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RESUMO

INTRODUCAO: O diagnéstico correto da infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) é de grande importéancia, j& que o
tratamento é altamente dispendioso e tem sérios efeitos colaterais. Os testes para a deteccdo dos anticorpos contra o
VHC (anti-VHC) sofreram varias modificacées e, atualmente, os testes de terceira geracéo séo amplamente utilizados por
terem sensibilidade e especificidade maiores. OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi comparar dois testes
automatizados para a deteccé@o do anti-VHC por quimioliminescéncia, de terceira geracéo, disponiveis comercialmente.
METODOS: Foram utilizadas 67 amostras da soroteca do Laboratério Central de Sadde Piblica do Estado da Bahia. Os
reagentes utilizados foram os testes automatizados ARCHITECT® anti-HCV assay (Abbott Diagnostics, Wiesbaden,
Alemanha), Elecsys” anti-HCV assay (Roche Diagnostics, Basileia, Suica) e o teste confirmatério Recombinant
Immunoblot Assay (RIBA) (Chiron RIBA VHC 3.0 SIA, Chiron Corporation, Emeryville, CA, EUA). RESULTADOS: Com o
teste Architect anti-HCV assay foram obtidas 18 amostras positivas, 39 negativas e dez indeterminadas, enquanto que
com o Elecsys anti-HCV assay, 47 amostras foram negativas e 20 positivas. Ndo houve amostras indeterminadas com
este teste. Das dez amostras indeterminadas no Architect anti-HCV assay, cinco foram negativas pelo teste RIBA e cinco
foram indeterminadas. Todas as amostras indeterminadas pelo RIBA apresentaram reatividade para a proteina ¢33.
CONCLUSAO: Os dois testes, quando comparados (62 amostras) entre si, tiveram uma concordéncia de 91,9%. O
Elecsys anti-HCV assay parece ser menos sensivel que o Architect anti-HCV assay, em particular para a deteccéo da
proteina ¢33, revelada pelo RIBA. Por outro lado, o Architect anti-HCV assay apresentou um maior nimero de resultados
indeterminados em amostras negativas confirmadas pelo RIBA, o que sugere uma menor especificidade, quando
comparado com o outro teste avaliado.
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INTRODUCAO

O diagndstico virolégico e o monitoramento da
infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) baseiam-se em
dois tipos de testes: a deteccdo soroldgica do anticorpo
especifico contra o VHC (anti-VHC) e a deteccdo do RNA
viral ou a deteccdo do antigeno core do VHC, que
confirma a infeccdo'. Os anticorpos anti-VHC néo
possibilitam a distingéo entre uma infeccéo ativa (viremia)
e uma infeccdo resolvida. Além disso, resultados
falsonegativos sdo esperados por causa da janela
imunoldgica (soroconverséo do anti-VHC), que dura entre

45¢e 68 dias’.

A reacdo falsopositiva para os anticorpos anti-VHC é
um problema bem conhecido. Isto pode ocorrer devido a
alguns inferferentes como gamaglobulinas elevadas,
sindrome nefrética, doencas do figado, doencas
autoimunes, infeccées virais ou parasitdrias e amostras de
mulheres grévidas’. O Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) estima que, em média, 35% dos
resultados de anti-VHC na populacéo imunocompetente
sejom falsopositivos por metodologias como ELISA
imunnoassay (EIA)".

Atualmente, a deteccGo dos anticorpos anti-VHC é
realizada rotineiramente por duas metodologias
principais, que sdo: EIA e quimioluminescéncia (CLIA)*. O
teste de EIA para deteccdo dos anticorpos anti-VHC
passou por vdrios estdgios de desenvolvimento e os testes
de terceira geracdo (EIA 1) séo os mais utilizados, por sua
maior sensibilidade e especificidade, decorrentes de maior
reatividade & regido NS3 do virus e da incorporagéo dos
epitopos de c100 e antigenos da por¢do NS5 do genoma
viral®. Entretanto, os testes automatizados por
quimioluminescéncia vém substituindo os EIA por sua
praticidade, precisdo, especificidade superior a 98% e
sensibilidade similar ao EIA.

A presenca de anticorpos anti-VYHC nem sempre
significa a existéncia de infeccdo atual, pois pode
representar resultado falsopositivo ou indicar contato
prévio com resolucdo (cura) da hepatite aguda,
correspondendo @ uma cicatriz imunolégica’. Desta
forma, apesar da alta especificidade dos testes de terceira
geracéo, permanece a necessidade de serem realizados
testes confirmatérios em amostras com baixos valores da
relacdo sample/cut-off (S/CO), a fim de se evitar
resultados falsopositivos’.

