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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Avaliação da utilização de ensaio imunocromatográfico para o diagnóstico e estudo de 

prevalência da hepatite A 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

CAMILLA RODRIGUES DE ALMEIDA RIBEIRO 

O diagnóstico da infecção pelo vírus da hepatite A (HAV) através de testes de alta 

sensibilidade e especificidade pode levar um diagnóstico mais precoce e mais preciso, 

melhorando o prognóstico da doença. Deve também ser mencionado que um diagnóstico mais 

preciso pode tornar estudos epidemiológicos mais confiáveis e servir de base para a produção 

de programas de controle e erradicação mais efetivos. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

utilização de um teste imunocromatográfico em surtos e estudos epidemiológicos de 

prevalência, triagem de candidatos para programas de vacinação e detecção de resposta 

imunológica pós-vacinação. Para este fim, 342 amostras provenientes de quatro grupos 

diferentes foram analisadas: (I) amostras de doadores de sangue (n= 96), (II) amostras de 

indivíduos vacinados contra a hepatite A (n= 46), amostras de surtos de hepatite A (III) (n= 

103) e (IV) amostras de casos esporádicos de hepatite A (n= 97). Estas amostras foram 

submetidas ao teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM e todos os resultados do teste rápido 

foram comparados com os resultados do ensaio imunoenzimático para HAV (EIA), que é o 

padrão ouro para detectar anticorpos contra o HAV. Os resultados obtidos para o grupo I 

mostraram que, 33,3% (32/96) das amostras foram reagentes para anti-HAV IgG utilizando o 

teste rápido e 67,7% (65/96) foram reagentes para IgG anti-HAV por ELISA. No grupo II, 

71,7% (33/46) das amostras foram reagentes para anti-HAV IgG por ELISA e nenhuma 

amostra do grupo II anti-HAV reagente por ELISA (0/33) foi reagente no teste rápido. Os 

grupos III e IV foram testados para a presença de anti-HAV IgG e anticorpos anti-HAV IgM. 

Em relação a anti-HAV IgG, no grupo III 60,1% (62/103) e 81,5% (84/103) foram reagentes 

pelo teste rápido e em ELISA, respectivamente. Para anticorpos anti-HAV IgM, 45,6% 

(47/103) e 47,5% (49/103) das amostras foram reagentes através do teste rápido no ELISA, 

respectivamente. Para o grupo IV, sobre a avaliação de anticorpos IgG anti-HAV, 61,8% 

(60/97) foram reagentes pelo teste rápido, e 75,2% (73/97) foram reagentes no ELISA e para 

os anticorpos anti-HAV IgM, 45,3 % (44/97) das amostras foram reagentes no teste rápido, e 

46,9% (46/97) foram reagentes no ELISA. A sensibilidade e especificidade do teste rápido no 

grupo I para detecção de anticorpos anti-HAV IgG foram 49,23% e 100%, respectivamente. 
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No grupo III, em relação ao IgM anti-HAV a sensibilidade e especificidade foram 95,92% e 

100%, respectivamente e para IgG anti-HAV a sensibilidade e especificidade foram 78,79% e 

21,62%, respectivamente. No grupo IV, em relação ao IgM anti-HAV a sensibilidade e 

especificidade foram 93,48% e 98,04%, respectivamente e para IgG anti-HAV a sensibilidade 

e especificidade foram 79,45% e 91,67%, respectivamente. O nível de concordância de 

acordo com o índice Kappa (k) foi considerado fraco nos grupos I e III, e bom no grupo IV 

ambos testados para o marcador IgG anti-HAV. Os grupos testados com o marcador IgM anti-

HAV, obtivemos uma  concordância boa para o grupo IV e excelente para o grupo III. Na 

testagem das amostras dos grupos III e IV por nested-PCR, para o grupo III obtivemos 47,5% 

(49/103), 45,5% (47/103) e 100,0% (103/103) das amostras reagentes por ELISA anti-HAV 

IgM, teste rápido e nested-PCR. Em relação ao grupo IV, obtivemos 46,9% (46/97) das 

amostras reagentes no ELISA, 45,3% (44/97) de amostras reagentes no teste rápido e 40,2% 

(39/97) das amostras com resultado reagente por nested-PCR. Em conclusão, o teste provou 

ser adequado para a detecção de anticorpos IgM anti-HAV, indicando sua aplicabilidade para 

o diagnóstico da hepatite A em surtos e casos esporádicos. No entanto, o baixo desempenho 

do teste rápido para detecção de IgG anti-HAV demonstrou que o mesmo precisa ser 

aprimorado para os estudos sobre detecção de infecção passada e resposta à vacinação. 

