falsos positivos e falsos negativos, mesmo com a utilizacdo de
testes de 3% geracdo, ainda sdo observados. Pacientes que apresentam infecgéo
aguda pelo HCV, nado sao detectados pela pesquisa do anti-HCV por nenhum teste
ja desenvolvido.

O teste de I.B. € o método suplementar dos resultados reagentes pelo
ELISA, por apresentar as proteinas do virus separadamente, ele apresenta maior

especificidade.
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Esse teste ndo € realizado em rotinas de laboratorios, tanto por ser dispendioso
como também pela dificil execucdo e interpretacdo. Sua utilizacdo como teste
complementar seria primordial em unidades de dialise, pois tanto ajudaria para
confirmar resultados positivos pelo ELISA, como também evitaria resultados falsos
negativos.

Moreira et al (2000) ao realizarem diferentes técnicas para investigar a
situacdo da hepatite C em dois centros de hemodialise em Sao Paulo, observaram
que o ELISA de 3% geracdo utilizado falhou em néo detectar 3 amostras positivas e
7 indeterminadas pelo I.B.

O I.B. utilizado nesse estudo confirmou a presenca de anticorpos anti-HCV
nas amostras de dois pacientes que apresentaram ELISA reagente e HCV RNA
nao detectado pela PCR. Embora 15 a 20% da populacdo se recuperam de uma
infecgdo aguda pelo HCV, um resultado de PCR negativo ndo exclui viremia,
podendo o paciente apresentar uma carga viral abaixo do limite de deteccdo do
ensaio (NIH,2002). Neste caso deve-se haver um acompanhamento médico, em
que o paciente possa refazer a PCR em outros momentos e assim monitorar de
forma adequada a infecgéo.

Todos o0s pacientes renais cronicos envolvidos nesse estudo que
apresentaram ELISA reagente (exceto o paciente indeterminado), tiveram um
resultado da densidade otica 2 a 3 vezes maior que o cut-off.

De acordo com Al Meshari et al (1995) os pacientes renais crbnicos
apresentam uma fraca resposta imunoldgica a uma grande variedade de estimulos
antigénicos ou devido ao proprio estado urémico.

Alguns centros de dialise apresentam pacientes que sdo desprovidos do
anticorpo anti-HCV, porém apresentam o HCV RNA circulando no sangue. Cardoso
et al (1994) encontraram 4,8% desses pacientes; Fernandéz et al (1996) 12,9%;
Salama et al (2000) 0,46%; Moreira (2000) 2,4%; Carneiro et al (2001) 10,3%;
Hinrichsen et al (2002) 0,8%; Busek et al (2002) 1,4%. Cardoso et al (1994) e
Fernandéz et al (1996) realizaram ELISA de 2° geracéo e todos os outros o de 3%
geracao.
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Por outro lado, existe centros que nao apresentam pacientes com tal
caracteristica. Salama et al (2000) ao realizarem um estudo de prevaléncia para o
HCV em 25 centros, observaram que em apenas 06 centros existiam pacientes
HCV RNA positivos com anti-HCV néo reagente.

No centro estudado, todos os pacientes virémicos pela PCR, foram
detectados os anticorpos anti-HCV pelo ELISA.

Esses dados corroboram com os de Dalekos et al (1998) que ao realizarem
um estudo prospectivo de seis meses, também ndo detectaram pacientes
hemodialisados com HCV RNA positivo pela PCR e anti-HCV nao reagente pelo
ELISA. Segundo Dalekos et al (1998), isto se deve ao uso de testes 1> e 2 @
geracgdo que apresentam baixa sensibilidade e especificidade em relagdo aos de 3?2
geracao, utilizados em seu trabalho. Esses autores ainda propdem que ao serem
realizados testes de ELISA de 3% geracdo, ndo haveria necessidade da realizacdo
da PCR em pacientes anti-HCV negativo. Porém, a geracédo dos ELISAS utilizados
nos estudos dos diferentes autores citados anteriormente que ndo detectaram
anticorpos em pacientes virémicos, eram de 2% e a maioria de 3% geragdo. Carneiro
et al (2001) encontraram um percentual alto (10,3%) desses casos utilizando
ELISA de 3? geracéo.

Embora um “kit" de 3% geracdo apresentem uma alta sensibilidade, o
mesmo ndo consegue detectar os anticorpos anti-HCV em paciente recentemente
infectado.

