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RESUMO

Palavras-chave

Objetivo. O objetivo do presente estudo foi revisar a literatura a respeito dos testes labora-
toriais para diagndstico da infecgdo pelo virus da hepatite C, disponiveis desde 1989. O diag-
ndstico da hepatite C é baseado em métodos seroldgicos e em técnicas de biologia molecular. O
método seroldgico, que utiliza pesquisa de anticorpos contra o virus da hepatite C, € o mais fre-
qiientemente empregado para identificar a infecgdo, presente ou passada. Existem dois tipos de
testes seroldgicos: os que adotam a técnica ELISA, de alta sensibilidade, usados no rastrea-
mento da infecgdo; e os que utilizam a técnica immunoblot, de maior especificidade, denomi-
nados por isso suplementares ou confirmatorios. Em relagdo as técnicas de biologia molecular,
existem vdrios testes. Um deles possibilita a detecgdo do RNA do virus C, sendo 1itil para es-
tabelecer o diagndstico de infec¢do em situagoes especificas, como na fase inicial da infecgio, em
pacientes imunossuprimidos ou com baixa probabilidade de estarem infectados. Também sdo
recomendados antes de se iniciar o tratamento com interferon e ribavirina e para monitorizar
a resposta terapéutica. Outros testes de biologia molecular possibilitam determinar a carga
viral, mediante amplificagdo do alvo, como na reagdo em cadeia de polimerase, ou amplificagdo
de um sinal, como no DNA ramificado. A determinagdo do gendtipo do virus da hepatite C
pode ser feita por metodologias de biologia molecular ou de serotipagem. A determinagdo da
carga viral e do gendtipo do virus C servem para definir a duragdo do tratamento da hepatite
crénica com interferon e ribavirina. Em geral, pode-se dizer que na iiltima década houve
grandes avangos no diagndstico da hepatite C, com melhora na sensibilidade e especificidade
dos testes utilizados para detec¢do de anticorpos, o que permitiu diagndsticos mais rdpidos e
relativamente mais baratos. Contudo, é necessdrio desenvolver testes de maior acurdcia para
avaliar grupos determinados, como pacientes imunossuprimidos ou com hepatite aguda.

Hepatite C, ser6logia, ELISA, immunoblot, reagdo em cadeia de polimerase.

A infeccao pelo virus da hepatite C
(VHC) é um problema de satide pu-
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blica em todo o mundo, inclusive no
Brasil. Dados da Organizacdo Mundial
da Saide (OMS) estimam que em
torno de 3% da populacdo brasileira
estaria infectada por esse virus (1). O
objetivo do presente estudo foi revisar
a literatura existente a respeito dos tes-
tes laboratoriais para diagndstico da
infecgdo pelo VHC.

A disponibilidade de testes diagnds-
ticos data de 1989 (2), quando foi deco-
dificado o genoma do VHC por Choo
et al. (3). A producdo de antigenos e
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peptideos sintéticos possibilitou o de-
senvolvimento de testes que permitem
a deteccdo de anticorpos contra o VHC
(anti-VHC), como os testes ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) e
RIBA (recombinant immunoblot assay). A
terceira geragdo desses testes, que ja
estd disponivel, é proporcionalmente
mais sensivel e especifica do que a pri-
meira e segunda geragdes (4). O desen-
volvimento de técnicas para detecgdo
qualitativa e quantitativa do 4cido ri-
bonucléico (RNA) do VHC, através da
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reacdo em cadeia de polimerase (poly-
merase chain reaction, PCR), aumentou
a acuracia diagnéstica, mas as técnicas
ainda ndo foram padronizadas (4) e os
resultados variam entre os laboraté-
rios. Também tornou-se possivel de-
terminar o genétipo do VHC em labo-
ratérios clinicos, o que pode ser til
em situacdes especificas (4).

