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Seja bem-vindo (a)!

Vocé agora faz parte do TELELAB, um Sistema de Educagéao a Distancia

do Ministério da Saude. Estdo a sua disposigdo os seguintes cursos:

Cursos — TELELAB

Pré-requisitos

01 -Técnicas para Coleta de Secrecdes

02 -Técnicas para Coleta de Sangue

03 -Técnica de Coloragédo de Gram

Curso 01

04 -Cultura, Isolamento e Identificagéo de
"Neisseria gonorrhoeae"

Curso 01 e Curso 03

05 -Diagnostico Laboratorial da Chlamydia Curso 01
06 -Diagnostico Soroldgico da Sifilis Curso 02
07 -Diagnostico Sorolégico do HIV: Testes de Triagem Curso 02

08 -Diagnostico Sorolégico do HIV: Testes Confirmatorios

Curso 02 e Curso 07

09 -Coleta de Sangue de Doadores

10 -Preparacdo de Hemocomponentes Curso 09
11 -Doenga de Chagas — Triagem e Diagndstico Soroldgico em
unidades Hemoterapicas e Laboratdrios de Saude Publica Curso 02
12 -HTLV-l/Il — Triagem e Diagnostico Sorolégico em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Curso 02
13 -Hepatites Virais — Triagem e Diagnostico Sorolégico em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica Curso 02
14 -Controle de Qualidade de Testes Sorolégicos em Curso 06 ou 07 ou 11
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica ou 12 0u 13

15 -Equipamentos — Utilizagao e Monitoramento em
Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica

Um dos cursos anteriores

16 -Biosseguranca em Unidades Hemoterapicas e
Laboratdrios de Saude Publica

Um dos cursos anteriores

Observacoes:

1. Vocé se inscreve em um curso por vez, escolhido de acordo com seu interesse e/ou
necessidade do servigo, respeitando os pré-requisitos identificados.

2. O curso Controle de Qualidade de Testes Soroldgicos € complemento essencial para todos os
cursos de diagnéstico soroldgico. Ele deve ser feito imediatamente apds a conclusdo do
primeiro desses cursos (06 ou 07 ou 11 ou 12 ou 13).

3. Os cursos de Equipamentos (15) e de Biosseguranga (16) — sdo complementos essenciais para
todos os outros cursos e devem ser feitos apos o primeiro curso concluido por vocé.
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Como funciona

Os cursos do TELELAB estdo programados de modo a nao interferir na
sua rotina de trabalho e vocé tem 1 més para concluir cada curso que fizer.
Em cada um deles, vocé:

Pré-teste faz um pré-teste e, depois, assiste a um video
Video quantas vezes quiser, no lugar combinado
l com a coordenacéo local do TELELAB;
Manual estuda o manual correspondente, no tempo,
l horario e lugar de sua preferéncia;
Pos-teste faz um pés-teste para avaliagdo de sua

l aprendizagem;
Certificado depois de acertar no minimo 80% do pos-
teste, recebe, um certificado.

Para esclarecimentos de duvidas e sempre que precisar,
comunique-se diretamente com:
TELELAB - CN-DST/AIDS — MS
Fax gratuito: 0800-612436

Ao final do curso "Hepatites Virais - Triagem e Diagnéstico
Sorolégico em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude
Publica", vocé sera capaz de:

v identificar os procedimentos e as técnicas recomendados pelo
Ministério da Saude para a triagem sorolégica de doadores de
sangue e para o diagndstico soroldgico das hepatites virais;

v executar os testes para deteccdo dos marcadores soroldgicos
das hepatites virais A, B e C, obedecendo a critérios técnicos e
de controle de qualidade.

GUARDE ESTE MANUAL. ELE E SEU. USE-O!

>
v
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A hepatite € uma inflamagao do figado que pode estar relacionada a
causas diversas, tais como: uso de alguns medicamentos, intoxicagdo por
defensivos agricolas, uso excessivo de bebidas alcodlicas e agentes
infecciosos. Os virus sdo os principais agentes infecciosos causadores das
hepatites.

As hepatites virais apresentam distribuicdo mundial e ampla e estédo
entre as doengas infecciosas de maior importancia em saude publica.

Antes da descoberta dos virus, a diferenciagdo dos tipos de hepatite
so era possivel pela observagcdo do tempo de incubagao da doenga e forma
provavel de contagio. Assim, eram identificados apenas dois tipos de hepatite:
de transmisséao fecal-oral, por exemplo pela agua ou alimentos contaminados,
e a de transmiss&o sanguinea.

Na década de 60, Blumberg, pesquisando as proteinas do sangue,
observou no soro de um australiano a presenga de um antigeno que
denominou de "antigeno Australia", hoje reconhecido como o antigeno de
superficie do virus da hepatite B. Desde entdo, a rapida evolugdo dos
conhecimentos possibilitou a detecgdo de diferentes virus capazes de causar
hepatites na espécie humana.

Nos anos 70, foram descritas as particulas do virus da hepatite B, por
Dane, do virus da hepatite A, por Feinstone e da hepatite D, por Rizzetto. Na
década de 80, Choo descobriu o virus da hepatite C e Balayan o virus da
hepatite E.

A medida em que os virus foram sendo descobertos, os testes para
sua identificagdo puderam ser desenvolvidos, possibilitando o diagnéstico.

A utilizacdo rotineira dos testes sorolégicos em unidades
hemoterapicas tem contribuido, de forma decisiva, para a redu¢gao do numero
de casos de hepatites B e C pés-transfusionais.

2
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1 0 HEPATITES VIRAIS

Quais os principais virus que causam hepatites na espécie humana?
Sao os virus das hepatites A, B, C, D e E. Esses virus tém estrutura,
forma e classificagao diferentes, como vocé pode ver na Figura 1.

HAV famil HEIV d
milia: Caliciviri
familia: Picornaviridae o— . R —
Capsideo:
HAVAg

Diimetro: 27 nm
Didmetro: 32 nm

HBV
familia: Hepadnaviridae HDV

familia: sem classificagio
2%
. HDVAg r HBsAg
. D

%se®’

Diimetro: 32 a 37 nm

HCV Capaileo
familia: Flaviviridae

proteina
do envelope

Didmetro: 60 nm
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Observe que as particulas virais sdo constituidas por uma molécula de
acido nucleico, envolvida por uma estrutura proteica chamada capsideo.

Acido nucleico viral é o material genético constituido pelo RNA
(4cido ribonucleico) ou DNA (acido desoxiribonucleico) onde estdo
contidas as informacgdes para a produgédo de novos virus.

O HAV - Virus da Hepatite A - e o0 HEV - Virus da Hepatite E - sdo
virus de RNA com capsideos formados pelos antigenos HAVAg e HEVAg,
respectivamente.

Antigeno - Ag - é qualquer substancia que o organismo identifica
como estranha e que induz a produgdo de proteinas especificas
(anticorpos) pelo sistema imune.

Observe, também, que o HBV - Virus da Hepatite B - € o Unico com

DNA e, além disso, ele é revestido por duas camadas:
uma externa constituida por HBsAg - antigeno de superficie do virus da
hepatite B;
uma interna, ou core, constituida por HBcAg - antigeno ¢ do virus da
hepatite B.

O HBV possui, ainda, uma outra proteina, HBeAg - antigeno e do
virus da hepatite B.

Veja que o acido nucleico do HDV — Virus da Hepatite D - também
chamado virus Delta, é constituido de RNA com um antigeno associado —
o HDVAg. O envoltério do HDV é constituido pelo HBsAg que é o antigeno
de superficie do virus da hepatite B, do qual o Delta depende para penetrar
na célula e se multiplicar. Por isso, a infecgéo pelo HDV esta sempre associada
a infecgao pelo HBV.

Finalmente, vocé pode ver que o HCV — Virus da Hepatite C - € um
virus RNA que possui capsideo e um envoltério mais externo, o envelope,
de constituigao lipoproteica.

Além das diferencas de estrutura e classificagdo, os virus apresentam
formas de transmissao e distribuicdo geografica distintas. Confira no proximo
item.
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Quais as formas de transmissdo e como se distribuem geograficamente
os virus das hepatites?

De acordo com sua forma de transmisséo os virus podem ser divididos
em dois grupos:

virus transmitidos por via fecal-oral — HAV e HEV;

virus transmitidos pelo sangue, contato sexual e fluidos corporais —
HBV, HCV e HDV.

Os virus das hepatites A, B e C sdo encontrados no mundo inteiro,
com predominancia maior ou menor, dependendo da regido geografica.