A existéncia de pacientes anti-HCV negativos e HCV RNA positivos, pode
ocorrer devido ao comprometimento imunolégico do paciente renal crénico e com
isso haver um retardo na producao de anticorpos ou até mesmo por uma infecgcao
recente em que ainda ndo ha anticorpos circulantes no sangue.

O “Kit" para deteccado dos anticorpos anti-HCV utilizado nesse trabalho
apresentou-se de boa qualidade. A especificidade é estimada a 99,88% com um
intervalo de confianca de 95% de 99,77% a 99,93%. Quando aplicado o indice
Kappa com a PCR observou-se uma excelente concordancia (K = 0,946).

O ELISA conseguiu detectar todos os pacientes infectados com o HCV e apenas

informou 01 resultado indeterminado ou talvez falso-positivo, pois este paciente ao
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ser re-testado com uma amostra coletada ap0s sete meses, continuou sendo
indeterminado.

O tipo de estudo desse trabalho nao fornece subsidios para propor que com
a utilizacdo do ELISA de 3% geracdo ndo haveria necessidade do uso da PCR
como teste de triagem em centros de didlise. Estudos prospectivos de doze a
dezoito meses seriam ideais e necessarios para o fortalecimento dessa proposta,
embora se sabe que a utilizacdo da PCR é bastante relevante para um diagndstico
mais precoce.

Quando em uma clinica de hemodiélise ndo se encontra paciente com anti-
HCV negativo e HCV RNA positivo, pode ser que o0 mesmo ainda apresente uma
boa resposta imunoldgica ou até mesmo por ndo haver disseminacdo da infeccéo
no interior da clinica. E o que pode esta acontecendo com os pacientes do centro
de didlise estudado devido aos resultados encontrados.

Para evitar a transmissdo nosocomial e disseminacdo do virus, cabe
ressaltar a importancia de rigorosas precaucdes gerais, incluindo procedimentos de
limpeza e desinfeccéo (Sampietro et al, 1996).

De acordo com os resultados de Loureiro et al (1995), unidades de
hemodialise de Portugal, apresentaram um declinio na incidéncia da infeccéo pelo
HCV. Em 1991, esse numero era de 11,2%, em 1992 caiu para 7,2% e em 1993,
6,5%. O declinio inicial poderia ser atribuido a reducdo de infeccdes pos-
transfusdo. E o0 declinio tardio da incidéncia, provavelmente devido a
implementacédo de medidas de controle da infeccdo para prevenir a transmissao
nosocomial no interior das unidades de dialise (Pereira, 1999).

Jadoul et al (1998) também observaram uma diminuicdo na incidéncia de
hemodialisados com o HCV, apds um periodo em que as precau¢des universais
nos centros foram reforcadas. Esse declinio foi de 1,41% (5/236) para 0,56%
(2/238) e para 0% (0/269) no periodo de maio de 1991 a novembro de 1995.

Segundo a portaria normativa do Ministério da Saude (N° 82), todas as
unidades de dialise sdo obrigadas a realizar mensalmente em todos os pacientes a
sorologia para a hepatite C. ApGs a analise mensal, se um paciente apresentar
sorologia negativa para o HCV, ele serd diagnosticado negativo e entdo podera
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compartilhar a maquina de dialise com outros pacientes também negativos para
esta infeccao.

A realizacdo da PCR, que € o método eleito para detectar viremia (Fernadéz
et al, 1996), pode identificar pacientes com a infeccdo, porém ainda nao
diagnosticado pela sorologia mensal. Esses pacientes teriam um
acompanhamento, realizariam o tratamento em maquinas reservadas e seriam
monitorados para a realizacdo, se possivel, de um tratamento antiviral.

Sampietro et al (1996) ao estudarem a transmissdo nosocomial em unidades
de didlise, relataram que a fonte de infeccdo do HCV pode ser atribuida a
transmissao vertical, que € através das maquinas de hemodialise. Segundo estes
autores, embora o virus seja 10 vezes maior que o poro da membrana do filtro, ele
poderia passar por esses poros caso 0S mesmos apresentassem alguma alteracao
de tamanho ou até mesmo pequenas rupturas na membrana, isso poderia
acontecer também devido a uma maior reutilizacao dos filtros.

