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RESUMO

O estudo avaliou a rotina do laboratorio de Hepatites Virais do Laboratorio
Central do Instituto Adolfo Lutz - IAL Central, coordenador da Rede Estadual de
Diagnostico Molecular de Sao Paulo, no periodo de mar¢o de 2012 a margo de
2013. O TIAL Central atende a demanda das Regides do ABCD, Vale do Paraiba,
Vale do Ribeira, Franco da Rocha e na capital os atendimentos do Hospital Sao
Paulo (Unifesp). Os exames realizados foram a quantificacdo da carga viral do
VHC (HCVQT) por Real Time PCR Abbott® e a genotipagem (HCVG) utilizando
o kit Versant® HCV genotype Inno-LiPA Assay (Siemens). Foram recebidas
¢ analisadas 7.377 amostras no periodo, sendo que 12,2% dos pedidos foram
cancelados, principalmente por: cadastro indevido, qualidade da amostra, volume
insuficiente de amostra para realizar o teste. Dos exames realizados, a proporg¢ao
de amostras encaminhadas pelas regides foram: ABCD e municipio de Sdo Paulo
(50,9%), Vale do Paraiba (26,3%), Campinas (8,6%), Botucatu (7,7%), Franco
da Rocha (6,1%) e Vale do Ribeira (0,4%). Os pacientes apresentaram mediana
de idade de 49 anos e 57% eram do sexo masculino. O gendtipo mais frequente
foi 0 um (1) com 71,3%. Ja o teste HCVQT apresentou mediana de carga viral
de 3,28 log. (1.933,5UI/mL). O tempo médio de liberagdo de exames foi de 16
dias para HCVG e 12 para HCVQT. Os resultados obtidos permitiram conhecer a
epidemiologia molecular das regides atendidas pelo IAL e reforgaram a importancia
da Rede no tratamento dos infectados. Além disto, as falhas observadas ressaltam
o papel do IAL Central em orientar e coordenar os laboratorios participantes da
Rede de Diagndstico Molecular.
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ABSTRACT

The study evaluated the routine of Viral Hepatitis Laboratory of Central
Laboratory of Adolfo Lutz - TAL Central, coordinator of the State Network
Molecular Diagnostics of Sdo Paulo, from March 2012 to March 2013. The
Central IAL meets the demand of Regions ABCD, Paraiba Valley, Ribeira Valley,
Franco da Rocha and capital attendances at Hospital Sao Paulo (Unifesp). The
tests included the quantification of HCV viral load (HCVQT) by Real Time PCR
and genotyping Abbott™ (HCVG) using the kit Versant™ HCV genotype Inno-
LiPA assay (Siemens). Were received and analyzed 7,377 samples in the period,
with 12.2% of applications were canceled, mainly by: improper registration,
sample quality, insufficient sample volume for testing. The tests performed, the
proportion of samples sent by the regions were: ABCD and Sao Paulo (50.9%),
Vale do Paraiba (26.3%), Campinas (8.6%), Botucatu (7.7% ), Franco da
Rocha (6.1%) and Vale do Ribeira (0.4%). The patients had a median age of 49
years and 57% were male. The most frequent genotype was one (1) to 71.3%.
Already HCVQT test showed median viral load of 3.28 log. (1,933.5U/ml).
The average release time of examination was 16 days for HCVG and 12 for
HCVQT. The results obtained allowed to know the molecular epidemiology of
the regions served by the IAL and reinforced the importance of the Network in
the treatment of those infected. In addition, the failures observed emphasize the
role of the Central IAL to guide and coordinate the participating laboratories of
the Molecular Diagnostic Network.

KEYWORDS: Hepatitis C viral load. Genotyping. Diagnostic network.

INTRODUCAO

O virus da Hepatite C (VHC) foi identificado
em 1989 e pertence a familia Flaviviridae.' Por
apresentar grande variabilidade genética, pode
ser classificado em sete gendtipos, sendo seis
mais frequentes em todo o mundo.** No Brasil,
a maior prevaléncia ¢ do gendtipo 1; na regido
norte varia de 51 a 74% o genoétipo 1, 4,6% para
o gendtipo 2 e 30,6% o gendtipo 3, enquanto que
na regido sul ha equilibrio entre os genotipos 1 e
3, sendo 53,9% e 40,7% respectivamente.*> Os

genotipos 4 e 5 sdo raramente descritos.®’