A disponibilidade de diferentes testes
viabiliza o diagnéstico precoce, minimi-
zando o potencial para disseminacdo da
infec¢do, e torna relevante a discussdo
das indicacdes de cada teste, a partir de
sua sensibilidade e especificidade.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DA HEPATITE C

Pesquisa de anticorpos contra o VHC

O VHC circula no sangue em baixa
concentracao (5). A deteccdo de anti-
corpos contra antigenos especificos
do VHC é a maneira mais freqiiente-
mente empregada para identificar a
infeccdo, presente ou passada. Para
isso, sdo utilizados testes de rastrea-
mento, que apresentam alta sensibili-
dade, e testes suplementares, também
denominados confirmatdrios, com maior
especificidade.

Testes de rastreamento

Em fun¢do da prevaléncia de in-
feccdo pelo virus C, estimada em 3%, o
diagnostico da hepatite C requer um
teste bastante sensivel. Os testes co-
mercializados para detec¢do do anti-
VHC sdo os ELISA, que apresentam
vantagens como rapidez no processa-
mento, facilidade de automacgao, alta
confiabilidade e custo relativamente
baixo (6). As trés geragdes de ELISA
desenvolvidas até o momento utilizam
proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos para a captacdo do anti-VHC
(tabela 1).

O teste ELISA |, de primeira geracdo
(ndo mais utilizado na prética clinica),
tinha como alvo somente um antigeno,
o polipeptideo c100-3. A sensibilidade
de 80% do teste ELISA I indicava que,
de cada 100 pacientes com evidéncias
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TABELA 1. Proteinas recombinantes e peptideos sintéticos empregados nos testes para
pesquisa de anticorpos contra o virus da hepatite C?

Antigeno
(regi@o do genoma) ELISA | RIBA | ELISA Il RIBAII ELISA Il RIBA Il

5-1-1 (NS4) X X

¢100-3 (NS3-4) X X X X X
c33-c (NS3) X X X
€200 (fusdo c100-3/c33-c) X X

c22-3 (core) X X X X
NS5 X X

a A tabela inclui os antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos mais comumente utilizados nos testes para pesquisa de

anticorpos contra o virus da hepatite C.

clinicas e virolégicas de infeccdo pelo
VHC, 80 tinham um resultado positivo
no teste (7). Por outro lado, entre os in-
dividuos sem infecgédo, o resultado do
teste era positivo para 50 a 70% (taxa
de falso-positivos) (4, 8). Assim, em
grupos com baixa prevaléncia de in-
feccdo, como os doadores de sangue
(9-11), apenas 30 a 50% daqueles com
resultado positivo no ELISA I tinham
infecgdo, documentada por teste de
maior especificidade, como o RIBA ou
a PCR.

A segunda geragdo do teste ELISA
(ELISA II) surgiu em 1992 nos Estados
Unidos (12), tendo incorporado duas
proteinas recombinantes do VHC: ¢22-
3 (derivada da regido estrutural, ou
core) e c33-c (derivada da regido néo-
estrutural NS3). A proteina c33-c foi
fusionada com o antigeno c100-3 para
formar a protefna c200. Em relacdo ao
ELISA T, o ELISA Il mostrou as seguin-
tes vantagens: a) em grupos de baixo
risco para a infeccdo pelo VHC, como
os doadores de sangue, aumentou
tanto a sensibilidade quanto a especifi-
cidade, reduzindo a taxa de falso-posi-
tivos para 40 a 50% (4, 8, 12-14); b) em
grupos de alto risco de infecgdo, como
hepatopatas ou aqueles com histéria
de potencial exposigdao ao VHC, apre-
sentou maior sensibilidade e especifi-
cidade, identificando cerca de 95% dos
pacientes infectados com o VHC (4);
¢) reduziu de 16 para 10 semanas o
tempo médio de seroconversdo, ou
seja, o tempo transcorrido entre a in-
fecgdo e o surgimento do anticorpo (4).
Em um estudo utilizando o ELISA T e
I para avaliar amostras de sangue de

doadores cujos receptores tinham de-
senvolvido hepatite postransfusional,
o ELISA I identificou 78% dos doado-
res anti-VHC reagentes, enquanto que
o ELISA II identificou 89% (12).