Caso um paciente apresente o HCV RNA positivo com sorologia negativa, o
mesmo sera diagnosticado pelo centro de didlise como negativo para hepatite C,
entdo ele compartiihard a maquina de dialise com outros pacientes que sao
realmente negativos para esta infeccdo. Se a unidade de dialise ndo apresentar um
controle de qualidade rigido em relacéo aos filtros, esse paciente podera infectar a
maquina caso 0 virus acidentalmente ultrapasse os poros da membrana do filtro,
colocando em risco 0s pacientes que realizam a terapia no mesmo local.

Taskapan et al (2001) e Harmankaya et al (2002) ao realizarem estudos com
hemodialisados na Turquia, observaram que o tratamento dos pacientes HCV
positivos em maquinas reservadas diminui drasticamente a prevaléncia para a
hepatite C (81% para 4,7%).

Os pacientes HCV positivos envolvidos nesse estudo, realizam tratamento
em maquinas reservadas. No final de cada turno, todos os filtros e as conexdes de
cada paciente, passam por um sistema de limpeza e desinfeccdo. Apds o término
do terceiro turno, todas as maquinas sao desinfectadas por meio de um processo
quimico e térmico realizada pela prépria maquina. De acordo com a escala dos

pacientes para a realizacéo do tratamento, as maquinas reservadas para pacientes
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HCV positivos podem ser utilizadas por pacientes HCV negativos no primeiro turno
do dia seguinte a desinfec¢do, ou até o momento em que um paciente positivo
utilize a mesma. Depois que o paciente positivo realiza o tratamento, a maquina so
podera ser usada por outro paciente HCV positivo até a préxima desinfeccéo.

Quando um novo paciente entra no programa de hemodidlise da clinica
estudada, o tratamento é realizado em uma maquina reservada e logo apos, a
mesma passa pelo processo de desinfeccdo e tanto o filtro como todas as
conexdes utilizadas pelo paciente sdo lavadas e desinfectadas na propria maquina.
A rotina volta ao normal depois que todos os testes para as doencas transmissiveis
pelo sangue como HCV, HBV, HIV e determinacédo da ALT fiquem concluidos.

Os filtros utilizados pelos pacientes HCV positivos e negativos séo lavados
separadamente por profissionais diferentes e seguindo as regras de
biosseguranca.

A prevencéao da hepatite C em unidades de diadlise vem sendo abordada de
maneira diferente por alguns autores.

Gilli et al (1995) acham que o tratamento de pacientes infectados com o
HCV em maquinas separadas parece ndo ser extremamente necessario. Por outro
lado, Guiserix (1996) sugere que o isolamento de pacientes positivos impede a
contaminacgéo nao sé do HCV, mas também de outras viroses.

Tendo visto os resultados de trabalhos brasileiros como também de outros
lugares do mundo, observa-se que deve haver uma rigorosa utilizagdo das
precaucdes universais, ou seja, uso da biosseguranca, uma correta lavagem e
medicao dos poros das membranas dos filtros, sorologia mensal para deteccao dos
anticorpos para o HCV, como outros requisitos informados pelo Ministério da
Saude pela portaria de n° 82, para que ocorra um declinio na prevaléncia da
positividade para o HCV em unidades de hemodialise.

As autoridades dos centros de hemodialise deveriam impedir que pacientes
hemodialisados se infectem com o HCV. Os pacientes renais cronicos ja sao
bastante comprometidos e a infeccdo pelo HCV intensificaria ainda mais o seu
quadro clinico. Para isso seria necessaria a utilizacdo de medidas para que esse
virus ndo se dissemine de paciente para paciente dentro do préprio ambiente de
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hemodialise, como também programas de assisténcia social e educa¢do sexual
para o ensinamento de outras formas de contagio fora do ambiente de tratamento.

Os gendtipos circulantes na clinica estudada foram 0 1 e 0 3 e estes sao 0s
mais prevalentes ndo s6é em hemodialisados como também em individuos
cronicamente infectados com funcdo renal normal (Martins et al, 1998; Filgueira,
1999; Cavalheiro, 1999; Moreira et al, 2000; Krug et al, 1996). A homogeneidade
de cepas virais do mesmo genoétipo no centro estudado reflete transmissao
nosocomial, porém ndo se pode afirmar devido ao ndo conhecimento pela
pesquisadora de que esses pacientes ja teriam ingressado na clinica infectados
com o HCV. Estudos retrospectivos e prospectivos sd0 necessarios para se ter
uma avaliacdo melhor a respeito do periodo e até mesmo do modo como esses
pacientes poderiam estar adquirindo essa infecgao.