Para melhor compreenséao, veja, a seguir, as fontes mais importantes
de contaminagao de cada grupo de virus nas diversas regioes.

B virus transmitidos por via fecal-oral

O HAV atinge principalmente criangas e adultos jovens. Além da
transmissdo por meio da agua e dos alimentos, o uso de utensilios
contaminados e o contato direto com fezes de individuos infectados s&o
fontes de contaminagédo importantes. No Brasil, devido a precariedade das
condi¢bes sanitarias, a hepatite A é responsavel por mais de 50% dos casos
de hepatite viral em criangas e adultos jovens.

A transmissdo do HEV tem sido relacionada, desde sua descoberta, a
veiculacdo por agua. No entanto, a maior ocorréncia da infec¢cdo pelo HEV
em adultos jovens tem sugerido a possibilidade de sua transmissao por via
sexual. O risco da infecgdo pelo virus da hepatite E esta limitado a certas
regides geograficas como: india, Africa, Sudoeste Asiatico e México.

Hvirus transmitidos pelo sangue, contato sexual e fluidos corporais

A forma de transmissao do HBV varia em fungdo da maior ou menor
predominédncia em cada regido. Assim, nas regides onde sua ocorréncia é
muito elevada, como na regido Amazbnica, a transmissdo ocorre
principalmente por fluidos orgénicos no contato interpessoal, quando ha
lesbes de pele e mucosas. Nas regides do Brasil onde o HBV é menos
frequente, a transmissdo sexual e a sanglinea, por compartiihamento de
seringas no uso indevido de drogas, sdo, atualmente, as principais formas
de contaminagéo.

O HDV, como vocé ja sabe, se transmite pelas mesmas vias do HBV,
do qual depende para se multiplicar. O virus da hepatite D pode ser transmitido
junto com o HBV (coinfecgédo), ou infectar portadores crénicos do HBV
(superinfecgédo): No Brasil, a ocorréncia da infecgéo pelo HDV esta restrita a
Regido Amazdnica.
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A infecgdo pelo HCV ocorre principalmente por via sangiinea atingindo,
com maior frequéncia, individuos que fazem uso compartilhado de seringas e
os doentes crbnicos, como por exemplo os doentes renais e os hemofilicos,
que sao expostos, constantemente, ao risco de contaminagédo em transfusdes e
em equipamentos de uso comum durante a dialise.

O estabelecimento de critérios cada vez mais rigorosos para a triagem
sorolégica dos doadores de sangue vem permitindo reduzir quase
totalmente o risco de transmissao transfusional das hepatites B e C.

Quais sao as manifestagoes clinicas mais freqlientes nas hepatites
virais?

Clinicamente, as hepatites provocadas por virus podem se apresentar de
modo sintomatico ou assintomatico. Em geral, elas se apresentam de modo
assintomatico. Nas hepatites virais sintomaticas, as manifestagdes variam
desde um mal-estar generalizado até o comprometimento hepatico fulminante.
Sao sintomas freqlientes: a falta de apetite, dor abdominal, nauseas, vémitos,
ictericia, urina escura, fezes esbranquigadas e febre.

Com ou sem sintomas, as hepatites podem evoluir de forma aguda ou
cronica em fungao, entre outros fatores, do tipo de virus. Confira, no Quadro 1,
a evolugao clinica das hepatites relacionadas a cada virus.

Quadro 1 - Evolugao das hepatites virais

HAV 15 -45 aguda

Hepatite A nao ha forma crénica

HBV 30-180 aguda

Hepatite B cronica: 5% a 10% dos casos em
adultos e 90% em neonatos

HCV 15-150 aguda

Hepatite C cronica: 85% dos casos

HDV 30 - 50 aguda

Hepatite D cronica: 5% a 10% nos casos de
coinfeccao e 70% a 80% na superinfeccao

HEV 28 - 48 aguda

Hepatite E nao ha forma crénica

Como vocé pode ver, ndo ha formas cronicas nas hepatites A e E.
Observe que na hepatite B a evolugdo para a forma cronica esta relacionada a
idade em que o individuo adquiriu a infeccgao.

13



14

HEPATITES VIRAIS

Existem vacinas para prevenir as hepatites virais?
As hepatites A e B sdo doengas imunopreviniveis, ou seja, elas podem

ser evitadas por meio de vacinas comerciais disponiveis no mercado.

Ainda ndo foi possivel a selegcdo de um agente imunizante para a
producdo de uma vacina eficaz contra o HCV, virus responséavel pela hepatite C.

A infec¢do causada pelo virus Delta é evitada pela mesma vacina da
hepatite B.

Os estudos sobre o desenvolvimento de uma vacina contra a hepatite
E sdo mais recentes e ainda inconclusivos.

Vacine-se contra a hepatite B! Os profissionais de saude, pela exposicao

freqliente a esse virus, apresentam um risco duas a dez vezes maior
de adquirir a doenga, do que a populacéo em geral.
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Quais os virus investigados na triagem sorolégica de doadores de
sangue?

Para a triagem de doadores, devido ao alto risco de transmisséo
transfusional, sdo investigados os virus das hepatites B e C.

Como a infeccdo pelo virus Delta esta sempre associada ao virus da
hepatite B, é desnecessaria a sua investigagao.
Quais os principais virus investigados para o diagnéstico etiolégico
das hepatites?

O HAV, o HBV e o HCV sé&o os principais virus a serem investigados
para o diagnostico etioldgico das hepatites. As pesquisas do HDV e do HEV
estao restritas a laboratorios de referéncia.

Como proceder se for solicitada a pesquisa do HDV e do HEV?

Se for solicitada a pesquisa para detec¢cdo de marcadores do HDV e
HEV, faga contato com os seguintes laboratorios:

Para HDV:
Laboratorio de Referéncia para Hepatites Virais
Instituto Evandro Chagas (IEC)
Av. Almirante Barroso 492 - CEP 66090-000 - Belém — PA
Fax: (091) 226-1284

Para HEV:

Laboratério de Referéncia para Hepatites Virais
Fiocruz - Instituto Oswaldo Cruz - Departamento de Virologia
Pavilhdo Rocha Lima - 5° andar
Av. Brasil, 4365 — Manguinhos
CEP 21045-900 - Rio de Janeiro - RJ Fax:

(021) 270-6397

Atencao: no manual "Coleta de Sangue" do TELELAB vocé encontra
orientacbes sobre o acondicionamento das amostras para
transporte.

17
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Como sao detectados os virus das hepatites A, B e C no soro dos
individuos?

A presenca dos virus das hepatites no soro dos individuos é detectada
através dos marcadores sorolégicos. Os marcadores soroldgicos sdo 0s
antigenos e os anticorpos especificos de cada virus detectaveis no soro ou
plasma de pessoas infectadas.

Anticorpo - Ac - também chamado imunoglobulina - Ig, € uma
proteina produzida pelo sistema imune em resposta a um
determinado antigeno. O anticorpo se liga de maneira
especifica ao antigeno.

Quais os principais marcadores soroldgicos da infecg¢ao pelo virus
das hepatites A,Be C?

Veja, no Quadro 2, os principais marcadores soroldgicos da infecgao
pelos virus das hepatites A, B e C.

Quadro 2 - Principais marcadores soroldgicos da infecgéo pelos virus das
hepatites A, Be C

VIRUS MARCADORES SIGNIFICADO
HAV anti-HAV Igm anticorpo IgM contra o virus da hepatite A
anti-HAV anticorpo total (IgM + IgG) contra o virus da hapatite A
HBsAg antigeno de superficie do virus da hepatite B
anti-HBs anticorpo contra o antigeno de superficie do virus da
hepatite B
anti - HBc IgM anticorpo IgM contra o antigeno core do virus da
HBV hepatite B
anti - HBc anticorpo total (IgM + IgG) contra o antigeno core do
virus da hepatite B
HBe Ag antigeno "e" do virus da hepatite B
anti - HBe anticorpo contra o antigeno "e" do virus da hepatite B
HCV anti - HCV anticorpo contra o virus da hepatite C

Como vocé ja sabe, o virus da hepatite B possui também uma proteina
interna chamada HBcAg. Este antigeno esta no tecido hepatico, mas
nao circula no sangue e, portanto, ndo € um marcador sorolégico.
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Quando sao identificados os marcadores do HAV no curso sorolégico
tipico da hepatite A?

Veja, na Figura 2, a representagdo grafica do curso sorolégico da
infecgdo pelo virus da hepatite A.