Recentemente, evidenciou-se que
um teste ELISA construido de forma
artesanal e utilizando apenas o anti-
geno recombinante-22 foi comparéavel,
no que se refere a sensibilidade e espe-
cificidade, a um ELISA I (15). E de
realizacdo mais simples e, possivel-
mente, mais barato do que os testes co-
merciais disponiveis, o que represen-
taria uma vantagem adicional (15).

O teste ELISA de terceira geracdo
(ELISA III) incluiu antigenos recom-
binantes ou peptideos sintéticos para
captura de anticorpos e adicionou um
antigeno da regido NS5 (tabela 1). A
principal vantagem dessa nova ge-
ragdo do teste foi a redugdo do tempo
médio de seroconversdo, que passou
para 7 a 8 semanas (4). Além disso,
houve um aumento na sensibilidade
para detectar infeccdo pelo VHC, tanto
em doadores de sangue quanto em
hepatopatas (16-19). A maior sensibili-
dade do ELISA III foi atribuida & nova
configuragdo dos antigenos ja presen-
tes no ELISA II, e ndo a presenga do
antigeno NS5 (16, 20). Em doadores de
sangue, a especificidade do ELISA III
parece ser semelhante (21) ou até su-
perior a do ELISA II (4, 17). Para gru-
pos de alto risco, contudo, ela ndo esta
estabelecida (4). Em pacientes com
suspeita de hepatite aguda pelo VHC,
a negatividade da pesquisa do anti-
VHC com ELISA III nas primeiras 8
semanas ndo exclui a doenga.
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Na tabela 2, adaptada de Gretch (4),
estdo indicadas a sensibilidade e o va-
lor preditivo positivo das trés geragoes
do teste ELISA em populagdes com
alta e baixa prevaléncia de infeccdo
pelo VHC. A sensibilidade identifica
quantos individuos com infeccdo de-
tectada através dos testes RIBA e PCR
(padrdo ouro positivo) tém resultado
positivo no teste ELISA. O valor predi-
tivo positivo caracteriza quantos indi-
viduos com um resultado positivo no
teste ELISA sdo portadores da infec-
¢do, comparativamente ao diagndstico
através dos testes RIBA e PCR. Des-
taca-se o aumento da sensibilidade e a
reducdo na taxa de falso-positivos a
partir da primeira geracdo. Entretanto,
os testes ELISA nao detectam todas as
pessoas infectadas com o VHC (4, 22—
25) e, como ndo ha padronizagdo na
producdo de antigenos entre os vérios
fabricantes, os resultados podem va-
riar, principalmente em grupos com
baixo risco de infecc¢do (26, 27).

Testes suplementares

A baixa especificidade dos ELISA
determinou o desenvolvimento de tes-
tes suplementares para confirmagio
diagnostica da infecgdo pelo VHC em
individuos com resultados positivos.
Nos testes suplementares, a especifici-
dade indica a proporgao de individuos
com resultado negativo quando a in-
feccdo esta ausente (padrdo ouro ne-
gativo). Contudo, um resultado posi-
tivo mesmo em um teste suplementar,
nem sempre é indicativo de infeccdo,
visto que os pacientes que se recupe-
ram da infeccio podem permanecer
anti-VHC positivos durante anos (28).

Um dos testes por immunoblot mais
utilizados é comercializado com o
nome de RIBA e produzido pela Chi-
ron Corporation (Estados Unidos). As
modifica¢des de configuragdo do RIBA
foram surgindo concomitantemente
com as dos testes ELISA, havendo até
o momento trés geragdes (29), sendo
que o RIBA I ndo é mais comerciali-
zado. A tabela 1 mostra as proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos
empregados nas trés geragdes dos tes-
tes ELISA e RIBA.

TABELA 2. Sensibilidade e valor preditivo positivo dos testes ELISA
para pesquisa de anticorpos contra o virus da hepatite C?

Valor preditivo positivo®

(%)
Grupos de Grupos de
baixa alta
ELISA Sensibilidade® (%) prevaléncia prevaléncia
| 70 -80 30-50 70 -85
I 92 -95 50 - 61 88 - 95
1l 97 25 n&o avaliado

@ Tabela modificada a partir de Gretch (4).

b Em comparagéo com RIBA. Os grupos de baixa prevaléncia incluem os doadores de sangue;
entre os grupos de alta prevaléncia estéo os pacientes com hepatite cronica.
¢ Com base em achados clinicos e na deteccdo do RNA do virus da hepatite C pela técnica de

reac@o em cadeia de polimerase.