Analisando o resultado encontrado de que o periodo da transfusdo € que
esta mais estreitamente associado com o HCV nesse estudo, observa-se que com
um controle de qualidade mais rigido nos bancos de sangue, devido a utilizacéo da
técnica de deteccdo do acido nucléico RNA (NAT) para o HCV e HIV (Lei n° 262 de
fevereiro de 2002) e pela diminuicdo da necessidade dos pacientes renais crénicos
em realizar transfusfes, a prevaléncia da positividade para o HCV nessa unidade
tende a diminuir, porém estudos prospectivos S80 necessarios para essa
afirmacéo.

O ideal seria realizar esse tipo de estudo em todos os centros de
hemodialise do Estado de Pernambuco, pois assim poderiamos ter a real
prevaléncia da positividade para o HCV nessa populacéo e ficariamos sabendo dos

centros que sdo mais comprometidos com esta infeccao.
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8- CONCLUSOES

A prevaléncia da infeccdo pelo HCV na populacdo estudada foi baixa em
relacdo a outros estudos de prevaléncia brasileiros, porém alta quando
comparada com a prevaléncia de 1,2% da populacgéo geral,

e O genotipo predominante neste estudo foi o0 1a;

e O tempo de hemodidlise, numero e periodo da transfusdo sangulinea e/ou
hemoderivados mostraram associacdo estatisticamente significante com a
positividade para o HCV nos pacientes estudados;

e A realizacdo de transfusdo sanglinea e/ou hemoderivados antes de

novembro de 1993 € que estda mais estreitamente associada com a

positividade para o HCV

9- SUGESTAO

Realizar estudos prospectivos para observar a incidéncia da infeccéo pelo
HCV e também para uma melhor avaliagcdo no uso da PCR como teste de triagem,

importante para o diagndstico precoce da infecgao.
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Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido para menores de 21 anos

Anexo 3: Termo de consentimento livre e esclarecido para maiores de 21 anos

Anexo 4: Lista dos resultados da pesquisa do HCV em todos os pacientes
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ANEXO 1
QUESTIONARIO NUmero

Data da entrevista:
Registro do Prontuario:
Qual o seu nome:

Qual o seu endereco:

Qual a data do seu nascimento:

Idade em anos:
(1-<20 anos, 2 - 20-40 anos, 3 - >40 anos)

Qual o seu estado civil:
(1-solteiro, 2-casado, 3-separado, 4- vilvo)

Sexo:
(1-masculino, 2-feminino.)

Qual a sua ocupacao:

Ha quanto tempo faz dialise:
(1- <de 5 anos, 2- 5-10 anos, 3- > de 10 anos)

Ja fez alguma cirurgia:
(1- Sim, 2- N&o)

Vocé ja recebeu transfusdo sangulinea e/ou hemoderivados (plaquetas, fatores de
coagulacéo,...):
(1- Sim, 2- N&o)

Quantas:

(1- 1 a 5 vezes, 2- 6 a 15 vezes, 3- > de 15 vezes)

Quando:

(1- antes de Novembro de 1993, 2- depois de Novembro de 1993)

Ja fez alguma tatuagem:

(1- Sim, 2- N&o)
Vocé ja usou droga injetavel: Resultado do ELISA (D.O):
(1- Sim, 2- Nao) Resultado do Immunoblot:

Resultado da PCR:

Ainda usa: Gendtipo:
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa:
Prevaléncia da hepatite C e fatores de riscos associados a esta infeccdo em
pacientes hemodialisados de uma unidade de dialise de Recife-PE.

Pesquisador responsavel :Ana Cecilia Cavalcanti de Albuquerque
Conselho Regional de Biomedicina : 0718

Eu, paciente abaixo assinado menor de 21 anos, renal crénico que realiza
tratamento de didlise na clinica estudada, concordo em participar voluntariamente
desta pesquisa sobre a analise da infeccdo pelo virus da hepatite C em pacientes
hemodialisados. Sei que a razéo deste estudo € saber se eu tenho hepatite C e se
eu tiver saber o tipo do virus.