Segundo a Organizagdo Mundial da Satude
(OMS), a infec¢do pelo VHC atinge 3% da
populagdo mundial e, globalmente, estima-
se que 170 milhdes de individuos estejam
cronicamente infectados.® Atualmente, essa
infeccdo tem atingido propor¢des epidémicas,
sendo considerada um grave problema de
saude publica. A infec¢do pelo virus C
pode levar ao desenvolvimento de hepatite
cronica, cirrose ¢ hepatocarcinoma; maiores

responsaveis pelos transplantes de figado.’
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No Brasil, em 2010, a prevaléncia foi de 4,5
casos por 100 mil habitantes, e as Regides
Sul (7,2) e Sudeste (6,8) exibem as maiores
taxas. Do total dos casos, 80,7% foram
identificados nas faixas etarias superiores a
35 anos de idade.'®!"" Normalmente, o VHC
causa infec¢des clinicamente silenciosas,
caracterizadas por lenta progressdo para dano
hepatico. Manifestacdes clinicas podem surgir
de 10 a 40 anos apds a infecgdo, o que tem
dificultado o diagndstico prévio e até mesmo
a verdadeira prevaléncia mundial, uma vez que
essa tem sido estimada, na sua maioria, em

estudos realizados em banco de sangue.!'>!?

A maioria das infecgdes pelo VHC néo sdo
detectadas na fase aguda, cerca de 70 a 80% por
se apresentar assintomadtica, ou manifestagdes
inespecificas (20 a 30%), como moderada
astenesia, anorexia, dor abdominal, prostracao,
nauseas ou vomitos, cuja duracdo ¢ de duas
a 12 semanas.’* A evolugdo para a cirrose
hepatica ocorre em 20 a 30% dos pacientes
cronicos, dos quais 6 a 10% apresentam a forma
descompensada, ¢ 5 a 10% hepatocarcinoma,;
resultando em um total de 5 a 10% de obitos.

O diagnostico da hepatite C deve ser

realizado utilizando-se testes sorologicos,
para deteccdo de anticorpos do tipo IgG
anti-VHC; que levam cerca de 12 semanas
pos-infecgdo para se tornarem positivos. Ja
os testes moleculares detectam a particula
viral ou parte do seu genoma, assim, sio
mais sensiveis e especificos e ndo dependem
de um periodo grande de janela imunoldgica
para serem detectados.”'? Durante a triagem,
¢ realizado o teste de pesquisa do anti-VHC
e, para confirmar os positivos, utiliza-se teste
de carga viral. A infecgdo ativa é determinada
pelas técnicas moleculares como, por exemplo,

a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Os métodos sorologicos s3o baseados na
detecgdo de anticorpos especificos, estando,
portanto, sujeito a varios fatores que limitam
a sua eficiéncia diagndstica, podendo gerar
resultados inespecificos, ou nido condizentes
a realidade atual. Assim, o diagndstico da
Hepatite C consiste em triagem por sorologia
e a confirmagdo por testes de carga viral e,
apds a confirmacdo da infec¢do pelo VHC, o
teste de genotipagem ¢ realizado para auxiliar
na escolha da droga a ser utilizada ¢ na
defini¢do do tempo de tratamento. Sucessivos
testes de carga viral serdo necessarios para o
acompanhamento da resposta viral parcial e

sustentavel.

A adocdo de testes moleculares para a
confirmagao diagndstica da infecgdo pelo virus
C, associado a sua serventia na instituicdo e
acompanhamento do tratamento, evidenciaram
a necessidade da implantagdo de uma Rede
de Diagnostico Molecular para o VHC,
atualmente integrante do Programa de Controle

das Hepatites Virais.

No Brasil, o Programa Nacional para
Prevengdo e Controle das Hepatites Virais
(PNHV) foi instituido pelo Ministério da
Satde (MS) em 2003, tendo em vista a
importancia de se criar estratégias e politicas
de prevencao e controle destas infec¢des. Aos
estados coube estruturar as Coordenagdes de
Controle das Hepatites Virais e instituir os
Comités Técnicos Assessores dos Programas
de Prevencdo e Controle, para auxiliar na
defini¢do de diretrizes estaduais de vigilancia,
prevencao e controle desses agravos, bem
como da assisténcia. Desde 2009, o PNHV foi
integrado ao Departamento de DST e Aids da
Secretaria de Vigilancia em Saude — MS, que
entdo passou a ser denominado Departamento
de DST, Aids e Hepatites Virais.
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No estado de Sao Paulo, a Rede de Diagndstico
Molecular da Hepatite C foi criada e implantada
em 2002, como um componente do Programa
Estadual de Hepatites Virais (PEHV) do Centro
de Vigilancia Epidemiologica “Alexandre
Vranjac” da Coordenadoria de Controle de
Doengas da Secretaria de Estado da Saude de

Sao Paulo.