No RIBA, incuba-se o soro do pa-
ciente com tiras de nitrocelulose.
Nessas tiras estdo imobilizados, em
bandas individuais, os diferentes anti-
genos recombinantes do VHC, a supe-
roxido dismutase (SOD) — ja que, pela
tecnologia utilizada, todos os antigenos
sdo fusionados com a SOD — e duas
bandas controle de imunoglobulina G
(29). Considera-se reagdo positiva o
surgimento de bandas escuras nas tiras
de nitrocelulose ap6s a incubacdo com
o soro do paciente. O teste é conside-
rado positivo quando houver reagao
positiva a dois ou mais antigenos e in-
determinado quando ocorrerem outros
padrdes de positividade (29).3

Tecnicamente, os testes suplementa-
res ndo sdo considerados confirmaté-
rios, uma vez que contém os mesmos
antigenos presentes nos testes ELISA
(8). Entretanto, como o RIBA identifica

3 No RIBA II, uma banda visivel com intensidade
entre 1+ e 3+ (comparativamente & intensidade das
bandas controle de imunoglobulina G; a intensi-
dade maxima é 4+), é considerada 2+; e uma banda
visivel com intensidade acima de 3+ é considerada
4+, de acordo com os fabricantes. O resultado é in-
determinado quando houver reatividade de 1+ ou
mais a um tinico antigeno ou reatividade de 1+ ou
mais contra os antigenos c100-3 e 5-1-1. O resultado
é positivo quando houver reatividade de 1+ ou
mais contra outras combinagdes de dois ou mais an-
tigenos. Ocorrendo reatividade contra a SOD, o re-
sultado positivo deve ser considerado indetermi-
nado. No RIBAIII, o teste é positivo quando ocorrer
reatividade de 1+ ou mais contra dois ou mais an-
tigenos. O resultado é indeterminado se ocorrer
reatividade de 1+ ou mais contra um antigeno.
Reatividade a muiltiplos antigenos combinada com
reatividade a SOD também configura resultado
indeterminado.
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anticorpos a antigenos individuais, pos-
sui maior especificidade (28). Em re-
lagdo aos testes para pesquisa do RNA
viral, sdo de realizagdo mais simples e
de maior reprodutibilidade (28, 30).

Os testes RIBA II ou III tém sido em-
pregados na avaliacdo diagndstica de
pessoas com baixa probabilidade de in-
feccdo pelo VHC e com reagdo positiva
ao teste ELISA (4, 8, 31). Como a taxa
de falso-positivos dos testes ELISA 1II
ou III nesse grupo é elevada, justifica-
se 0 uso de um teste suplementar para
estabelecer o diagndstico da infecgdo.
Ao contrario, nas pessoas com maior
probabilidade de infeccdo (historia de
exposicdo ao virus ou alteragdes de
aminotransferases, por exemplo) e com
teste ELISA de segunda ou terceira ge-
racdo positivo, mais de 95% apresen-
tam confirmacdo da infecgdo pelo im-
munoblot (4, 8, 32). Nesse caso, o alto
valor preditivo positivo do ELISA
torna desnecessaria a solicitagdo de um
teste complementar (4, 8, 32, 33).

A interpretacdo dos resultados do
RIBA 1II depende da probabilidade de
0 paciente apresentar infecgdo pelo
VHC antes de realizar o teste. Entre os
individuos com baixo risco de infecgao
pelo VHC, cerca de 76% daqueles com
testes RIBA II positivos e 2% dos com
resultado indeterminado sdo positivos
no teste por PCR (34). Entre os indivi-
duos com alto risco para infeccdo pelo
VHC, 90% daqueles com resultado po-
sitivo no RIBA II e 68% daqueles com
resultado indeterminado (com reativi-
dade aos antigenos ¢22-3 e ¢33-c) sdo
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positivos para a presenga de RNA do
VHC (34). Quando ha reatividade ape-
nas para os antigenos 5-1-1 ou c100-3
(que sdo da mesma regido do genoma),
praticamente ndo havera confirmacao
da infeccdo (4, 8, 34).