Atualmente, os testes CLIA sao utilizados em
loboratérios de grandes rotinas e, embora os testes por
quimioluminescéncia estejam gradualmente substituindo o
EIA, hd poucos estudos publicados sobre comparacéao e
avaliagdo destes testes CLIA automatizados’.

O objetivo deste trabalho foi comparar dois testes por
quimioluminescéncia, totalmente automatizados, de
terceiro geragdo, disponiveis comercialmente, para
deteccdo do anti-VHC, e que séo utilizados na rotina do
Laboratério Central de Satde Piblica do Estado da Bahia
(LACEN-BA).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 67 amostras selecionadas da soroteca
do LACEN-BA. Estas amostras foram avaliadas
previamente e 18 tiveram resultado positivo para o anti-
VHC, 39 foram negativas e dez, indeterminadas. O
LACEN-BA utiliza na sua rotina o kit ARCHITECT® anti-HCV
assay (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Alemanha), sendo
este considerado, neste estudo, como referéncia para a
determinacéo do anti-VHC em comparagéo com o kit
Elecsys® anti-HCV assay (Roche Diagnostics, Basileia,
Suica). Foi realizado o teste confirmatério Recombinant
Immunoblot Assay (RIBA) (Chiron RIBA HCV 3.0 SIA,
Chiron Corporation, Emeryville, CA, EUA) apenas nas
amostras com resultado indeterminado.

As instrucées do fabricante foram seguidas em todos os
testes. O Architect anti-HCV assay utiliza a metodologia
quimioluminescéncia (CLIA) e foi realizado no
equipamento totalmente automatizado ARCHITECT i4000
Abbott, enquanto que o Elecsys anti-HCV assay utiliza a
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e o equipamento
utilizado foi o Modular E 170 Roche, também totalmente
automatizado.

O RIBA é um ensaio immunoblot com tiras
impregnadas com peptideos sintéticos e recombinantes
(€100, c33, c22 e NS5), aplicados em linhas separadas na
fase sélida'.

As caracteristicas dos dois testes automatizados
podem ser observadas na tabela 1. Em ambas as
metodologias hd liberacdo de sinais de luz que sd@o
expressos pela proporcéo direta da quantidade de
anticorpos presentes.

Tabela 1 - Caracteristicas dos dois testes automatizados para o anti-VHC

Teste Reagentes Principio Volume de Calibracdo Estabilidade do Tempo dg reacdo
amostra (ul) reagente (min)
Elecsys Preparacéo Por kit — 3 dias no
anti-HCV prévia ECLIA 40 4 pontos equipamento 18
Architect Pronto Por lote — Até 25 dias no
anti-HCV para uso CLA 20 4 pontos equipamento 29




Os dois festes emitem os resultados com base em cut-
off (CO) de 1,0. O teste do Architect anti-HCV assay
expressa o resultado pela relacdo S/CO e o teste do
Elecsys anti-HCV assay por valor de index. No LACEN-BA,
sdo considerados como anti-VYHC positivos resultados
quatro vezes maiores que o cut-off (> 4,0), negativos <
0,9 e indeterminados aqueles entre 0,9 e 4,0, nos dois
testes avaliados. Este valor de cut-off foi escolhido por ter
maior concordancia (95%) com os resultados positivos
obtidos com o teste de immunoblot RIBA.

RESULTADOS

Com a utilizagéo do Architect anti-HCV assay foram
obtidas 18 amostras positivas, 39 negativas e dez
indeterminadas, enquanto que com o Elecsys anti-HCV
assay, 47 amostras foram negativas e 20 positivas. Nao
houve amostras indeterminadas com este teste. Os dados
podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2 - Correlacéo dos resultados em nUmeros
absolutos entre o Architect anti-HCV assay
e o Elecsys anti-HCV assay

Architect anti-HCV

Elecsys anti-HCV

Positivo  Indeterminado Negativo  Total
Positivo 18 2 - 20
Indeterminado - - _ _
Negativo - 8 39 47
Total 18 10 39 67

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero néo resultante
de arredondamento.

As dez amostras, com resultados indeterminados com o
Architect anti-HCV assay, tiveram relacéo S/CO entre 1,12
a 3,86. Destas, cinco foram negativas e cinco
indeterminadas pelo RIBA. Quando submetidas ao teste
Elecsys anti-HCV assay, oito foram negativas e duas foram
positivas. Assim, das 67 amostras analisadas, 44 foram
negativas, 18 positivas e cinco indeterminadas, com base
nos resultados do teste RIBA. Todas as amostras com
resultado do teste RIBA indeterminado apresentaram
reatividade & proteina ¢33. Os resultados laboratoriais das
amostras indeterminadas pelo Architect anti-HCV assay,
bem como os resultados do teste RIBA, estdo sumarizados
na tabela 3.