Durante a estruturacio da Rede de
Diagnostico Molecular no estado de Sao Paulo,
buscou-se por laboratérios que pudessem
atender a demanda de todo o estado de Sao
Paulo. Inicialmente eram 17 laboratérios que
realizavam o diagndstico molecular do virus
da hepatite C (VHC) e, apds reformulagdo,
a Rede conta com 13 laboratorios (Figura
1) sendo a demanda atendida conforme
fluxo pré-definido. Essa formulagdo conta
com laboratdérios publicos, universitarios e
unidades do Instituto Adolfo Lutz (IAL), sendo
o IAL Central o laboratério de referéncia,
coordenador da rede.

Os principais objetivos da Rede sdo o
diagnodstico da infeccdo cronica, deteccdo de
infecgOes assintomaticas, avaliagdo pré-trata-
mento, monitoramento e avaliacdo de resposta
ao tratamento, além da resposta sustentada
dos pacientes. Para isto, os principais métodos
aplicados sdo as técnicas moleculares, utilizan-
do-se kits comerciais adquiridos pela SES/SP e
pelo Ministério da Satide. Apds treinamento e
de acordo com portaria ministerial, os labora-
torios tém autonomia para cancelar solicitagdes
de genotipagem que ja foram anteriormente
realizadas, e também os pedidos de quantifi-
cacdo de carga viral (HCVQT) com intervalos

menores que 30 dias ao resultado anterior.

OBJETIVOS

1. Avaliar o papel do laboratorio de
Hepatites do IAL Central como ponto
executor e coordenador da Rede Estadual

de Diagnostico Molecular da Hepatite C.
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Figura 1. Laboratérios da Rede de Diagnostico Molecular da Hepatite C do estado de Sao Paulo
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2. Conhecer a epidemiologia molecular
de VHC das regides atendidas pelo
laboratorio de Hepatites do IAL Central.

3. Identificar os principais problemas da
demanda atendida e propor solug¢des para

nao conformidades.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidas neste estudo as amostras
que entraram para a rotina de Hepatite C (testes
quantitativos - HCVQT e/ou genotipagem -
HCVG), no Instituto Adolfo Lutz (IAL) Central,
no periodo de marco de 2012 a margo de 2013.

Para quantificagdo da carga viral do VHC
(HCVQT) no soro, foi utilizado kit comercial
Abbott® de RT-PCR em tempo real, que tem
como alvo a regido 5’UTR do genoma viral,
que apresenta uma linearidade de 12UI/mL a
100.000.000UI/mL [utilizando 0,5mL de amostra
(soro)]. Este ensaio era inicialmente realizado
manualmente e, desde junho de 2012, passou a ser
totalmente automatizado. O teste de genotipagem
foi realizado com o kit Versant® HCV genotype
Inno-LiPA Assay (Siemens). Todas as reagdes
foram realizadas seguindo as indicagdes dos
fabricantes presentes na bula.

CASUISTICA

O TAL Central ¢ responsavel por atender os
municipios pertencentes as Regides do Vale do
Paraiba, Vale do Ribeira, ABCD, Franco da Rocha
e, na cidade de Sao Paulo, o Hospital Sao Paulo
(Unifesp). No entanto, como coordenador da Rede
de diagnostico molecular, tem a funcdo de dar
respaldo aos demais laboratorios pertencentes a
Rede e, nesse sentido, supriu parte da demanda de
exames das regides atendidas pelos laboratorios
da Unesp de Botucatu, Hemocentro da Unicamp

e CRT-Aids de Sao Paulo no segundo semestre
de 2012, periodo de implantacdo da automacgao
da PCR em tempo real.

ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados demograficos (sexo, idade) foram
obtidos a partir das informagdes contidas nas
fichas de requisi¢do médica para os exames de
VHC. Os resultados dos testes laboratoriais,
quantificagdo do RNA do VHC e de genotipagem,
foram analisados seguindo as instrugdes dos

fabricantes.