 

Palavras-chave: teste rápido imunocromatográfico, anticorpos para hepatite A, surtos , estudos 

epidemiológicos 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Evaluation of an immunochromatographic assay for diagnosis and prevalence study of 

hepatitis A 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

CAMILLA RODRIGUES DE ALMEIDA RIBEIRO 

The diagnosis of infection by the hepatitis A virus (HAV) through high sensitivity and 

specificity tests can lead an earlier and more accurate diagnosis, improving the prognosis of 

the disease. It should also be mentioned that a more precise diagnosis can become more 

reliable epidemiological studies and as a basis for the production of more effective control 

and eradication programs. The aim of this study was to evaluate an immunochromatographic 

test in outbreaks and epidemiological studies of prevalence, screening candidates for 

vaccination and post-vaccination surveillance programs. For this purpose, 342 samples from 

patients of four different groups were analyzed: (I) samples from blood donors (n=96), (II) 

samples from individuals vaccinated for hepatitis A (n=46), (III) samples from hepatitis A 

outbreaks (n=103) and (IV) samples from sporadic cases of hepatitis A (n=97). These samples 

were submitted to the rapid test SD BIOLINE HAV IgG/IgM and all results of the rapid test 

were compared to the results of HAV enzyme immunoassay (EIA) that is the gold standard to 

detect antibodies against HAV. The results obtained for the group I showed that, 33.3% 

(32/96) were positive for anti-HAV IgG using the rapid test and 67.7% (65/96) were positive 

for IgG anti-HAV by EIA. At group II, 71.7% (33/46) of the samples were positive for anti-

HAV IgG by EIA and none of them (0/33)  was reactive by rapid test. Groups III and IV were 

tested for the presence of anti-HAV IgG and anti-HAV IgM antibodies. Regarding anti-HAV 

IgG antibodies, at the group III 60.1% (62/103) and  81.5% (84/103) were positive by the 

rapid test and in EIA, respectively. For IgM anti-HAV antibodies, 45.6% (47/103) and 47.5% 

(49/103) of the samples were positive through the rapid test in EIA, respectively. For the 

group IV, regarding the evaluation of anti-HAV IgG antibodies, 61.8% (60/97) were positive 

by the rapid test, and 75.2% (73/97) were positive on EIA and for antibodies anti-HAV IgM, 

45.3% (44/97) of the samples were positive to the rapid test, and 46.9% (46/97) were positive 

in EIA. The sensitivity and specificity of a rapid test for group I for detection of anti-HAV 

IgG antibodies were 49.23% and 100%, respectively. In group III, for IgM anti-HAV 

sensitivity and specificity were 95.92% and 100%, respectively, and anti-HAV-IgG the 

sensitivity and specificity were 78.79% and 21.62%, respectively. In group IV, in relation to 

anti-HAV IgM sensitivity and specificity were 93.48% and 98.04%, respectively, and anti-

HAV-IgG the sensitivity and specificity were 79.45% and 91.67%, respectively. The level of 
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agreement according to the Kappa index (k) was considered weak in groups I and III, and IV 

group good at both tested for anti-HAV IgG marker. The groups tested with anti-HAV IgM 

marker, we obtained a good agreement for the IV and excellent group for the group III. In 

testing of samples from groups III and IV by nested-PCR, for the group III obtained 47.5% 

(49/103), 45.5% (47/103) and 100.0% (103/103) of the samples ELISA reagents for IgM anti-

HAV, rapid test and nested PCR. Regarding the group IV, it obtained 46.9% (46/97) of 

samples in ELISA reagents, 45.3% (44/97) of the rapid test reagents samples and 40.2% 

(39/97) of samples result reagent by nested-PCR. In conclusion, the test proved to be suitable 

for the detection of anti-HAV IgM antibodies, indicating their applicability for the diagnosis 

of hepatitis A outbreaks and sporadic cases. However, the poor performance of the rapid test 

for anti-HAV IgG detection showed that it needs to be improved for studies on past infection 

detection and response to vaccination. 