A ndo deteccio de RNA viral em
amostras RIBA II positivas pode ter va-
rios significados: a) manuseio inade-
quado da amostra, com conseqiiente
degradagao do RNA viral; b) viremia
intermitente (com nivel, no momento
da testagem, abaixo do limite de de-
tecgdo); ¢) heterogeneidade genética do
VHC, determinando incapacidade de
detectar infeccdo com os testes disponi-
veis; d) resultado falso-positivo (35).

Comparativamente ao teste RIBA II,
o RIBA III é mais especifico e possui
maior acuracia em relagdo aos resulta-
dos da PCR, além de produzir menor
numero de resultados indeterminados
(36-38). Na série de Pawlotsky et al.
(38), os resultados do teste RIBA III
foram indeterminados em 10% dos
pacientes, havendo confirmacdo da
infeccdo, através da PCR, em 53% dos
casos. Ao contrario, houve confirma-
¢do da infecgdo em 90% dos pacientes
RIBA III positivos (38). Pacientes imu-
nossuprimidos, com infeccdo pelo
VHC confirmada pela pesquisa do
RNA viral, tém maior probabilidade
para resultados indeterminados no
RIBA III (38). Em doadores de sangue,
apenas 50% dos RIBA III positivos
apresentam confirmagdo da infecgdo
(37). O teste utiliza antigenos e pepti-
deos do genétipo 1 do VHC, o que
pode comprometer os resultados na
avaliagdo de pacientes infectados com
outros gendétipos (39).

Além do RIBA, existem outros testes
suplementares por immunoblot para
pesquisa do anti-VHC, de similar sen-
sibilidade, produzidos por outros fa-
bricantes como, por exemplo, o teste
Matrix HCV (Abbott Laboratories,
Chicago, Estados Unidos) ou o Inno-
Lia HCV I (Innogenetics, Zwijna-
arde, Bélgica) (40).

Determinagao do RNA do VHC

O padréao ouro para o diagnéstico de
infecgdo pelo VHC é a determinagdo
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do RNA do VHC através da PCR. O
método utiliza sondas de acido nu-
cléico (sondas genéticas, ou primers),
que sdo fragmentos de DNA ou RNA
com estrutura complementar a uma
seqiiéncia do acido nucléico a ser de-
tectado. A PCR possibilita ampliar se-
qliéncias genéticas especificas, de tal
modo que uma Unica molécula de
DNA possa ser detectada na presenga
de milhdes de outras.

Testes qualitativos

Os testes qualitativos informam a
presenca — ou ndo — do RNA viral
(resultado positivo ou negativo). Um
teste sensivel para a identificagdo do
RNA do VHC é a reagdo em cadeia de
polimerase com a enzima transcrip-
tase reversa (reverse transcription-poly-
merase chain reaction, RT-PCR), que ca-
talisa a sintese do DNA complementar
(DNACc) a partir da regido 5RNC do
RNA viral. A seguir, a PCR é utilizada
para amplificar o DNAc, produzindo
quantidades suficientes para serem
detectadas em gel de agarose (29). O
limite tedrico de detecgdo, por PCR,
em condi¢bes 6timas, é de aproxima-
damente 1 000 cépias do genoma/ml
(41), mas existem variacoes da técnica,
e uma das mais sensiveis é capaz de
detectar até 100 cépias do genoma/
ml de soro (42). A RT-PCR é uma téc-
nica laboriosa que requer cuidados
extremos para evitar resultados falso-
positivos ou falso-negativos (43).
Como os protocolos ndo sdo padroni-
zados, os resultados variam entre os
laboratérios. Um estudo comparando
os resultados da determinacdo do
RNA do VHC por RT-PCR em 31 la-
boratérios (principalmente europeus)
constatou que apenas cinco (16%)
identificaram corretamente todas as
amostras do painel de controle (44).