DISCUSSAO

O nUmero de amostras avaliadas neste estudo foi
relativamente pequeno, quando comparado a outros
estudos que avaliaram o desempenho de testes disponiveis
comercialmente para a deteccdo do anti-VHC'**,

Entre as 67 amostras analisadas, dez (14,9%) tiveram
resultados discordantes nos dois ensaios utilizados. Com o
Architect anti-HCV assay, estas amostras tiveram relacéo
S/CQO inferior a 4,0 e foram consideradas indeterminadas,
enquanto que, quando analisadas com o Elecsys anti-HCV
assay, duas foram positivas e oito negativas. O uso do teste
RIBA resolveu o problema em 50% destas amostras (5/10)
com o resultado negativo do teste immunoblot. As
amostras que fiveram resultado indeterminado pelo teste
RIBA apresentaram positividade apenas para a proteina

c33.

De acordo com as recomendacées do CDC, a
determinacéo do anti-VHC requer o uso de um teste de
triagem de alta sensibilidade e as reagées com baixa
positividade devem ser confirmadas com testes do tipo
immunoblot recombinante ou reacdo em cadeia de
polimerase, o Polimerase Chain Reaction (PCR), para
pesquisa do RNA do virus®.

O RIBA pode ser utilizado como teste confirmatério
complementar para o anti-YHC, mas apresenta algumas
desvantagens, sendo uma delas o alto indice de resultados
indeterminados’.

Berger et al' avaliaram também dois testes sorolégicos
e obtiveram um resultado diferente, com 1,9% de
discorddncia entre eles e resolutividade pelo teste
immunoblot de 63,2% das amostras, com reatividade de
até duas proteinas.

As amostras indeterminadas pelo teste RIBA néo foram
confirmadas pelo RNA viral, pois ndo havia quantidade
suficiente de amostras. Além disso, a presenca de anti-VHC
ndo significa necessariamente a presenca do virus. Baixos
titulos de anticorpos na amostra podem ocorrer na fase de
soroconversdo e fambém quando os pacientes perdem
seus anticorpos apés a resolucdo da infeccdo.

Normalmente, amostras de pacientes com baixo risco
para hepatite C, com resultado de RIBA indeterminado e
baixa relagdo S/CO apresentam virus indetectavel quando
submetidas ao PCR’.

Tabela 3 — Valores de S/CO das amostras indeterminadas no Architect anti-HCV assay comparados com resultados do

Elecsys anti-HCV assay e RIBA

Amosira Architect anti-HCV Elecsys anti-HCV RIBA
(S/CO) (index) c100 c33 c22 NS5
1 1,56 0,025 - - - -
2 1,12 0,019 - + - -
3 2,00 0,015 - - - -
4 2,06 0,144 - + - -
5 3,86 650,6 - + - -
6 1,45 0,018 - - - -
7 1,61 0,020 - - - -
8 1,92 0,043 - - - -
9 2,07 157,5 - +++ - -
10 1,76 0,099 - +++ - -
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Os dois testes, quando comparados em amostras
positivas e negativas (62 amostras), tfiveram uma
concorddncia de 91,9%, resultado este inferior ao
encontrado por Kim et al®. Eles verificaram uma faixa de
concordéncia de 94,5% a 98,1% na avaliacdo de quatro
testes anti-VHC incluindo o Architect anti-HCV assay e
Elecsys anti-HCV assay.

Desde que o Architect anti-HCV assay foi lancado
comercialmente, foram observados alguns resultados
falsonegativos e falsopositivos e, por esta razdo, o diluente
do teste foi modificado e novos estudos revelaram uma
melhora na sensibilidade e especificidade'.

Echevarria et al’ demonstraram que o novo Architect
anti-HCV assay é eficiente para detectar baixos niveis do
anticorpo anti-VHC, tornando-o bastante efetivo para ser
utilizado como teste de triagem em banco de sangue.

Com relacéo ao custo/beneficio, o Elecsys anti-HCV
assay apresenta algumas desvantagens quando
comparado com o Architect anti-HCV assay. A
apresentacdo do kit Elecsys anti-HCV assay é de 100 testes
e o reagente ndo é pronto para uso, sendo uma fonte
potencial para contaminacéo e erro pré-analitico. A

calibracéo sdo gastos quatro testes além de dois controles,
diminuindo a quantidade de testes disponiveis para as
amostras, sendo no minimo 94 testes por kit. Além disso, a
estabilidode do kit no equipamento é de trés dias e o
volume de amostra requerido é maior que o outro teste
avaliado.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o
Elecsys anti-HCV assay parece ser menos sensivel que o
Architect anti-HCV assay, no que diz respeito & deteccéo da
proteina c33. Por outro lado, o Architect anti-HCV assay
apresentou um maior numero de resultados
indeterminados em amostras negativas confirmadas pelo
teste RIBA, o que sugere uma menor especificidade em
relacdo ao outro teste avaliado.