 

Keywords: Rapid immunochromatographic test, hepatitis A antibodies, outbreak, 

epidemiological studies 
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I.INTRODUÇÃO 

 

1.1.Hepatites Virais 

 

As Hepatites virais são as causas mais importante de doença hepática no mundo 

inteiro. Hepatite viral é uma infecção sistêmica caracterizada por manifestações 

predominantemente decorrentes de lesão e disfunção hepática, é causada por diferentes 

agentes etiológicos, de distribuição universal (Ferreira e Silveira, 1997). Seis vírus são 

reconhecidos como agentes etiológicos das diferentes hepatites virais humanas: os vírus das 

hepatites A (HAV), B (HBV), C (HCV), D ou Delta (HDV) e E (HEV) e G (HGV) (Nunes et 

al., 2010). 

 

A patologia causada pelos vírus das hepatites tem como decorrência a lesão do fígado 

acarretando o aparecimento clássico dos sintomas ictéricos e a liberação das enzimas 

hepáticas. Os indivíduos infectados tornam-se transmissores antes mesmo de desenvolverem 

alguma sintomatologia, o que facilita a trasmissão dos vírus (Babinski et al., 2008).  

 

1.2.Enquadramento Histórico da Hepatite A 

 

A história das hepatites virais é antiga, remontando, provavelmente, aos primórdios da 

civilização. Relatos de ocorrência de icterícia epidêmica são encontrados desde o período 

anterior à era cristã, descritos inicialmente por Hipócrates (400 a.C.), sendo porém mais 

documentados durante os séculos XVII e XVIII na Europa (Melnik, 1995). Na Idade Média, o 

aparecimento das epidemias de icterícia estavam geralmente associadas a catástrofes naturais 

ou a períodos de guerra que ameaçavam seriamente as condições sanitárias (Hollinger e 

Emerson, 2007). 

 

Durante as Guerras, devido a superpopulação, as más condições de higiene e a má 

distribuição de redes de esgoto, o número de casos de hepatites virais, de provável 

transmissão fecal-oral, supostamente causadas pelo vírus da hepatite A, ganhou proporções  

pandêmicas, acometendo milhares de soldados e civis. Estima-se que nesse período 

aproximadamente 15 milhões de indivíduos estavam infectados com o HAV (Paul e Gardner, 
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1950; Fonseca, 2010). Por muito tempo, a hepatite A foi denominada de “icterícia catarral”, 

devido às obstruções biliares causada pela doença. Apenas em 1931, admitiu-se que o agente 

causador da enfermidade era um vírus (Krugman et al., 1959). 

 

Na década de 1940, identificou-se mais de um agente viral para as epidemias de icterícia 

e em 1947, McCallum estabeleceu a existência de duas formas de hepatite: a “hepatite 

infecciosa”, hoje conhecida como hepatite A, e a “icterícia sérica”, hoje conhecida como 

hepatite B (Fonseca, 2010). 

 

Entre 1964 e 1966, Krugman e seus colaboradores, realizando um estudo de infecção 

experimental em uma instituição de crianças demostraram a principal via de disseminação da 

doença. Neste estudo, chegou-se a conclusão que existiam dois agentes distintos provocando 

hepatite nas crianças, sendo um agente com período de incubação menor e via de transmissão 

fecal-oral, esse agente hoje conhecido como vírus da hepatite A (HAV) causava uma doença 

muito similar à então chamada hepatite infecciosa. O outro agente, que possuía um período de 

incubação maior, causava uma hepatite semelhante a hepatite sérica, e hoje é conhecido como 

vírus da hepatite B (HBV) (Krugman et al., 1967).  

 

A partir de amostras de fezes e soro de voluntários infectados, Feinstone e colaboradores, 

em 1973, conseguiram pela primeira vez, visualizar através de imunomicroscopia eletrônica  

as partículas virais esféricas do HAV. Todos os pacientes que demonstravam tais partículas 

nas fezes foram testados e obtiveram resposta sorológica para este antígeno, sugerindo 

finalmente a etiologia da hepatite A. Em 1979, Provost e Hilleman conseguiram propagar o 

vírus em cultura celular, o que possibilitou o desenvolvimento de testes para o diagnóstico da 

doença e o desenvolvimento da vacina  (Fonseca, 2010). 