ALT

anti-HAV 1gG

Concentragao relativa

anti-HAV IgM

0 4 8 12 16 20 24 28 32

Semanas apos a exposicao

Figura 2 - Curso soroldgico tipico da hepatite A

Observe que:

V¥ os anticorpos anti-HAV IgM aparecem em torno de quatro semanas apoés a
exposigdo, caracterizando a infecgdo aguda que coincide com o
aparecimento dos sintomas e com os niveis maximos de ALT.

ALT - alanina aminotransferase. Veja no bloco "Metodologias para
diagndstico das Hepatites Virais" mais informacgdes sobre essa enzima.

Vv o anti-HAV IgM desaparece, em geral, em torno de 16 a 20 semanas apés a
infecgdo, o que o classifica como um marcador de infecgéo recente;

Vv anticorpos anti-HAV IgG substituem gradativamente os anticorpos anti-HAV
IgM e persistem por toda a vida, sendo indicativos de imunidade contra o
virus da hepatite A. O anti-HAV IgG pode também ser detectado para
avaliar a resposta vacinal.
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Quando sao identificados os marcadores do HBV no curso sorolégico
tipico da hepatite B?

Os marcadores soroloégicos da hepatite B aparecem em varios
momentos da infeccdo, sendo que:

v o HBsAg e o anti-HBc IgM caracterizam a infecgdo aguda;

o HBeAg, o anti-HBc IgG, o anti-HBe e o anti-HBs permitem avaliar

a evolugao clinica da infecgéao.

Para compreender melhor, veja a Figura 3.

g ALT
g anti-HBc 1gG
% anti-HBc IgM anti-HBs
= ; .
‘v,&
HB‘QA&% _ anti-HBe
S, - — .
1 1 L I I | B | 1 I
0 1 2 3 4 5 6 7 & 1.2
Meses apds a exposicéo Anos

Figura 3 - Curso soroldgico tipico da hepatite B

Observe que:

v o0 HBsAg esta presente no soro antes mesmo do inicio das alteragdes da
ALT e do aparecimento dos sintomas. Este &, portanto, o primeiro marcador
a aparecer e sua concentragdo maxima coincide com os sintomas. Por
isso, € um dos marcadores pesquisados tanto na triagem de doadores de
sangue em unidades hemoterapicas quanto no diagnéstico em
laboratérios de satide publica;

v o HBeAg surge no inicio da infeccdo e pode ser detectado durante varias
semanas. Este marcador indica intensa multiplicagdo viral e, portanto,
um maior potencial de transmissao;
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o anti-HBc IgM surge na fase aguda, podendo permanecer detectavel

até oito meses apds o inicio da infecgao;

o anti-HBc IgG substitui gradativamente o anti-HBc IgM e, em geral,

persiste por toda vida, sendo util para indicar que houve em algum

momento infecgao pelo virus da hepatite B;

o anti-HBc (IgM+lgG) é o unico marcador que define a etiologia da

doenca, detectavel entre o desaparecimento dos antigenos e o

aparecimento dos anticorpos. Por isso, o anti-HBc € pesquisado tanto

na triagem de doadores de sangue, em unidades hemoterapicas,

quanto no diagndstico em laboratérios de satde publica;

o anti-HBe pode ser detectado apdés o desaparecimento do HbeAg

indicando diminuicdo da multiplicagdo viral e a provavel evolugdo para

a cura da infecgao;

o anti-HBs pode ser detectado apds o desaparecimento do HBsAg. A

presenca de anti-HBs indica imunidade em relacdo a infeccdo ou a

resposta vacinal.

Em cerca de 5% a 10% dos casos de infecgédo pelo virus da hepatite B

ndo ha desenvolvimento de imunidade, configurando a evolugdo para a forma
cronica.
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Como ¢é caracterizada sorologicamente a evolugdo para a forma
cronica da infecgao pelo virus da hepatite B?

Confira, na Figura 4, como se caracteriza sorologicamente a evolugao
para a forma crénica da infecgao pelo virus da hepatite B:

&
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Figura 4 - Curso sorolégico da infeccéo cronica pelo virus da hepatite B

Observe que a permanéncia do HBsAg por mais de seis meses
caracteriza a forma crdnica da infecgdo. Este marcador estd sempre presente
ao longo do curso soroldgico da forma crénica.

No curso soroldgico da infecgdo crénica pode ainda ser detectado o
HBeAg ou o anti-HBe:

v apresenca do HBeAg sinaliza uma forma mais grave da infecgao;
v o anti-HBe ¢ indicador de um estagio com diminuigdo da multiplicagdo
viral.

No Anexo 1, vocé encontra um quadro que relaciona os
marcadores sorologicos da hepatite B com o estagio e a evolugao
da infeccéo.
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Quando é identificado o marcador do HCV no curso sorolégico
tipico da hepatite C?

Veja, na Figura 5, a representacdo grafica do curso sorolégico da
infeccao pelo virus da hepatite C.
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Figura 5 - Curso soroldgico da hepatite C

Como vocé pode ver, o anti-HCV ¢é detectado tardiamente, ou seja,
cerca de trés meses apods a infeccdo. Assim, na faixa identificada como limiar
de detecgdo, s6 € possivel caracterizar a infecgao pela identificacdo do RNA,
por métodos de biologia molecular. Veja o bloco de "Metodologias para
Diagnostico Sorolégico das Hepatites Virais".

Observe, também, que a dosagem de ALT no soro apresenta niveis
variaveis ao longo da infecg¢ao pelo HCV.

Quais os marcadores pesquisados na triagem sorolégica de doadores
de sangue?

Na triagem de doadores sao pesquisados obrigatoriamente, conforme a
portaria 1.376 de 19/11/93 do Ministério da Saude, os marcadores HBsAg,
anti-HBc e o anti-HCV. Além disso, é obrigatéria também, a dosagem da
enzima alanina aminotransferase (ALT). A obrigatoriedade da realizagao destes
testes visa a protecao do receptor e nao o diagnéstico das hepatopatias
entre os candidatos voluntarios a doagao de sangue.

»:

v
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Qual o fluxograma recomendado para a pesquisa dos marcadores
HBsAg, anti-HBc e anti-HCV na triagem soroldgica de doadores de
sangue?

Veja, a seguir, o fluxograma recomendado para a testagem dos
marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HCV em unidades hemoterapicas:

Ameostra (soro ou plasma) i

Testes para os marcadores
HBsAg, anti-HBc e anti-HCV

1

(+) (+) (+) )
Amostra

nao reagente

(-) (-]
Amostra Amostra
nao reagente ndo reagente

Amostra Amostra Amostra
reagente ou reagente ou reagente ou
(I} indeterminada| (I} indeterminadal (I) indeterminada

para HBsAg para anti-HBc

para HBsAg || paraanti-HBc | | paraanti-HCV | para anti-HCV
Amos_fra Amostra Amostra
RETESTAR EM DUPLICATA para o marcador ”593‘1‘-‘“ i negativa negativa
com amostra reagente ou indeterminada para para para
HBsAg anti-HBc anti-HCV

Amostra indeterminada
ou com resultados
discordantes para o

Amostra reagente Amostra negativa

para o marcador M

para o marcador

testado marcador testado testado
Descartar sangue e hemocomponentes i
Figura6 -  Fluxograma de triagem soroldgica de doadores de sangue para os

marcadores das hepatites B e C

Para a compreensao deste fluxograma, é importante observar que:
B a amostra (soro ou plasma) é testada para deteccdo dos marcadores
sorolégicos HBsAg, anti-HBc e anti-HCV:
v a amostra ndo reagente para o marcador testado sera considerada
amostra negativa para o mesmo;
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a amostra reagente ou indeterminada para qualquer um dos marcadores
deve ser retestada em duplicata com o mesmo conjunto diagndstico;

= naretestagem em duplicata:
a amostra ndo reagente para o marcador testado sera considerada
amostra negativa para o mesmo.