Todas as amostras com baixa relacdo S/CO devem ser
confirmadas com testes suplementares e/ou confirmatérios,
tais como immunoblot e PCR, a fim de evitar a liberacéo de
resultados falsopositivos.

Novos estudos sdo necessérios para uma melhor
avaliacdo dos testes que utilizam a quimioluminescéncia
como metodologia, inclusive com um nimero maior de

calibracdo é feita por kit e ndo por lote e para cada  amostras.

Comparison of two automated chemiluminescence tests for the detection of antibodies
against the hepatitis C virus

ABSTRACT

INTRODUCTION: A correct diagnosis of hepatitis C virus (HCV) infection is important because treatment is highly
expensive and has severe side effects. The assays for the detection of antibodies against HCV (anti-HCV) have undergone
several changes, and third-generation tests have been widely used due to their increased sensitivity and specificity.
OBJECTIVE: In this study, we aimed to compare two commercially available, automated third-generation
chemiluminescence tests for the detection of anti-HCV antibodies. METHODS: We analyzed 67 samples from the serum
databank from the Laboratério Central de Satde Publica do Estado da Bahia (LACEN-BA). The reagents examined were the
automated ARCHITECT® anti-HCV assay (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) and Elecsys” anti-HCV assay (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) tests and the confirmatory Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) test (Chiron RIBA VHC
3.0 SIA, Chiron Corporation, Emeryville, CA, USA). RESULTS: The Architect anti-HCV assay indicated 18 positive samples,
whereas 39 were negative and ten were indeterminate. The Elecsys anti-HCV assay indicated 47 negative and 20 positive
samples and no indeterminate samples. Of the ten indeterminate samples indicated by the Architect anti-HCV assay, five
were negative by the RIBA test and five were indeterminate. All indeterminate samples indicated by the RIBA test were
reactive against the ¢33 protein. CONCLUSION: The agreement between the two tests (62 samples) was 91.9%. The
Elecsys anti-HCV assay appears to be less sensitive than the Architect anti-HCV, particularly for the detection of the ¢33
protein shown by the RIBA test. In addition, the Architect anti-HCV assay indicated more indeterminate results out of the
negative samples confirmed by the RIBA test, which suggests a lower specificity than the Elecsys anti-HCV assay..

Keywords: Hepatitis C; Hepatitis C Antibodies; Laboratory Test.



Comparacion de dos pruebas automatizadas por quimioluminiscencia para la deteccién
de anticuerpos contra el virus de la hepatitis C

RESUMEN

INTRODUCION: El diagnéstico correcto de la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es de gran importancia, una vez
que su tratamiento es muy costoso y tiene serios efectos colaterales. Las pruebas para la deteccién de anticuerpos contra el
VHC (anti-VHC) han pasado por varias modificaciones y, actualmente, las pruebas de tercera generacién son
ampliamente utilizadas, por tener mayor sensibilidad y especificidad. OBJETIVO: El objetivo de este estudio fue el de
comparar dos pruebas automatizadas para la deteccién del anti-VHC por quimioluminiscencia, de tercera generacién,
disponibles comercialmente. METODOS: Se utilizaron 67 muestras de la seroteca del Laboratério Central de Saude
Piblica do Estado da Bahia (LACEN-BA). Los reactivos utilizados fueron las pruebas automatizadas ARCHITECT® anti-HCV
assay (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Alemania), Elecsys® anti-HCV assay (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) y la prueba
de confirmacién Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) (Chiron RIBA VHC 3.0 SIA, Chiron Corporation, Emeryville, CA,
EUA). RESULTADOS: Con la prueba Architect anti-HCV assay se obtuvieron 18 muestras positivas, 39 negativas y diez
indeterminadas, mientras que con Elecsys anti-HCV assay, 47 muestras fueron negativas y 20 positivas. No hubo muestras
indeterminadas con esta prueba. De las diez muestras indeterminadas por Architect anti-HCV assay, cinco fueron
negativas por la prueba RIBA y cinco fueron indeterminadas. Todas las muestras indeterminadas por RIBA presentaron
reactividad para la proteina c33. CONCLUSION: Cuando comparadas entre si, las dos pruebas (62 muestras) tuvieron un
91,9% de concordancia. La prueba Elecsys anti-HCV assay parece ser menos sensible que Architect anti-VHC, en
particular para la detecciéon de la proteina ¢33, revelada por RIBA. Por otro lado, Architect anti-HCV assay presenté un
mayor nimero de resultados indeterminados en muestras negativas confirmadas por RIBA, lo que sugiere una menor
especificidad, cuando comparada con la ofra prueba evaluada.

Palabras clave: Hepatitis C; Hepatitis C Antibodies; Laboratory Test.
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