Admito ter sido esclarecido sobre as perguntas feitas e do procedimento
onde sera retirada uma amostra de 10 ml de sangue de uma veia, para saber se
tenho ou néo o virus da hepatite C.

Estou ciente de que sera utilizado material descartavel na coleta de sangue,
tornando zero o risco de contaminacdo. O sangue sera coletado por uma equipe
bem treinada, mas também estou ciente de que o local em que a veia foi mexida,
poderd ficar um pouquinho roxo ou dolorido.

Sei que essa pesquisa ira me ajudar, pois saberei se eu tenho ou ndo a
hepatite C e se eu tiver saberei o tipo desse virus através de um exame feito em
Sao Paulo. Sei que saber o tipo desse virus ira me ajudar no tratamento do
mesmo. Fui informado que, quando da apresentacdo dos resultados da pesquisa,
nao serdo vinculados dados que possam me identificar como participante da
mesma. Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga qualquer prejuizo
para mim.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em autorizar 0 menor a
participar da mesma e assinar o presente termo de consentimento.

Recife, de 2002
Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel
pelo paciente
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa:
Prevaléncia da hepatite C e fatores de riscos associados a esta infeccdo em
pacientes hemodialisados de uma unidade de dialise de Recife-PE.

Pesquisador responsavel :Ana Cecilia Cavalcanti de Albuquerque
Conselho Regional de Biomedicina : 0718

Eu, paciente abaixo assinado, renal crénico que realiza tratamento de dialise
na clinica estudada, concordo em participar voluntariamente desta pesquisa sobre
a analise da infec¢cdo pelo virus da hepatite C em pacientes hemodialisados. Sei
que a razédo deste estudo € saber se eu tenho hepatite C e se eu tiver saber o tipo
do virus.

Admito ter sido esclarecido sobre as perguntas feitas e do procedimento
onde sera retirada uma amostra de 10 ml de sangue de uma veia, para saber se
tenho ou néo o virus da hepatite C.

Estou ciente de que serd utilizado material descartavel na coleta de sangue,
tornando zero o risco de contaminacdo. O sangue sera coletado por uma equipe
bem treinada, mas também estou ciente de que o local em que a veia foi mexida,
poderd ficar um pouquinho roxo ou dolorido.

Sei que essa pesquisa ira me ajudar, pois saberei se eu tenho ou ndo a
hepatite C e se eu tiver saberei o tipo desse virus através de um exame feito em
Sdo Paulo. Sei que saber o tipo desse virus irA me ajudar no tratamento do
mesmo. Fui informado que, quando da apresentacdo dos resultados da pesquisa,
ndo serdo vinculados dados que possam me identificar como participante da
mesma. Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga qualquer prejuizo
para mim.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar 0 presente
termo de consentimento.

Recife, de de 2002

Assinatura do paciente

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 4
REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO  ELISA  IMMUNOBLOT  PCR GENOTIPO
1 63 J.V.S.  BRANCAI 3 + + la
2 246 G.J.C. BRANCA | 3 - -
3 57 A. L. A. BRANCA | 3 - -
4 230 S.A. M. BRANCA | 3 - -
5 66 L. M. L. C. BRANCA | 3 - -
6 173 D.M.S BRANCA | 3 - -
7 233 M.AA. BRANCA | 3 + ; i
8 235 R.C.C. BRANCA | 3 - -
9 68 C.FR. BRANCA | 3 - -
10 229 U.S.V. BRANCA | 3 - -
11 231 L.E.S. BRANCA | 3 - -
12 232 J.ILF. BRANCA | 3 - -
13 236 R.LA. BRANCA | 3 - -
14 159 M.A.S. BRANCA | 3 - -
15 64 H.M.S.P. BRANCA | 3 - -
16 193 J.D.P.P. BRANCA | 3 + + 3a
17 119 A.J.S. BRANCA | 3 - -
18 110 JB.S. BRANCA | 3 - -
19 130 AP.C. BRANCA | 3 - -
20 132 R.V.L. BRANCA | 3 - -
21 111 D.S.S. BRANCA | 3 - -
22 247 JAS. BRANCA | 3 - -
23 129 E.P.S. BRANCA | 3 - -
24 112 N.W.H. BRANCA | 3 - -
25 134 ZAC. BRANCA | 3 - -
26 113 G.U.L. BRANCA | 3 - -