Importante: Em caso de amostras reagentes na testagem inicial e nao
reagentes na retestagem, nao libere nenhum dos resultados obtidos com as
outras amostras testadas no mesmo protocolo. Isto porque é possivel
que tenha havido erro de transcricdo no protocolo ou troca de amostras. Se
o protocolo estiver correto, faga novamente o teste de todas as amostras.

serdo descartados os hemocomponentes correspondentes a amostra
reagente, indeterminada ou com resultados discordantes para qualquer
um dos marcadores sorolégicos testados;

a definicdo do resultado de cada amostra deve obedecer aos critérios
apresentados no Quadro 3:

Quadro 3 - Critérios para definigdo do resultado final da triagem sorolégica de
doadores de sangue para os marcadores das hepatites B e C

Resultados Resultados da retestagem Resultados
da Triagem em duplicata final
(-) Negativo
(+)OouU(I) (-/-) Negativo
(+)OouU(I) (+/+) Reagente
(+) (+/-)ou(-/+)ou(+/1)ou(l/+) Reagente
(+)OouU(I) (-/1)ou(l/-)ou(l/l) Indeterminado

(-) ndo reagente, ( +) reagente ou ( | ) indeterminado

Atencao: a liberagdo dos hemocomponentes sé pode ser feita quando todos
os testes soroldgicos obrigatérios, conforme as normas vigentes
do Ministério da Saude, apresentarem resultados negativos.
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Quais os procedimentos com os doadores que apresentarem
resultados reagentes ou indeterminados?

Os doadores com resultados reagentes ou indeterminados para
qualquer um dos marcadores das hepatites devem ser encaminhados aos
servicos de saude para diagndstico.

As unidades hemoterapicas devem, obrigatoriamente, notificar casos
positivos para HBsAg e/ou anti-HCV, a vigilancia epidemioldgica local.

Quais os marcadores soroldogicos pesquisados para o diagnéstico
etiolégico das hepatites virais em laboratérios de saude publica?
Para definicdo do diagndstico etiolégico das hepatites em laboratérios
de saude publica sdo pesquisados os marcadores anti-HAV IgM, HBsAg,
anti-HBc IgM e o anti-HCV.
Para testagem desses marcadores, sdo recomendados dois tipos de
fluxogramas:
v um para a testagem dos marcadores HBsAg, anti-HBc IgM e
anti-HAV IgM no diagnéstico das hepatites virais agudas;
v um para a testagem do anti-HCV no diagnostico da hepatite C.

Qual o fluxograma recomendado para o diagnéstico das hepatites
virais agudas em laboratérios de saude publica?

O Sistema de Vigilancia Epidemiolégica para as hepatites virais do
Ministério da Saude propde que a pesquisa dos marcadores soroldgicos para
os casos de infecgdo aguda, seja realizada somente quando a dosagem da
ALT indicar valores iguais ou maiores do que trés vezes o normal.

Veja, na pagina seguinte, o fluxograma para o diagnostico etioldgico
das hepatites virais agudas.
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ALT =3 vezes o normal I

Amostra
(soroc ou plasma)

| anti-HAV IgM I HBsAg l anti-HBc IgM I

1

()
Amostra

indetermi-

(+) (%}
Amostra

reagente

(-}
| Amostra
nao-
reagente

reage nte | i reagente

anti-HBc reagente
Igh

Amaostra stra Amostra |
positiva para negativa para positiva para § negativa para
anti-HAV IgW anti-HAV lgm HBsAg HBsAg

Amostra Amostra

positiva para negativa para
anti-HBc IgW anti-HBc IgM

RETESTAR EM DUPLICATA

1
(I71) ou (d—} ou Hﬂ ou (li+) ou
3 (+M) ou (-1) ou (I/-) (+-)
o marcador Amostra indeterminada Amaostra nao-reagente para

testado ou com resultados © marcador testado
discordantes

Amostra positiva para o Amostra Indeterminada para o Amostra negativa para o
marcador testado | marcador testado marcador testado
e

Figura 7 - Fluxograma para diagndstico soroldgico das hepatites agudas

Para a compreensdo do fluxograma de diagnostico etiolégico das
hepatites virais agudas, é importante observar que:
v a amostra reagente tem seu resultado definido como "Amostra
Positiva para o marcador testado";
v a amostra ndo-reagente tem seu resultado definido como "Amostra
Negativa para o marcador testado";
v a amostra indeterminada para qualquer um dos marcadores deve
ser retestada em duplicata com o mesmo conjunto diagnostico;
® na retestagem em duplicata
v a amostra reagente tem seu resultado definido como "Amostra
positiva para o marcador testado";
v a amostra ndo-reagente em duplicata tem seu resultado definido
como "Amostra Negativa para o marcador testado";
v a amostra indeterminada ou com resultados discordantes tem seu
resultado definido como "Amostra Indeterminada para o marcador
testado".
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Qual o fluxograma recomendado para o diagndstico da hepatite C
em laboratérios de saude publica?

Observe a seguir o fluxograma recomendado para o diagnéstico da
hepatite C:

| Amostra [sc.r-n ou plasma) I
_— 1 5
| anti-HCV ]
1
& Am‘cﬂ;tra ) Amost & t
stra nd Amostra reagente maosira reagenie
AT::;;‘:,&“D Indeterminada Razao DOJCO Razao DOICO
para anti-HCV 250

Amostra negativa
para anti-HCV

Amostra positiva
para anti-HCV

(1) ou (+1-) ou (4+)

(-1-) ou (Ih- ou vfl}ou (+1+)
Amostra Amostra reagente
nio Amostra ndelnrmlnadu Razao DO/CO

reagente ou com resultados 25,00
discordantes para anti-HCV

I Imunobiot l
) [ (1) )
Amostra nao reagente | Amostra Indeterminada Amostra reagente
- 1
Amostra negativa Amostra indeterminada Amostra positiva
para anti-HCV ‘ para anti-HCV para anti-HCV

Figura 8 - Fluxograma para diagndstico soroldgico da hepatite C

Para compreensao deste fluxograma é importante observar que:

B a amostra deve ser submetida a um ELISA para detec¢cdo do anti-HCV e
seu resultado interpretado de acordo com os seguintes critérios:
V se a razdo DO/CO (densidade d&tica/cut-off) for menor que 0,9 a
amostra sera considerada nao reagente e seu resultado definido
como "amostra negativa para anti-HCV";
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se a razdo DO/CO for maior que 0,9 e menor que 1,1, a amostra
sera considerada indeterminada para anti-HCV e devera ser testada
em duplicata, com o0 mesmo conjunto diagnéstico;
se a razdo DO/CO for igual ou maior do que 5,0 a amostra sera
considerada reagente e seu resultado definido como "amostra
positiva para anti-HCV";
se a razdo DO/CO for maior do que 1,1 e menor do que 5,0, a
amostra sera considerada reagente com baixa relagio DO/CO
devendo ser testada por Imunoblot;

na retestagem em duplicata:
a amostra serd considerada negativa, indeterminada, reagente
ou reagente com baixa relagdo DO/CO para anti- HCV, de acordo
com os mesmos critérios definidos para a testagem anterior;
a amostra indeterminada, com resultados discordantes ou reagente
com baixa relagao DO/CO devera ser testada por Imunoblot.

no teste de Imunoblot:
a amostra reagente tem seu resultado definido como "amostra
positiva para anti-HCV";
a amostra ndo reagente tem seu resultado definido como "amostra
negativa para anti-HCV";
a amostra indeterminada tem seu resultado definido como "amostra
indeterminada para anti-HCV".

Atencao: no bloco "Metodologias para Diagndstico Sorologico das Hepatites
Virais", vocé encontra mais informagdes sobre o critério
recomendado para definir as amostras reagentes a serem testadas
por Imunoblot.

Lembre-se: os laboratérios de saude publica devem notificar casos de
hepatites virais a vigilancia epidemioldgica local.
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Quais os métodos utilizados para o diagnéstico laboratorial das
hepatites?

Para o diagnéstico das hepatites utilizam-se:

Vv dosagem bioquimica;

Vv métodos de biologia molecular; e

V  testes sorolégicos.

Em que consiste a dosagem bioquimica?

A dosagem bioquimica consiste na quantificagdo por meio de provas
bioquimicas das aminotransferases (ALT e AST). Essas enzimas se apresentam
com seus niveis aumentados no soro de individuos com doengas hepaticas.

ALT - alanina aminotransferase, chamada anteriormente de TGP -
transaminase glutamico-piruvica.

AST - aspartato aminotransferase, denominada anteriormente de TGO -
transaminase glutamico-oxalacética.

A dosagem bioquimica por sua simplicidade, € o método de primeira
escolha para se detectar laboratorialmente a inflamagé&o no figado.

Na maioria das hepatites virais, a elevacédo da ALT é o primeiro indicador do
processo inflamatério. Por isso, o Ministério da Saude, obriga que, na triagem
sorologica de doadores de sangue, seja realizada a dosagem da enzima
alanina aminotransferase (ALT).

Além disso, a ALT é importante na avaliagcao da evolugédo da doencga e da
eficacia do tratamento.