 

1.3. O Vírus da Hepatite A (HAV): Classificação e estrutura 

 

O HAV pertence à família Picornaviridae devido as suas características morfológicas e 

organização do seu genoma e dentro desta família estão incluídos três gêneros, Rinovírus, 

Enterovírus e  Hepatovirus. O HAV é o único membro do gênero Hepatovirus devido a 

importantes diferenças que ele possui em relação aos outros membros da família. Ao contrário 
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dos outros, o HAV possui uma composição estrutural única, requer um longo período de 

adaptação para crescer em cultura celular, replica-se lentamente, raramente produz efeito 

citopático, possui resistência a temperatura e drogas que são eficazes contra outros 

picornavírus, é resistente a pH baixo e não reage com anticorpos anti-enterovírus (Cuthbert et 

al., 2001; Nainan et al., 2006; Yong e Son, 2009; Vaughan et al., 2013).   

 

1.3.1.Organização genômica e proteínas do vírus 

 

O HAV é um vírus de RNA fita simples de polaridade positiva, portanto, pronto para a 

tradução, não-envelopado com tamanho de 27 a 32 nanômetros (nm) de diâmetro, com um 

capsídeo de simetria icosaédrica (Figura 1.1).  

 

 

Figura 1.1. Imunomicroscopia eletrônica do vírus da hepatite A (fonte: CDC, 1998) 

 

O capsídeo icosaédrico dos diferentes picornavírus é composto por 12 pentâmeros e 

compreende várias cópias das proteínas estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4. Na partícula viral 

do HAV, a principal proteína constituinte do capsídeo é a VP1 (Figura 1.2). Recentemente, 

tem sido sugerido que não só o capsídeo maduro, mas também os produtos intermediários do 

processamento proteolítico desempenham papéis importantes no ciclo de multiplicação do 
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HAV (Vaughan et al., 2013). Estudos mostraram que o HAV é composto por 30% de ácido 

nucleico e 70% de proteína (Stapleton e Lemon, 1987; Lemon, 1994; Koff et al.,1998). 

 

 

 

Figura 1.2. Estrutura geral do HAV (VP1, azul; VP2, verde; VP3, vermelho). Adaptado de: Wang et 

al., 2015. 

 

O genoma do HAV é formado por uma cadeia de RNA com 7,5 quilobases (Kb) e 

como todos os genomas dos picornavírus, pode ser dividido em três regiões, sendo, a primeira 

uma região não codificante na extremidade 5’ (5’ NC) de 732 a 740 nucleotídeos, que 

representa a sequência mais conservada do genoma viral, e possui uma proteína 

covalentemente ligada (VPg), ao invés de uma estrutura CAP. Esta região contém uma 

extensa estrutura secundária, onde está inserido o sítio interno de ligação para o ribossomo 

(IRES), responsável por dar início ao processo de tradução do RNA viral (Cuthbert, 2001; 

Yong e Son, 2009). A segunda região representa a única sequência de leitura aberta (ORF) 

que codifica todas as proteínas virais estruturais e não-estruturais correspondendo a maior 

parte do genoma, e uma terceira região não codificante na extremidade 3’ (3’ NC) com 40 a 

80 nucleotídeos com uma cauda poliadenilada, envolvida com o fim do processo de tradução 

e da replicação do RNA (Costa-Mattioli et al., 2003; Pereira e Gonçalves, 2003; Vaughan et 

al., 2013).  