Recentemente, tornaram-se disponi-
veis testes industrializados para de-
teccdo qualitativa do RNA do VHC
utilizando a técnica da RT-PCR (45).
De acordo com o fabricante do pri-
meiro desses testes (Amplicor, Roche
Diagnostics), o limite de detecgdo é de
700 copias/ml (46). Contudo, com mo-
dificacdo da técnica, é possivel detec-

tar menos de 100 cépias/ml, com es-
pecificidade de 97 a 99% (4, 8).

Outro método empregado para a
detecgdo qualitativa do RNA do VHC,
ainda em investigagdo, é a amplificacdo
mediada pela transcriptase (transcription-
mediated amplification, TMA). E um
método simples, rdpido e capaz de de-
tectar menos de 50 c6pias/ml dos prin-
cipais genétipos do VHC (31).

Com o objetivo de tornar a adminis-
tragdo de sangue e derivados mais se-
gura, tem sido preconizado pesquisar
o RNA do VHC através de técnicas de
amplificagdo de acidos nucléicos (47).
Recentemente, a OMS estabeleceu o
primeiro padrdo de referéncia para
esses testes (48). Apesar de a técnica
indicar aumento de seguranga no uso
de derivados de sangue, hé registro de
transmissdo do VHC através da trans-
fusdo de concentrado de plaquetas
feito a partir de sangue com teste de
amplificagdo negativo (49).

Na prética clinica, na maioria dos
pacientes a investigagdo diagnéstica
comeca pela pesquisa de anticorpos
contra o VHC através do teste ELISA.
No entanto, em pacientes com hepatite
cronica que sdo negativos para a pre-
senca de anti-VHC (como os pacien-
tes em hemodidlise ou submetidos a
transplante de 6rgéaos) (50, 51), ou em
pacientes anti-VHC positivos e com
aminotransferases normais, por exem-
plo, é necessario utilizar o teste PCR
qualitativo. Nestes tltimos, os resulta-
dos do teste podem indicar duas pos-
sibilidades: infeccdo curada (RNA
do VHC negativos) ou em atividade
(RNA do VHC positivos), a despeito
da normalidade das enzimas (52, 53).
No caso de pacientes com positividade
para a presenca de RNA do VHC, se as
aminotransferases persistirem com va-
lores normais, ndo ha indicacao de tra-
tamento (33). Contudo, deve ser carac-
terizada a infecgdo, a fim de orientar o
paciente sobre as vias de transmissao
do VHC, medidas preventivas e neces-
sidade de acompanhamento clinico.

Outra situacdo que requer o uso do
teste PCR qualitativo é a de pacientes
com hepatite pelo VHC, candidatos
a tratamento com interferon isolado
ou associado com a administragdo de
ribavirina. A testagem seriada desses
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pacientes define a existéncia de res-
posta virolégica e orienta a necessi-
dade de manutengdo ou ndo do trata-
mento (33). Por fim, o teste é também
preconizado para hepatite aguda no
periodo de janela imunolégica, quando
o RNA do VHC pode ser detectado 1
semana ap0s a exposigdo (54).

Testes quantitativos

O nivel de RNA do VHC (ou a carga
viral) no soro ou no plasma reflete as
taxas de replicagdo viral e de elimi-
nacdo do virus pelo hospedeiro. Foram
desenvolvidas basicamente duas téc-
nicas de biologia molecular para a
quantificagdo do VHC: uma utiliza a
tecnologia da PCR e a outra, a do DNA
ramificado (branched DNA) (55). Esta
dltima se baseia na amplificagdo de
um sinal, e ndo do DNA alvo, como
ocorre na PCR. O acido nucléico do
agente infeccioso, se presente na amos-
tra, é capturado por sondas, hibridi-
zado com fitas de DNA que possuem
intimeras ramificagdes e revelado pelo
sistema indicador. Esse sistema é com-
posto de oligonucleotideos comple-
mentares conjugados a enzima com
atuagdo sobre um substrato quimilu-
minescente (55). Assim, o “sinal de am-
plificacdo” é obtido sem amplificagdo
do 4cido nucléico do virus.