Mas para se definir qual a etiologia, ou seja, o agente causador da
doenga é preciso realizar testes sorolégicos ou métodos de biologia molecular.

Em que consistem os métodos de biologia molecular?

Os métodos de biologia molecular detectam o acido nucleico do agente
infeccioso. Dentre os varios métodos existentes, a reacdo de amplificacao
de 4cidos nucleicos é a mais empregada atualmente.

Amplificagao de acido nucleico - seqliiéncia de reagdes que
promove o aumento de copias de uma molécula de DNA ou RNA.

A reacao de amplificagdo de acidos nucleicos permite a produgédo de
grande quantidade de fragmentos especificos do DNA que se deseja detectar
na amostra, a partir de um molde inicial do material genético (acidos
nucleicos). Para a deteccao de virus RNA, torna-se necessario fazer primeiro
a transcricdo reversa para DNA, ou seja, sintese do DNA, a partir do RNA,
realizada pela enzima transcriptase reversa.
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Os métodos de biologia molecular sdo amplamente utilizados em
laboratérios de pesquisa e de referéncia, mas ainda nao estao disponiveis para
a rede de laboratérios. Por isso, a partir daqui serao enfocados os testes
soroldgicos que sao rotineiramente empregados no diagndstico das hepatites
virais.

Em que consistem os testes sorolégicos?

Os testes sorolégicos sao testes imunologicos que detectam antigenos
virais e/ou anticorpos especificos no soro ou plasma, permitindo o diagnostico
etiolégico das hepatites e 0 acompanhamento da evolug¢ao da infecgéo.

A ligacao especifica entre o antigeno e o anticorpo constitui a base
dos testes imunolégicos. Nesses testes sao investigados antigenos virais e/
ou anticorpos especificos como as imunoglobulinas da classe M (IgM), que
sd0 as primeiras a aparecerem e caracterizam uma infeccdo aguda, e as da
classe G (IgG) que surgem em seguida permanecendo, muitas vezes, por
toda a vida.

Que testes sorolégicos podem ser utilizados no diagnéstico das
hepatites virais?

Para o diagndstico das hepatites virais sdo utilizados os seguintes testes
sorolégicos: hemaglutinagdo, radioimunoensaio, quimioluminescéncia e
imunoenzimatico.

B teste de hemaglutinagao

E o teste em que a reagdo antigeno-anticorpo é evidenciada pela
aglutinacdo de hemacias sensibilizadas com antigenos ou anticorpos. A
leitura, em geral, é feita a olho nu.

Os testes de hemaglutinagéo para pesquisa de marcadores sorolégicos
das hepatites virais sdo realizados em placa de microtitulagdo, com diluicdes
seriadas das amostras a serem testadas, permitindo uma analise quantitativa
do titulo de antigenos ou anticorpos presentes. O titulo corresponde a ultima
diluigdo da amostra em que foi observada aglutinagéo.

Embora seja um teste de facil execucdo e com boa sensibilidade e
especificidade, ndo existem, atualmente, conjuntos diagnodsticos disponiveis
no mercado.
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A sensibilidade de um teste é a sua capacidade de dar um
resultado positivo quando o individuo esta verdadeiramente
infectado.

A especificidade de um teste é a sua capacidade de dar um
resultado negativo quando o individuo ndo esté infectado.

= teste radioimunoensaio (RIA)

E o teste que utiliza uma substancia radioativa para deteccdo da reacéo
antigeno-anticorpo. O resultado é definido pela medida da radioatividade e sua
leitura é feita em equipamento proprio. Embora bastante sensivel, o RIA nao é
muito utilizado devido aos riscos de manipulagao, ao curto prazo de validade e
as exigéncias sanitarias para o descarte do material radioativo.

= teste de quimioluminescéncia

E o teste que emprega uma substancia luminescente para detecgdo da
reagdo antigeno-anticorpo. O resultado é definido por emissédo de luz que é
captada e analisada em equipamento proprio. Embora seja muito sensivel e
especifico, o sistema de detecgdo por quimioluminescéncia exige
equipamentos especiais e ainda tem custo elevado.
= teste imunoenzimatico

E o teste onde a interagdo antigeno-anticorpo é evidenciada pela agéo
de uma enzima e o substrato apropriado, e revelada por um cromégeno.

Cromégeno - substancia que revela a agdo de uma enzima sobre
0 substrato por meio de mudanca de cor.

Os testes imunoenzimaticos sdo os mais utilizados porque séo de facil
execucgao, baixo custo e possibilitam a automagéo. Por isso, daqui para a frente
vocé vai ver com detalhes os testes imunoenzimaticos.

Quais os testes imunoenzimaticos mais utilizados em unidades
hemoterapicas e em laboratérios de saude publica?

O teste imunoenzimatico mais comumente usado em unidades
hemoterapicas e em laboratérios de saude publica é o ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay).

Como vocé ja sabe, no diagndstico da hepatite C, em funcdo dos
resultados obtidos no ELISA, algumas amostras sao testadas também por
Imunoblot.
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A forma de combinar esses componentes caracteriza diferentes tipos de
ELISA possibilitando a pesquisa de antigenos e anticorpos especificos.
Quais os tipos de ELISA utilizados para detec¢cao dos marcadores
soroloégicos das hepatites A, B e C?
Veja, no Quadro 5, os tipos de ELISA mais utilizados para o diagndstico

da infecgao pelo virus das Hepatite A, B e C:

Quadro 5 - Tipos de ELISA mais utilizados

HEPATITES MARCADORES SOROLOGICOS ELISA
A anti-HAV IgM Captura para IgM
anti-HAV Competitivo
B HbsAg e HBe Ag Sanduiche para pesquisa de antigeno
anti-HBc IgM Captura para IgM
anti-HBc e anti-HBe Competitivo
anti-HBs Indireto e sanduiche para pesquisa de
anticorpo
C anti-HCV Indireto

Atencao: os conjuntos diagndsticos para

anticorpos totais (IgM +1gG).

anti-HAV e anti-HBc detectam

Nos préximos itens vocé vai acompanhar a seqiéncia da reagdo em
cada um dos tipos de ELISA.

37
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Qual a seqiiéncia de um ELISA sanduiche para pesquisa de antigeno?

Veja essa seqiéncia com uma amostra reagente, na Figura 9.
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Figura 9 - Sequéncia esquematica de um ELISA sanduiche para pesquisa de antigeno

com uma amostra reagente

Observe que:

na etapa 1, os anticorpos especificos estdo adsorvidos a fase sélida;

na etapa 2, é adicionada a amostra que, sendo reagente, contém
antigenos especificos que se ligam aos anticorpos da fase sdélida;

na etapa 3, é adicionado um conjugado, composto de uma enzima
ligada a um anticorpo também especifico que interage com o antigeno
da amostra;

na etapa 4, adiciona-se o substrato e o cromoégeno;

na etapa 5, a acdo da enzima no substrato é revelada pelo cromoégeno
que sofre um processo de oxidagdo dando origem a um produto com
cor na amostra reagente. A cor varia de acordo com o tipo de
cromogeno utilizado. Nesta etapa, € adicionada uma solugdo de
blogueio que interrompe o processo de oxidagdo. Se esse processo nao for
interrompido, havera aparecimento de cor em todas as amostras
levando a resultados falso-positivos.

Se ndo houver antigeno especifico na amostra, ou seja, se ela for uma
amostra nao reagente, a reagcdo nao acontecera e, conseqiientemente, nao
havera desenvolvimento de cor.
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Qual a seqtiéncia de um ELISA indireto?
A Figura 10 apresenta essa sequéncia com uma amostra reagente.
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Figura 10 - Sequéncia esquematica de um ELISA indireto com uma amostra reagente

No ELISA indireto vocé deve observar que:
na etapa 1, os antigenos estao adsorvidos a fase sélida;
na etapa 2, é adicionada a amostra que, sendo reagente, contém
anticorpos especificos que se ligam ao antigeno da fase sélida;
na etapa 3, com a adigdo de um conjugado composto de uma enzima
ligada a um anti-anticorpo (anti-imunoglobulina humana) ocorre a
interacdo anti-anticorpo e anticorpo da amostra. Neste caso, o conjugado
ndo utiliza um anticorpo especifico para o antigeno, mas um anti-
anticorpo humano, e por isso o teste é considerado indireto;
na etapa 4, é adicionado o substrato e o cromégeno;
na etapa 5, como vocé ja viu no ELISA tipo sanduiche, a agdo da enzima
do substrato é revelada pelo cromoégeno, que possibilita o
desenvolvimento de cor na amostra reagente. Nesta etapa, é
adicionada uma solugdo de bloqueio que interrompe o processo de
oxidagao do cromdgeno para evitar a ocorréncia de resultados falso-
positivos.
Se néo houver anticorpo especifico na amostra, ou seja, se ela for
nao reagente, a reacdo nao acontecera e consequentemente
nao havera desenvolvimento de cor.
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Qual a seqiiéncia de um ELISA de captura para IgM?
A Figura 11 apresenta essa sequéncia com uma amostra reagente.
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Figura11-  Seqiéncia esquematica de um ELISA de captura para IgM com uma
amostra reagente