Os dados demograficos e epidemiologicos,
como sexo, idade e os resultados obtidos nos
testes foram digitados no programa Sistema
de Gestdao e Informagdao Hospitalar — Prodesp
(SIGH), exportados e codificados em uma
planilha criada no programa Microsoft Excel
2010 (Microsoft Office for Windows). A variavel
idade também foi analisada de forma qualitativa
ordinaria a partir de analise estatistica descritiva
e dos calculos de porcentagem e mediana;
alcancado por meio de ferramentas disponiveis
no proprio programa Microsoft Excel 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de um ano, marco de 2012
a fevereiro de 2013, o laboratorio de Hepatite
do IAL Central recebeu 7.377 solicitagdes de
exames para a rotina de Biologia Molecular da
Hepatite C, que representa 38,1% da demanda
total do estado de Sdo Paulo. Desses, 6.322
(85,7%) eram de regides usualmente atendidas
pelo laboratério e 1.055 (14,3%) eram de regides
atendidas por outros laboratorios da rede. Do total
de solicitagdes, 900 (12,2%) foram canceladas,
sendo 527 HCVQT e 373 HCVG (Tabela 1). As
principais ocorréncias de cancelamento foram

(Tabela 2): cadastro indevido por falha no
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registro da solicitagio no SIGH (36,3%);
solicitacdo de nova amostra, quando a amostra
ndo tem repositor, ou seja, ndo tem uma segunda
aliquota do material bioldgico para repeticdo do
tese, seja por alguma falha durante a execucdo
do teste ou por necessidade de repeti¢ao do teste
para confirmagao de resultado (24,1%); material
insuficiente para realizagdo do teste (18,4%);
paciente possui resultado de genotipagem em
amostra anterior (6,3%); carga viral insuficiente
para genotipar (5,6%), problemas burocraticos,
como: aguardando o numero do Cartdo
Nacional de Saude — CNS (3,1%) e carga viral
em amostra anterior com intervalo menor que

30 dias (1,0%).

Em relagdo as ocorréncias de cadastro

indevido, as agles corretivas aplicadas

consistiram em: corre¢do do cadastro do
paciente no setor de recebimento de amostras,
treinamento e reciclagem das equipes do setor de

cadastramento.

O total de exames realizados foi de 6.477
(87,8%), representado por 57% do sexo masculino
e 43% feminino. A mediana de idade foi de 49
anos, em um intervalo de menor de um ano até
90 anos. Os pacientes atendidos se concentraram
entre as faixas etarias de 31-40 anos e 61-70
anos, tendo o maior representativo igualmente
distribuido dentro das faixas de 41-60 anos para
ambos os testes.

Tabela 1: Solicitagdes de exames para a rotina de Biologia Molecular
da Hepatite C recebidas no laboratorio de Hepatite do IAL Central no

periodo de margo de 2012 a fevereiro de 2013.

HCVQT HCVG Total
Amostras recebidas 6.401 976 7.377
Exames cancelados 527 373 900
Exames realizados 5874 603 6.477

HCVQT- quantificagdo da carga viral do virus da Hepatite C (VHC); HCVG — genotipagem do VHC

Tabela 2. Ocorréncias de exames de Biologia Molecular para VHC cancelados no

periodo de margo/2012 a margo/2013

Ocorréncia HCVG HCVQT Total
Centrifugagéo inadequada, enviar nova amostra 2 3 5
Exame ndo realizado, acidente técnico, solicitamos nova amostra 9 13 22
Exame nao realizado, material insuficiente 5) 161 166
Favor enviar nova amostra - identificagao incorreta/incompleta/ 0 1 1
duvidosa do frasco ou da requisi¢do

Exame néo realizado, laudo médico ndo enviado 4 3 7
Exame ndo realizado, aguardando o envio do cns do paciente 9 19 28
Exame nao realizado, aguardando envio da data de nascimento do 1 1
paciente

Nao considerar, cadastro indevido 228 99 327
Exame nao realizado, paciente ja possui resultado em amostra anterior 57 0 57
Exame néo realizado. Possui resultado em amostra anterior com 30 0 9
dias ou menos