| = INDETERMINADO + = POSITIVO - = NEGATIVO
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REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
27 135 R.S.S. BRANCA | 3 - -
28 123 J.M.M. BRANCA | 3 - -
30 128 G.V.B. BRANCA | 3 - -
31 107 S.F.N. BRANCA | 3 - -
32 136 P.F.S. BRANCA | 3 - -
33 137 E.F.M. BRANCA | 3 - -
34 191 M.L.S. BRANCA | 2 - -
35 67 J.C.QM BRANCA | 3 + + 3a
36 178 AT.A. BRANCA | 2 - -
37 192 S.L.C. BRANCA | 2 - -
38 187 A.B.C. BRANCA | 2 - -
39 183 H.V.L. BRANCA | 2 - -
40 182 R.A.M. BRANCA | 2 + + 1b
41 184 J.L.M. BRANCA | 2 - -
42 189 S.P.A. BRANCA | 2 - -
43 194 J.P.S. BRANCA | 2 - -
44 181 I.H.S. BRANCA | 2 - -
45 188 H.AV. BRANCA | 2 - -
46 190 J.F.S. BRANCA | 2 - -
47 179 M.P.S. BRANCA | 2 - -
48 180 M.F.S. BRANCA | 2 - -
49 108 M.G.S. BRANCA | 2 - -
50 185 J.F.F. BRANCA | 2 - -
51 197 S.R.S. BRANCA Il 2 - -
52 195 M.L.F. BRANCA Il 2 - -
53 199 J.E.S. BRANCA Il 2 - -
54 201 N.B.R. BRANCA Il 2 - -
55 200 A.LA. BRANCA II 2 - -
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REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
56 203 C.C.G.O. BRANCA Il 2 - -
57 205 S.AA. BRANCA Il 2 - -
58 202 M.S.S. BRANCA Il 2 - -
60 196 G.AR. BRANCA Il 2 - -
61 204 M.L.S. BRANCA Il 2 - -
62 19 C.M.L. BRANCA | 1 + + la
63 21 J.E.F. BRANCA | 1 - -
64 23 AJ.C. BRANCA | 1 + + la
65 22 M.J.F.F. BRANCA | 1 - -
66 20 J.P.S. BRANCA | 1 - -
67 18 R.B.S. BRANCA | 1 - -
68 13 M.H.M. BRANCA | 1 - -
69 24 T.P.S. BRANCA | 1 - -
70 16 L.M.A. BRANCA | 1 - -
71 71 V.F.S. BRANCA | 1 - -
72 14 N.G.S. BRANCA | 1 - -
73 27 E.J.F. BRANCA | 1 - -
74 91 T.F.B.S. BRANCA | 1 - -
75 28 C.M.A. BRANCA | 1 - -
76 31 S.AS. BRANCA | 1 - -
77 25 M.H.A. BRANCA | 1 - -
78 29 L.J.S. BRANCA | 1 la
79 30 S.H.S. BRANCA | 1 la
80 26 I.V.C. BRANCA | 1 - -
81 a7 R.S.G. BRANCA I 3 - -
82 70 C.W.F. BRANCA Il 3 - -
83 53 I.S.V. BRANCA Il 3 - -
85 75 S.F.S. BRANCA Il 3 - -
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REGISTRO N° DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
86 45 W.G.S. BRANCA Il 3 - -
88 46 L.C.G.S. BRANCA Il 3 - -
89 148 M.O.R.F. BRANCA Il 3 - -
90 69 P.G.B. BRANCA Il 3 - -
91 55 P.M.S. BRANCA Il 3 - -
92 40 G.C.S. BRANCA Il 1 - -
93 32 A.C.P. BRANCA Il 1 - -
94 42 J.W.X.A. BRANCA Il 1 - -
95 38 G.C.S. BRANCA Il 1 - -
96 41 A.M.S. BRANCA Il 1 - -
97 37 E.AN. BRANCA Il 1 - -
98 33 AV.L. BRANCA Il 1 - -
99 39 C.P.S. BRANCA Il 1 - -
100 81 A.F.S. BRANCA Il 1 - -
101 35 J.L.S. BRANCA Il 1 - -
102 34 B.P.N. BRANCA Il 1 - -
104 238 H.B.A. CONV.II 3 - -
105 60 N.M.N. CONV.II 3 - -
106 49 G.A.D. CONV.II 3 - -
107 52 J.J.S. CONV.II 3 + + 1b
108 51 A.T.S. CONV.II 3 - -
109 54 A.N.N. CONV.II 3 - -
110 62 J.C.M.L. CONV.III 3 - -
111 48 E.F.S AMARELA 3 - -
112 56 M.J.S.C. AMARELA 3 + + 3a
113 44 P.L. CONV. | 3 - -
114 12 H.B.S. CONV. | 1 - -
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115 6 A.F.C. CONV. | 1 - -
REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
116 5 S.AV. AMARELA 1 - -
117 1 S.E.F.S. AMARELA 1 - -
118 43 J.P.L. AMARELA 1 - -
119 2 A.Z.P. AMARELA 1 1b
120 8 M.L.B. CONV.II 1 1b
121 9 I.P.M.C. CONV.II 1 - -
122 10 R.A.L. CONV.II 1 - -
123 4 D.C.S. CONV.II 1 - -
124 11 L.N.S. CONV.II 1 - -
126 175 J.M.S. CONV. | 2 - -
127 221 A.L.S. CONV I 2 + + 3a
128 95 J.J.L.S. BRANCA | 1 - -
129 169 E.R.V. BRANCA | 1 - -
130 86 E.S.S. BRANCA | 1 - -
131 97 R.P.S. BRANCA | 1 - -
132 87 P.N.S. BRANCA | 1 - -
133 88 E.C.S. BRANCA | 1 - -
134 98 F.L.P. BRANCA | 1 - -
135 93 M.C.N.S. BRANCA | 1 - -
136 103 J.F.V. BRANCA | 1 + + 3a
137 89 C.M.C.B. BRANCA | 1 - -
138 96 G.S.F. BRANCA | 1 - -
139 100 A.G.S BRANCA | 1 - -
140 99 JJ.L.F. BRANCA | 1 - -
141 84 H.R.L. BRANCA | 1 - -
142 245 M.L.S. BRANCA | 2 - -
143 156 C.J.S. BRANCA Il 2 - -
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144 163 M.L.P. BRANCA | 2 - -

REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
145 172 J.R.S. BRANCA | 2 + + 3a
146 164 J.C.S. BRANCA | 2 + + la
147 154 M.M.A.C. BRANCA | 2 - -

148 170 L.A.S. BRANCA | 2 - -
149 160 M.L.R. BRANCA | 2 - -
150 167 E.S.B. BRANCA | 2 - -
151 165 A.C.M. BRANCA | 2 - -
152 166 I.M.C. BRANCA | 2 - -
153 161 M.C.O.B. BRANCA | 2 - -
154 158 A.V.S.N. BRANCA | 2 - -
155 168 F.M.B.S. BRANCA | 2 - -
156 157 E.B.R. BRANCA | 2 - -
157 58 R.C.A. BRANCA | 3 - -
158 50 E.C.S. AMARELA 3 - -
159 150 J.P.S BRANCA II 2 - -
160 151 E.F.S. BRANCA II 2 - -
161 149 W.F.S. BRANCA Il 2 - -
162 147 M.G.S.S. BRANCA Il 2 - -
163 145 J.C.S. BRANCA II 2 - -
164 152 J.M.S. BRANCA Il 2 - -
165 162 S.P.L. BRANCA | 2 + + la
166 59 C.\V.sS. BRANCA | 3 - -
167 65 S.A.QO. BRANCA | 3 - -
168 94 S.R.S. BRANCA | 1 - -
169 85 M.N.G.P. BRANCA | 1 - -
170 72 M.C.S. BRANCA | 1 - -
171 73 S.AT. BRANCA II 1 - -
172 213 J.C.M.J. BRANCA I 1 - -
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REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
173 79 H.B.AM. BRANCA Il 1 - -
174 80 S.M.S. BRANCA Il 1 - -
175 74 J.C.R.S. BRANCA Il 1 - -
176 90 J.L.T. BRANCA Il 1 - -
177 77 A.S.S. BRANCA Il 1 - -
178 78 N.P.S. BRANCA Il 1 - -
179 76 M.O.S. BRANCA Il 1 - -
180 83 U.S.R. BRANCA Il 1 - -
181 71 J.G.S. CONV. | 1 - -
182 106 A.C.M. CONV. | 1 - -
183 105 L.C.A. CONV I 1 - -
184 249 E.B.M.R. CONV I 1 - -
185 198 E.P.S. BRANCA Il 2 - -
186 242 L.C.AA. AMARELA 2 - -
187 206 B.A.G. AMARELA 2 - -
188 241 I.D.S. AMARELA 2 - -
189 248 T.F.R.M. CONV. | 2 - -
190 208 V.B.A. CONV. | 2 - -
191 177 M.P.C CONV. 1l 2 - -
192 210 E.P.S. CONV. 1l 2 I -
193 244 Z.B.F.B. CONV. 1l 2 - -
194 212 J.C.C. CONV. 1l 2 - -
195 209 H.M.S.U. CONV. 1l 2 - -
196 227 M.M.S. CONV. Il 2 + + la
197 116 A.LS. BRANCA I 3 - -
198 127 S.B.T. BRANCA II 3 - -
199 120 A.P.S.A. BRANCA Il 3 - -
200 121 L.A.N.G. BRANCA Il 3 - -