HEPATITES VIRAIS 41

Na sequéncia de um ensaio de captura para IgM, é importante vocé observar
que:
na etapa 1, os anticorpos anti-y (anti-lgM humano) estao adsorvidos a
fase sodlida;
na etapa 2, é adicionada a amostra que, sendo reagente, contém
anticorpos IgM que se ligam aos anticorpos da fase sdlida. Os anticorpos
anti-y da fase solida capturam os anticorpos IgM da amostra;
na etapa 3, acrescenta-se antigeno especifico do teste que se liga aos
anticorpos IgM especificos da amostra;
na etapa 4, adiciona-se um conjugado composto de uma enzima ligada a
um anticorpo contra esse antigeno especifico;
na etapa 5, adiciona-se o substrato e o cromdgeno;
na etapa 6, do mesmo modo que nos ELISA sanduiche e indireto, a
acao da enzima sobre o substrato é revelada pelo cromoégeno que sofre
um processo de oxidagdo, dando origem a um produto com cor na
amostra reagente. A solugdo de bloqueio, adicionada nesta etapa,
interrompe o0 processo de oxidacdo do cromogeno evitando
aparecimento de cor em todas as amostras, o que levaria a resultados
falso-positivos.

Se nao houver na amostra anticorpo IgM especifico para o
antigeno utilizado no teste, ou seja, se ela for ndo reagente, a
reagcdo nao acontecera e, consequentemente, nao havera
desenvolvimento de cor.
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Qual a sequiéncia de um ELISA competitivo?
Veja, na Figura 12, a seqiiéncia de um ELISA competitivo.
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Seqliéncia esquematica de um ELISA tipo competitivo com uma amostra
reagente
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Como vocé pode ver:

v
v

na etapa 1, os antigenos estao adsorvidos a fase sélida;

na etapa 2, sdo adicionados a amostra e o conjugado. O conjugado
€ composto de uma enzima ligada a um anticorpo especifico. Quando
existem anticorpos na amostra eles competem com o anticorpo
especifico do conjugado pela ligagdo com o antigeno adsorvido a
fase solida;

na etapa 3, adiciona-se o substrato e o cromoégeno;

na etapa 4, no ELISA competitivo, quando a amostra é reagente
a ligagdo do conjugado nao acontece, ndo ha acdo da enzima
sobre o substrato e, conseqlientemente, ndo ha desenvolvimento
de cor pelo cromégeno.

Observe que, ao contrario dos outros testes, no ELISA competitivo
a auséncia de cor ao final da reacdo indica que a amostra é
reagente e a presenca de cor caracteriza a amostra nao
reagente.




HEPATITES VIRAIS 43

Atencao: se nao houver anticorpo especifico na amostra, ou seja, se ela for
uma amostra nao reagente, a acdo do conjugado sobre o
substrato acontecera e sera evidenciada pelo desenvolvimento de
cor promovido pela oxidagdo do cromogeno. Por isso, nesta etapa
é adicionada uma solugdo de bloqueio que interrompe esse
processo de oxidagao para evitar o aparecimento de cor em todas
as amostras levando a resultados falso-negativos.

Como definir se um resultado de um ELISA é reagente, ndo

reagente ou indeterminado?

No ELISA, o resultado de uma reagdo é definido pela leitura da
absorbancia ou densidade dtica (DO) em espectrofotdmetro, utilizando
um filtro com comprimento de onda indicado pelo fabricante do conjunto
diagnéstico. Usualmente, cada conjunto tem sua forma de calcular o cut-
off - CO (ponto de corte), acima ou abaixo do qual as amostras sao
consideradas reagentes, ndo reagentes ou indeterminadas.

Para os ELISA sanduiche, indireto e captura para IgM, uma
amostra é reagente quando a DO encontrada estiver acima do cut-off, e
€ nao reagente quando a DO estiver abaixo do cut-off.

Para os ELISA competitivos, uma amostra € reagente quando a
DO encontrada estiver abaixo do cut-off, e € nao reagente quando a DO
estiver acima do cut-off.

Em qualquer tipo de ELISA sdo consideradas indeterminadas as
amostras com valores de DO incluidos na zona cinza (borderline). A zona
cinza corresponde a faixa de valores em torno do cut-off dentro da qual ndo
se pode ter certeza do resultado.
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Como estabelecer a zona cinza no ELISA?

Em geral, o fabricante do conjunto diagnéstico indica como estabelecer a
zona cinza.

Quando nao existir a orientagéo do fabricante recomenda-se, por medida
de seguranga, que sejam consideradas indeterminadas as amostras com
valores de DO incluidas no intervalo de 10% a 20% abaixo ou acima do valor
do cut-off.

Acompanhe um exemplo do calculo da zona cinza com um intervalo
de 10%:

Elisa com CO = 0,076

0,076

10% do CO = =0,0076

Limite inferior da zona cinza = CO -10 % = 0,076 — 0,0076 = 0,068
Limite superior da zona cinza = CO + 10% = 0,076 + 0,0076 = 0,083
Como vocé pode ver, neste exemplo, sdo consideradas indeterminadas

as amostras com DO de 0,068 a 0,083.

Quais os componentes do Imunoblot para o diagnéstico da hepatite C?

Confira, no Quadro 6, as variagbes encontradas nos componentes do
Imunoblot para o diagnéstico da hepatite C.

Quadro 6 — Componentes do Imunoblot para o diagnéstico da heptite C

Fase solida membrana: fitas de nitrocelulose
Antigeno peptideo sintético; ou
do virus da recombinante de diferentes fragdes antigénicas
hepatite C do virus da hepatite C
Enzima peroxidase
Substrato peréxido de hidrogénio (H20)
Cromogeno 4-cloro 1-naftol

Qual a seqiiéncia de um Imunoblot?
Na Figura 13 esta apresentada a seqiiéncia de um Imunoblot com uma
amostra reagente.
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Figura 13 - Sequéncia esquematica de um Imunpoblot de uma amostra reagente
E importante vocé observar que:

v na etapa 1, ou seja, na fase soélida, diferentes antigenos estédo
adsorvidos em uma fita de nitrocelulose;

v na etapa 2, é adicionada a amostra que, sendo reagente, contém
anticorpos especificos que se ligam aos diferentes antigenos da fase
sélida;

v na etapa 3, é adicionado um conjugado composto de uma enzima
ligada a um anti-anticorpo (anti-imunoglobulina humana) que
interage com o anticorpo da amostra;

v na etapa 4, é adicionado o substrato e o cromoégeno;

v na etapa 5, quando a amostra é reagente a agdo da enzima sobre o

substrato da origem a um produto insolivel que se precipita sobre a
fita. A oxidacdo do cromdgeno promove o aparecimento de cor no
local da reagdo dando origem as bandas. Nesta etapa, é adicionada
agua para lavagem e eliminagéo da coloragao inespecifica que impede
a leitura do resultado.

Se nao houver anticorpo especifico na amostra, ou seja, se ela for
uma
conseqlientemente, nao serdo visualizadas as bandas caracteristicas.

amostra nao reagente, a reagcdo ndo acontecera e,

45
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Como definir o resultado do teste Imunoblot?

No Imunoblot o resultado de uma reacao é definido pela observagao
das bandas, comparando-se o padrdo de bandas da amostra com o padrao
de bandas da fita controle, de acordo com os critérios fornecidos pelo
fabricante.

As amostras poderao ser reagentes, ndo reagentes ou indeterminadas.

Qual o critério recomendado para definir as amostras que devem ser
testadas por Imunoblot em funcao dos resultados obtidos no ELISA?