Exame néo realizado. Carga viral insuficiente para realizar 50 0 50
genotipagem

Favor enviar nova amostra 208 217
Exame nao realizado, favor comunicar-se com laboratorio responsavel 10 10
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Como o recomendado, o teste de genotipagem
do VHC deve ser realizado pré-tratamento,
pois, de acordo com o genétipo, o tempo ¢ a
droga de tratamento serdo definidos. Uma vez
descoberto o genotipo responsavel pela infecgao,
dispensa novas genotipagens, mesmo com a
alta taxa de mutacdo do virus o gendtipo ndo
altera, por isso cada paciente realiza apenas um
teste de genotipagem. Possiveis reinfeccoes
podem ocorrer, especialmente em pacientes
coinfectados com o HIV e os usuarios de drogas
injetaveis ou inalaveis. Porém, as repeticoes,
at¢é o momento, ndo estdo contempladas nos
Protocolos Clinicos publicados pelo MS. Caso
haja nova solicitag@o, esta deve ser cancelada e
enviada uma notificacao informando a existéncia
de resultado de genotipagem em amostra anterior,
para que se consulte o prontudrio do paciente
ou, em caso de perda ou extravio, solicite uma
segunda via. Para evitar transtornos, ¢ importante
que a unidade solicitante consulte o prontuario
antes de pedir o exame para que a coleta ndo seja
realizada inutilmente e, quando realmente for
necessario o HCVG, deve-se preencher correta
e completamente o formulario de solicitagdo,
assim evita-se que o exame seja cancelado e
fique aguardando o envio dos dados que faltam,
atrasando o resultado e gerando transtornos ao
paciente. Esse ¢ um fato de grande relevancia,
diante de 373 (5,0%) exames HCVG cancelados
apenas no periodo de um ano. Desta forma, para
melhorar a execucdo dos exames por parte do
laboratorio e acelerar a liberacdo dos resultados
que atualmente tem mediana de 16 dias, sem
perder a qualidade e confiabilidade, precisa-se da
cooperacao de todas as partes envolvidas.

Analisando as 603 genotipagens realizadas,
observou-se que o gendtipo mais frequente foi
o 1, com 71,3%, seguido do genoétipo 3 (24,7%)

e do genotipo 2 (3,6%), corroborando com a

literatura.>>*>7 Foram identificados, também,
os genotipos 4 e 5, provenientes de Franco da
Rocha e ABCD, respectivamente. Importante
ressaltar que esses genotipos virais sao raros em
nosso meio.*’” Em 50 amostras, o genotipo nao
pode ser determinado por essas apresentarem
valores de carga viral insuficiente para realizagao
do teste. A distribuicdo dos genotipos de acordo
com as regides atendidas pelo laboratorio esta
representada no Grafico 1.

Podemos observar que, dentre os 5.874 exames
HCVQT realizados, 54,2% apresentaram carga
viral entre 12 e 100.000.000UI/mL; pacientes
com carga viral acima de 100.000.000Ul/mL
representaram 1,6%, sendo que a média dos
valores de carga viral na populagdo analisada foi
de 1.632.757 Ul/mL (log 6,21). Podemos observar
valores elevados de carga viral, o que representa
altas taxas de replicacdo viral. Lembramos que
esses pacientes sdo, em sua totalidade, pacientes
cronicos, que sdao ou serdo tratados na rede
publica e deverao ser monitorados pelos testes
laboratoriais e, as dosagens do RNA viral, sdo a
principal ferramenta para a avaliagdo da resposta
ao tratamento e da possibilidade de cura desse
pacientes. Sendo assim, devemos trabalhar com
amostras colhidas e transportadas de forma
adequada, em temperatura apropriada, para que
o laboratério possa garantir a qualidade dos
resultados produzidos.

Os testes HCVQT cancelados representaram
58,6% do total de exames ndo realizados e a
principal causa foi a qualidade da amostra,
devido a presenga de fibrina ou hemodlise ¢ o
volume de amostra enviada, que deve resultar

apos centrifugacao pelo menos, 1,0 mL de soro.

Diante da relevancia dos resultados
apresentados, estd comprovada a importancia

de ter uma Rede de Diagnostico Molecular
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da Hepatite C para atender a demanda do
exame fundamental para o diagnostico e
acompanhamento dos pacientes com infeccdo
cronica por esse agente e, foi demonstrada,
também, anecessidade do laboratorio dereferéncia
na coordenagdo, para auxiliar na unificagdo dos
procedimentos e das metodologias utilizadas nos
laboratdrios que compdem a rede; estabelecer
procedimentos que irdo garantir a confiabilidade
dos resultados; determinar critérios para coleta,
transporte e armazenamento de amostras, para
que todos evitem erros pré-analiticos inerentes.
Além disso, a coordenagdo de laboratérios
devera sempre colaborar com sua rede, enviando
insumos necessarios ou realizando os testes
quando ha aumento repentino de demanda ou
outro problema que torne impossivel a realizagdo

da rotina em sua regido.
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