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REGISTRO N°DA COLETA  PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR  GENOTIPO
201 138 G.AS. BRANCA I 3 - -
202 122 M.C.B.C. BRANCA II 3 - -
203 126 A.G.N.S. BRANCA Il 3 - -
204 109 A.L. BRANCA Il 3 - -
205 186 N.F.S. BRANCA Il 3 - -
206 7 J.A.C. CONV I 1 - -
207 3 A.F.C. CONV.II 1 - -
208 251 M.M.O. CONV. 1l 1 - -
209 15 [.M.F.L.S. BRANCA | 1 - -
210 36 A.lLS.F. BRANCA II 1 - -
211 176 AA.P. CONV. | 2 - -
212 223 J.M.P. CONV. 1l 2 - -
213 224 1.B.M. CONV. 1l 2 - -
214 61 A.F.S. CONV. 1l 2 - -
216 226 ZR.G. CONV. 1l 2 - -
217 139 M.L.S. AMARELA 2 - -
218 174 S.M.S. AMARELA 2 - -
219 141 M.L.F. AMARELA 2 - -
220 211 N.P.S. CONV. 1l 2 + + 3a
221 219 M.J.T. CONV. 1l 1 - -
222 218 A.F.P. CONV. 1l 1 - -
223 216 M.L.T. CONV. 1l 1 - -
224 214 L.V.M. CONV. 1l 1 - -
225 220 E.A.G. CONV. 1l 1 - -
226 215 R.V.P. AMARELA 1 - -
227 82 E.L.P. AMARELA 1 + + -
228 102 M.J.S. AMARELA 1 - -
229 104 M.R.S. AMARELA 1 - -
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REGISTRO N°DA COLETA PACIENTE SALA TURNO ELISA IMMUNOBLOT PCR GENOTIPO
230 225 E.C.S.A. CONV.II 2 - -
231 222 M.D.L. CONV.II 2 - -
232 140 A.F.S. AMARELA 2 - -
233 143 Z.M.0.S BRANCA Il 2 - -
234 144 L.M.S. BRANCA Il 2 - -
235 142 N.R.S. BRANCA Il 2 - -
236 153 G.L.B. BRANCA Il 2 - -
237 146 H.R.S. BRANCA Il 2 - -
238 101 E.AS. BRANCA | 2 - -
239 171 E.J.S. BRANCA | 2 - -
240 155 P.F.S. BRANCA | 2 - -
241 239 E.L.S. AMARELA 3 - -
242 234 M.C.S. BRANCA | 3 - -
243 228 0.0.S. BRANCA | 3 - -
244 237 G.AM. BRANCA II 3 - -
245 240 A.B.L. BRANCA Il 3 - -
246 131 A.F.M. CONV. | 3 - -
247 115 V.AM. BRANCA I 3 - -
248 114 D.G.B. CONV. 1l 3 - -
249 118 S.F.M. CONV. 1l 3 - -
250 124 J.N.C. CONV. 1l 3 - -
251 133 J.S.C. CONV. 1l 3 - -
252 125 D.R.A. BRANCA | 3 - -
253 117 M.T.S. CONV. 1l 3 - -
254 250 M.A.S. BRANCA | 1 - -
255 217 M.R.B. CONV. 1l 1 - -
256 207 L.M.A. AMARELA 2 - -
257 243 S.0.G. BRANCA | 2 - -
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