O teste produzido pela Roche Mole-
cular Systems, ja em segunda geragdo
(Amplicor HCV Monitor™ 2.0), usa a
tecnologia da PCR, enquanto o produ-
zido pela Chiron Diagnostics (Quanti-
plex™ HCV RNA 2.0) adota a técnica
do DNA ramificado. Conforme os fabri-
cantes, o limite de sensibilidade do Am-
plicor HCV Monitor™ 2.0 é de 1000
copias de RNA viral/ml, e o do Quanti-
plex™ HCV RNA 2.0 é de 200 000 equi-
valentes de genoma/ml (56). Contudo,
esses limites de sensibilidade ndo séo
comparaveis, ja que as “copias” e os
“equivalentes de genoma” ndo repre-
sentam a mesma quantidade de RNA
do VHC (56). Ambos os testes quantifi-
cam de maneira semelhante os varios
genodtipos do VHC e sdo capazes de
quantificar a viremia em 89 a 95% dos
pacientes RT-PCR positivos que ndo
estdo em tratamento (56). O Amplicor

HCV Monitor™ 2.0 parece ser mais sen-
sivel do que o Quantiplex™ HCV RNA
2.0 para detectar baixos niveis de vire-
mia em pacientes em tratamento (57);
contudo, nesses casos, 0s testes reco-
mendados sdo os qualitativos, pela
maior sensibilidade (33, 58). Apesar de
os testes quantitativos apresentarem
resultados bastante confiaveis, é im-
portante que sejam conhecidas suas
limitagdes para evitar interpretagdes
equivocadas.

A principal indicacio para solici-
tagdo de carga viral, na pratica médica,
é a defini¢do do tempo de tratamento
combinado (interferon/ribavirina) de
pacientes com hepatite cronica pelo
VHC. O consenso da Associagdo Euro-
péia para o Estudo do Figado, reali-
zado em 1999, sugere que, para pacien-
tes infectados com o genétipo 1 do
VHC, a duracdo do tratamento deve
ser determinada pela carga viral pré-
tratamento: 6 meses de tratamento se a
carga viral for inferior a 2 000 000 c6-
pias/ml e 12 meses se a carga viral for
maior. Pacientes infectados com outros
gendétipos do VHC que ndo o 1 devem
ser tratados durante 6 meses, indepen-
dentemente da viremia basal (33).

Os trabalhos multicéntricos (59, 60)
que evidenciaram o efeito benéfico do
tratamento combinado em pacientes
com hepatite cronica pelo VHC e que
serviram de base para as recomen-
dagdes de consenso utilizaram um
teste quantitativo (HCV Superquant™,
National Genetics Institute, Estados
Unidos) comercializado apenas para
laboratérios de pesquisa. Recente-
mente, demonstrou-se que os resulta-
dos desse teste sdo comparaveis aos
dos testes Quantiplex HCV RNA 2.0 e
Amplicor HCV Monitor, utilizados em
laboratérios clinicos (61).

Estdo sendo desenvolvidas outras
técnicas para a quantificagdo do VHC,
sendo que uma das mais promissoras
utiliza sistema de deteccdo em tempo
real (62).

DETERMINACAO DO GENOTIPO
DO VHC

O VHC constitui-se em uma familia
heterogénea de virus, com no minimo
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seis gendtipos e intimeros subtipos (63,
64). Embora o método de maior acura-
cia para a determinagdo do genétipo do
VHC seja a identificacio completa da
seqiiéncia dos 9 500 nucleotideos e a
construgdo de uma arvore filogenética,
esse método s6 pode ser utilizado em
laboratérios de pesquisa (65), e ndo em
laboratoérios clinicos. Assim, foram de-
senvolvidos métodos para genotipa-
gem utilizando apenas as regides mais
conservadas do genoma, como a pro-
teina do envoltério (E1), a proteina core
e a proteina ndo estrutural NS5B. A se-
qiiéncia dos nucleotideos dentro dessas
regides relativamente conservadas é
gendétipo-especifica, e os isolados po-
dem ser genotipados, independentemente
da regido que for utilizada para andlise
(63-65). Para uso em laboratérios clini-
cos foram desenvolvidas basicamente
duas metodologias que se valem de téc-
nicas de biologia molecular (genotipa-
gem) ou serolégicas (serotipagem).