Recomenda-se o seguinte critério:

Testar por Imunoblot as amostras que, na investigagdo da Hepatite C,
obtiveram, no ELISA, resultados indeterminados ou reagentes com valores
da razao DO/CO maior do que 1,1 e menor do que 5,0.
Este critério baseia-se em resultados obtidos por COUROUCE e
colaboradores (1991), MARTINS e colaboradores (1994) e GONCALES (1997).
Acompanhe um exemplo da aplicagao deste critério:

Num EISA para investigar Hepatite C com CO = 0,329, duas
amostras obtiveram os seguintes resultados:

amostra1: DO= 0,600

calculando a razao DO _0.600 _ 18
(6{0] 0,329 ’

amostra2: DO = 1,800

calculando a razao 2O _1.800 _ 54
CcO 0,329 ’

Como vocé pode ver, neste exemplo, a razdao DO/CO 1,8 indica que
a amostra 1 deve ser testada também por Imunoblot; a razdo DO/CO
5,4 indica que a amostra 2 tem seu resultado definido no ELISA como
amostra positiva para anti-HCV e, neste caso, é dispensavel o teste por
Imunoblot.
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Que tipo de amostra deve ser utilizada para o diagnéstico das

infecgoes pelos virus das hepatites?

Soro ou plasma. Veja informagdes sobre a preparagdo das amostras
no manual TELELAB "Coleta de Sangue".

Atencao: as amostras ndao podem estar turvas, lip€micas ou hemolisadas.
Em qualquer desses casos elas devem ser descartadas e novas
amostras devem ser solicitadas.

Manipule sempre as amostras como material potencialmente
infeccioso.

Como registrar a entrada das amostras em unidades hemoterapicas?

O registro pode ser feito por sistema manual ou informatizado.
De qualquer modo, é importante que vocé:
copie, do rétulo da amostra, e registre na planilha de resultados
os dados de identificagdo do doador e a data da coleta.
Os dados devem sempre ser conferidos por duas pessoas. Erros de
identificagdo podem:
V¥ expor o receptor a riscos de contaminacéo
v levar a rejeigdo de um doador apto.
Veja um exemplo de planilha de resultados no Anexo 2 deste manual.

Em quantas aliquotas devem ser distribuidas as amostras, antes das
analises, em unidades hemoterapicas?

Em unidades hemoterapicas, antes de serem analisadas, as
amostras de soro ou plasma devem, obrigatoriamente, ser distribuidas
em no minimo duas aliquotas:

uma para os testes de rotina;

outra para a contraprova.
Recomenda-se se que a aliquota da contraprova tenha um volume de
aproximadamente 1 ml.

A distribuicdo em um numero maior de aliquotas e o volume das
mesmas fica a critério de cada servico.

A aliquota da contraprova deve ficar armazenada
obrigatoriamente a — 20°C e estar disponivel por seis meses para
a vigilancia sanitaria.
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Como acondicionar e conservar as aliquotas, antes de fazer as
analises nas unidades hemoterapicas?
Distribua as aliquotas para os testes de rotina, em tubos ou frascos
com tampa, previamente identificados com os dados correspondentes;
Atencao: as aliquotas das amostras podem ser conservadas em geladeira,
entre 2 °C e 8 °C por 72 horas no maximo. Depois desse periodo,
elas precisam ser congeladas a — 20°C;
distribua em frascos préprios para congelamento a aliquota da
contraprova e demais aliquotas a serem congeladas;
acondicione esses frascos em caixas de papelao ou plastico rigido
identificadas com informacdes que facilitem a localizagdo dessas
aliquotas.
Como registrar a entrada das amostras em laboratérios de saude
publica?
O registro pode ser feito por sistema manual ou informatizado. De
qualquer modo, é importante que vocé:
1. verifique se a identificagdo da amostra € a mesma da solicitacdo do(s)
teste(s);
2. copie da solicitagdo, e registre numa planilha de resultados, os seguintes
itens basicos:
numero de registro da amostra;
nome ou iniciais;
procedéncia da amostra (unidade que solicitou);
data da coleta;
Sexo;
idade;
resultados da ALT.
Atencao: os dados devem sempre ser conferidos por duas pessoas. Erros
de identificagdo podem levar a troca de resultados.
Veja um exemplo de planilha de resultados no Anexo 3 deste manual.
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E preciso distribuir em aliquotas as amostras para analises nos
laboratérios de saude publica?
Nos laboratérios de saude publica ndo existe a obrigatoriedade da
aliquota para contraprova. No entanto, recomenda-se que a amostra seja
distribuida no minimo em duas aliquotas:
uma para realizar os testes solicitados, e

outra para atender necessidades relacionadas, por exemplo, a execugao

de testes complementares.

Para acondicionar e armazenar as amostras utilize os mesmos
procedimentos ja apresentados no item anterior.

Quais os materiais necessarios para executar um ELISA e um teste de
Imunoblot?
No Quadro 7 estdo os materiais geralmente fornecidos pelo fabricante.

Quadro 7 - Materiais geralmente fornecidos pelo fabricante

ELISA Imunoblot
v" placa de microtitulagdo ou pérolas v fitas de nitrocelulose com proteinas
sensibilizadas com antigenos ou adsorvidas em bandas
anticorpos v pingas plasticas para manipulagido
de fitas de nitrocelulose
v canaletas plasticas para a colocagio
das fitas
v selos ou tampas de cobertura v selos ou tampas de cobertura
v _soro-controle negativo ¥ _soro-controle negativo
v soro-controle positivo v soro-controle positivo
v solugdes-tampao para a diluicdo das | ¥ solugdes-tampao para a diluigido das
amostras e do conjugado amostras e do conjugado
v solugio-tampéo para a lavagem ¥ _solugdo-tamp3o para a lavagem
v _conjugado ¥ _conjugado
¥ _substrato e cromégeno ¥ _substrato e cromégeno
v" solugdo-tampao para diluir o v solugdo-tampao para diluir o
substrato substrato
v _solugéo de bloqueio de reagio

No Quadro 8, a seguir, vocé pode conferir os outros materiais necessarios
mas nao fornecidos pelo fabricante.
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Quadro 8- Materiais nédo fornecidos pelo fabricante para o ELISA e Imunoblot

v' pipetas manuais de volume ajustavel (5 a 50 ml, de 50 a 200 ml e
de 200 a 1.000 ml) mono e multicanal

v _ponteiras descartiveis para pipetas ajustaveis

v pipetas sorolégicas de 5 ml, 10 ml e 20 ml

v _péra de borracha ou outro auxiliar de pipetagem

v barquetes (reservatorios) para a utilizagio de pipetas multicanal
(ELISA)

v béquer de 1.000 ml

v provetas de 1.000 ml, 500 ml e 100 ml

v' frasco com tampa de 1.000 ml

v bastio de vidro

v equipamentos de protecgao individual: luvas, mascaras, avental ou
jaleco

v" recipiente de paredes rigidas, boca larga e tampa contendo
hipoclorito de sédio a 2%.

v soro para controle de qualidade interno da reagio. Veja
orientag6es no curso TELELAB — "Controle de Qualidade de Testes
Sorolégicos em Unidades Hemoterapicas e Laboratérios de Saude
Publica”

v" protocolos (vide bloco "Anexos")

Observe que as pipetas multicanal sao utilizadas apenas para os ELISA

e o0s outros materiais sao necessarios nos dois testes.

Além dos materiais constantes dos Quadros 7 e 8, o laboratério deve
estar equipado com: banho-maria com termostato para regulagem de
temperatura; agitador orbital; estufa com termostato regulavel e sistema de
lavagem e de leitura compativeis com os métodos empregados e com as

especificagdes dos conjuntos diagnosticos disponiveis.

Antes de iniciar um procedimento, verifique se os equipamentos estéo
em condi¢cdes adequadas de uso. No curso TELELAB Equipamentos
- Utilizaggo e Monitoramento em Unidades Hemoterapicas
Laboratérios de Saude Publica", vocé encontra as orientagdes

necessarias.
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Quais os procedimentos para executar o ELISA ?

Os procedimentos variam segundo o marcador sorolégico que se deseja
detectar, e as vezes para um mesmo marcador, de acordo com o fabricante do
conjunto diagnéstico. Alguns procedimentos gerais, no entanto, devem ser
observados:

1. confira o0 conjunto diagndstico (componentes, materiais e reagentes)
verificando se ele esta sob condigbes adequadas de conservacao e dentro
do prazo de validade;

2. leia todas as instrugdes do conjunto diagndstico antes de iniciar a reacao;

3. providencie os outros materiais, nao fornecidos pelo fabricante,
necessarios para a realizagao dos testes;

Atencao: providencie uma ponteira descartavel para cada amostra e para

cada tipo de reagente a ser pipetado. Nao reutilize ponteiras.

4. leia, antes de iniciar o teste, como preparar todas as solugdes. Utilize
exatamente os volumes indicados, ndo faga qualquer alteragdo com o
intuito de economizar tempo ou reagentes;

5. deixe as amostras e o0s reagentes que serdo utilizados atingirem a
temperatura ambiente, antes de iniciar a reacgao;

A temperatura ambiente em laboratérios deve estar entre 20°C e 26°C.
6. homogeneize as amostras;

7. inclua, além dos controles fornecidos pelo fabricante, o controle de
qualidade interno (CQI) da reacgado. Veja orientagdes no curso TELELAB —
"Controle de Qualidade de Testes Sorolégicos em Unidades
Hemoterapicas e Laboratérios de Saude Publica";

8. faca um protocolo de trabalho, relacionando os controles e as amostras.
Veja um exemplo de um protocolo de ELISA no Anexo 4 deste manual;

9. siga rigorosamente os tempos, as formas de homogeneizagao, os ciclos de
incubagédo e lavagem indicados pelo fabricante, tendo o cuidado de evitar a
contaminagao cruzada das amostras;

10. faga a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, utilizando o filtro
recomendado pelo fabricante do conjunto diagndstico;

Siga as orientagbes do fabricante de cada conjunto para o calculo do
cut-off.
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11. verifique se os resultados obtidos para os controles estdo de acordo com
os critérios definidos pelo fabricante. Caso contrario, faga novamente o
teste procurando identificar e corrigir as causas dos resultados
inadequados. So6 considere os resultados das amostras quando os
resultados dos controles estiverem de acordo com os critérios do
fabricante.

12. registre os resultados em sua planilha, no campo correspondente ao
marcador soroldgico testado.

13. despreze as amostras e os residuos do conjunto diagndstico utilizado,
conforme as orientagcbes do curso TELELAB - "Biosseguranca em
Unidades Hemoterapicas e em Laboratérios de Saude Publica".

Jamais inicie a execugao dos testes antes de arrumar sua bancada de
trabalho com todos os materiais e equipamentos necessarios.

Utilize sempre equipamentos de protecdo individual e manipule as
amostras como material potencialmente infeccioso.

Quais os procedimentos para executar um Imunoblot?

Lembre-se: de acordo com o fluxograma, no diagnéstico da hepatite C,
utiliza-se o Imunoblot para as amostras indeterminadas e para auxiliar na
avaliagado dos resultados das amostras reagentes com DO/CO maior do que
1,1 e menor do que 5,0, obtidos nos ELISA.

Os procedimentos variam de acordo com o fabricante do conjunto
diagnéstico. Seja qual for o conjunto utilizado, alguns procedimentos gerais
devem ser observados:

1. confira o conjunto diagnéstico (componentes, materiais e reagentes)
verificando se ele esta sob condi¢cées adequadas de conservagao e dentro
do prazo de validade;

2. leia todas as instrugdes do conjunto diagnéstico antes de iniciar a reacgéo;

3. providencie os outros materiais necessarios para a realizagao dos testes,
nao fornecidos pelo fabricante;

Atencao: pegue uma ponteira descartavel para cada amostra e para cada

tipo de reagente a ser pipetado. N&o reutilize ponteiras.
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leia atentamente como preparar todas as solugdes antes de iniciar o teste.
Utilize exatamente os volumes indicados, nao faga qualquer alteragdo com
o intuito de economizar tempo ou reagentes;

deixe as amostras e o0s reagentes que serao utilizados atingirem a
temperatura ambiente, antes de iniciar a reagao;

fagca um protocolo de trabalho, relacionando os controles e o registro das
amostras com o numero existente em cada fita de nitrocelulose. Veja um
exemplo de protocolo de Imunoblot no Anexo 5 deste manual;

utilize pingas plasticas para manipular as fitas de nitrocelulose;

coloque cada uma das fitas em uma canaleta, mantendo a face numerada
voltada para cima;

mantenha as canaletas cobertas de modo a evitar a mistura do conteudo
das mesmas;

siga rigorosamente os ciclos de lavagem indicados pelo fabricante, tendo o
cuidado de evitar a contaminagao cruzada das amostras;

observe, rigorosamente, todos os volumes, os tempos e as formas de
homogeneizagdo e os periodos de incubagdo recomendados pelo
fabricante;

faca a leitura e interprete os resultados de acordo com as recomendagdes
do fabricante;

verifique se os resultados obtidos para os controles estdo de acordo com
os critérios definidos pelo fabricante. Caso contrario, faga novamente o
teste procurando identificar e corrigir as causas dos resultados
inadequados. SO considere os resultados das amostras quando os
resultados dos controles estiverem de acordo com os critérios do
fabricante;

registre os resultados do teste, de acordo com o seu protocolo de trabalho,
em uma planilha de resultados de testes complementares como a
apresentada no Anexo 6;

despreze as amostras e os residuos do conjunto diagndstico utilizado,
conforme as orientagcbes do curso TELELAB - "Biosseguranca em
Unidades Hemoterapicas e em Laboratérios de Saude Publica".
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Como proceder para garantir a qualidade dos resultados dos testes
imunoenzimaticos?
Nao utilize as amostras de soro ou plasma que apresentarem turvagao,
hemdlise ou lipemia. Para maiores informagdes consulte o manual
"Coleta de Sangue" do TELELAB;

nao use conjuntos diagndsticos ou reagentes com prazo de validade
vencido;

verifique se os reagentes apresentam turvagéo, precipitagdo ou alteragcao
de cor, 0 que os torna impréprios para uso.

nao misture controles, conjugados, tampdes, reagentes, pérolas, placas,
strips ou fitas de diferentes lotes e/ou fabricantes;

armazene o0s conjuntos para diagnéstico de acordo com as
recomendagdes do fabricante;

nao exponha o substrato a luz durante o armazenamento ou incubagao
da reacgéo, evitando assim a fotodecomposi¢ao do mesmo;

nao coloque o substrato em contato com substéncias oxidantes ou
metais, para evitar sua degradacdo evidenciada pela alteracado de cor,
tornando o produto impréprio para uso;

faga a limpeza e a manutencgéo perioddica dos equipamentos de lavagem,
evitando dessa maneira o acumulo de sais e outros compostos quimicos;

verifique se o filtro usado para a leitura da absorbancia é aquele indicado
pelo fabricante;

Faca a limpeza e a manutengao peridédica dos equipamentos utilizados
na reagao.

A seguranga e a confiabilidade dos testes para diagnéstico dependem
também, entre outros parametros, da sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade.

A sensibilidade de um teste é a sua capacidade de dar um resultado positivo
quando o individuo esta verdadeiramente infectado.

A especificidade de um teste é a sua capacidade de dar um resultado
negativo quando o individuo ndo esta infectado.

A reprodutibilidade de um teste é a sua capacidade de obter repetidamente
os mesmos resultados em diferentes testes realizados com a mesma amostra,
empregando a mesma metodologia e 0 mesmo conjunto diagndstico.
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ANEXO 1
CORRESPONDENCIA ENTRE OS RESULTADOS DOS TESTES DOS
MARCADORES DA HEPATITE B E O ESTAGIO/EVOLUCAQO DA INFECCAO

([ Resultados dos testes dos marcadores soroldgicos da Hepatite B I Estagio/evolucio da infecca
(HBsAg ] HBeAg ] Anti-HBc IgM]_Anti-HBc ]| Anti-HBe] Anti-HBs | > ad'o/evelugao aa infecgao

= = Periodo de incubagao
+ - Hepatite B aguda
- Hepatite B aguda
ou
Hepatite B cronica
Inicio da fase de convalescéncia

Exposigéo ao HBV

Imune - infeccdo passada

Imune — resposta vacinal
Suscetivel a infecgédo pelo HBV

vl [ [ | H ]+
1 1 1 1 1 1 1 1 + [+
]

v e [+ |

[ ]
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ANEXO 4
EXEMPLO DE PROTOCOLO ELISA EM MICROPLACA
ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)
Teste: Data:_ /[

Fabricante: Lote: Validade:__ / /|
Técnico responsavel:

(1] 234|567 8] 9]10]11]12)

I®mmouon @ >

Média dos controles negativos:
Média dos controles positivos:
Valor do cut off:

Vo

5
LY
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ANEXO 5
EXEMPLO DE PROTOCOLO - IMUNOBLOT

N° Posicdo das bandas segundo o fabricante

SR )

(esquema somente - ndo em escala)

N° | Identificagao | Colar a fita correspondente - Bzand:s p Resultado
Data: _/ [/ N° do Lote: Validade:_ /|
Técnico: Fabricante:
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