Os métodos que adotam técnica de
biologia molecular para genotipagem,
utilizando por¢des do genoma, in-
cluem a PCR aninhada (nested PCR)
(66), a técnica de RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism) (67), a hibri-
dizacdo reversa (68) (INNO-LiPA, In-
nogenetics, Bélgica; Gen.Eti DEIA
HCV, Sorin Biomedica, Italia) e o
seqiienciamento direto da regido ndo-
codificante 5' (TruGene, Visible Genet-
ics, Canadd). Suas principais vantagens
sdo a informagdo direta sobre se-
qiiéncia dos nucleotideos do genoma
viral, a alta sensibilidade, por se ba-
searem na PCR, e a possibilidade de
identificar o subtipo viral (69).

Os métodos para determinacdo do
genodtipo que utilizam serotipagem
baseiam-se na detecgdo de anticorpos
genotipo-especificos contra epitopos
do VHC (por exemplo, proteinas da
regido do core) (70). Os testes comercia-
lizados utilizam diferentes técnicas,
ELISAs competitivos ou immunoblot
(Murex-HC1-6, Murex Diagnostics
Ltd, Reino Unido; RIBA HCV Sero-
typing Assay, Chiron Diagnostics, Es-
tados Unidos). As principais vanta-
gens da técnica de serotipagem sdo o
baixo custo e maior facilidade de reali-
Zagdao, em comparagdo com os testes
de biologia molecular (69).
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A determinagdo do genoétipo, ante-
riormente utilizada em pesquisas, mas
sem maior utilidade na pratica médica,
atualmente é recomendada para uso
clinico. Como ja& mencionado, os pa-
cientes infectados pelo genétipo 1 do
VHC devem ser tratados por 12 meses
enquanto os demais, por 6 meses (33).

CONCLUSOES

Em geral, pode-se dizer que na ul-
tima década houve grandes avangos no
diagnéstico da hepatite C. Nesse pe-
riodo houve progressiva melhora na
sensibilidade e especificidade dos tes-
tes utilizados para detecgdo de anticor-
pos contra o VHC, sendo possivel iden-
tificar pessoas infectadas com o virus
de maneira rapida e relativamente ba-
rata. Contudo, é necessario que sejam
desenvolvidos testes de maior acuracia
na avaliagdo de determinados grupos
de enfermos, como os imunossuprimi-
dos ou com hepatite aguda.
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Estdo disponiveis testes qualitati-
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ABSTRACT

Diagnosing hepatitis C
in clinical practice:
a literature review

The objective of this study was to review the literature concerning laboratory tests to
detect hepatitis C virus infection, which have been available since 1989. The diagno-
sis of hepatitis C is mainly based on serological techniques and on molecular tech-
niques. Serological techniques to detect hepatitis C virus antibodies are the method of
choice to identify past or present infection. There are two types of serological assays:
highly sensitive enzyme-linked immunosorbent screening assays; and more specific
immunoblot techniques, which are used as supplemental or confirmatory tests. With
respect to molecular diagnostic techniques, there are several types of assays. One
such assay detects viral RNA. It is useful for diagnosis in such situations as the early
stages of infection, with immunosuppressed patients, and with persons who have a
low probability of infection. Molecular assays are also recommended before treat-
ment with interferon and ribavirin, in order to monitor response to treatment. Other
assays allow determination of viral load by either target amplification (as in poly-
merase chain reaction) or signal amplification (as in branched-DNA). Determining
the hepatitis C virus genotype is possible using either molecular techniques or
serotyping. Determining viral load and genotype is useful for planning the duration
of interferon and ribavirin treatment. There have been major advances in the diagno-
sis of hepatitis C in the past decade Improvements in the sensitivity and specificity of
antibody tests have provided faster, less expensive diagnoses. However, more accu-
rate assays are still needed for such groups as immunosuppressed persons and acute
hepatitis patients.
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