 

       A única fase de leitura aberta (ORF) do genoma, codifica uma poliproteína de 

aproximadamente 250 kDa, que é clivada pela protease 3C, em precursores  P1, P2 e P3. A 

partir de P1 são obtidas as principais proteínas estruturais que vão formar o capsídeo viral, 
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VP1, VP2 e VP3. A quarta proteína (VP4) é essencial para a formação dos vírions, mas não 

está presente nas partículas maduras. A clivagem das regiões P2 e P3 leva a produção de 

proteínas não-estruturais envolvidas no processo de replicação viral, na síntese de RNA e 

formação dos vírions. A região P2 codifica a proteína 2A, que atua como uma proteína 

precursora do capsídeo e na morfogênese viral, a 2B que está relacionada com a estabilidade 

da membrana e 2C que possui atividade de helicase (Cohen et al., 2002). O segmento P3 

contém as proteínas 3A, 3B, 3C e 3D. A proteína 3A denominda pré-VPg, ancora a proteína 

3B no HAV-RNA. A proteína 3B (VPg) desempenha um papel de iniciador (primer), e está 

envolvida na iniciação da síntese do RNA viral. A proteína 3C tem atividade de protease, e é 

responsável pela maioria das clivagens no interior da poliproteína. A proteína 3D é 

considerada uma RNA polimerase RNA dependente, essencial no ciclo replicativo do vírus 

(Cuthbert et al., 2001; Costa-Mattioli et al., 2003; Vaughan et al., 2013) (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3. Organização do genoma do HAV e processamento da poliproteína. RNA genômico 

contém uma única fase de leitura aberta (ORF) que codifica uma poliproteína, a qual é clivada pela 

protease 3C (triângulos vermelhos). Existem também sítios que são clivados por protease celulares 

(seta) ou por mecanismo ainda desconhecido (losango preto). Este processamento leva a produção das 

proteínas estruturais (capsídeo) e não estruturais (complexo de replicação do RNA viral) (Martin e 

Lemon, 2006). 
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A estrutura antigênica do vírus possui um número restrito de epítopos de sobreposição 

que se combinam para formar um único local antigênico dominante conservado e, como 

resultado disso, todos os isolados de diferentes partes do mundo, pertencem a um único 

sorotipo. Esses epítopos são formados por aminoácidos localizados em mais de uma proteína 

do capsídeo (Stapleton e Lemon, 1987; Ping et al., 1988; Ping e Lemon, 1992; Nainan et al., 

1992). O sítio antigênico dominante do HAV é composto por resíduos de VP1 e VP3 

(Mattioli et al., 1995). Um segundo sítio antigênico é o sítio de ligação da glicoforina, na qual 

o HAV pode se ligar aos eritrócitos, levando à hemaglutinação. Este processo é otimizado em 

pH ácido, mas fica prejudicado em pH fisiológico. Isto sugere que o HAV evoluiu para 

escapar da ligação aos eritrócitos e, consequentemente, da eliminação do organismo (Sánchez 

et al., 2004; Costafreda et al., 2012). 

 

Apesar desta uniformidade antigênica, o HAV exibe diversidade genética suficiente 

para definir diferentes genótipos e subgenótipos que apresentam uma distribuição geográfica 

específica. Sete genótipos, I a VII, foram inicialmente identificados utilizando sequências da 

junção das regiões VP1/2A, mas recentemente foram reclassificados em seis genótipos, I a 

VI, com base em sequências derivadas a partir da região VP1 completa. Os genótipos foram 

definidos pelas sequências, diferindo um do outro por pelo menos 15% de variação de 

nucleotídeos e os subgenótipos diferem por 7,0-7,5% de variação de nucleotídeos. Os 

genótipos I-III têm sido associados com infecções em seres humanos, enquanto os genótipos 

IV-VI são de origem símia (Nainan et al., 2006; Yong e Son, 2009; Vaughan et al., 2013). A 

maioria das cepas humanas são do genótipo I, que é dividido em dois subgenótipos, A e B 

(De Paula et al., 2002; Vaughan et al., 2013). Recentemente, um novo subgenótipo C foi 

proposto para o genótipo I (Vaughan et al., 2013). 

Os genótipos e subgenótipos do HAV apresentam uma distribuição geográfica 

particular. Em todo o mundo, o genótipo I é o mais prevalente, com o subgenótipo IA sendo 

mais comum do que IB. Isolados do genótipo II foram inicialmente identificados na França 

em 1979 e na Serra Leoa.  No entanto, a detecção desse genótipo é raramente relatada. O 

genótipo III tem uma distribuição global e estirpes pertencentes a esse genótipo foram 

identificadas em países da Ásia e Europa, bem como em Madagáscar e EUA (Vaughan et al., 

2013). 
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1.3.2.Ciclo de multiplicação e replicação viral 

 

 O que ocorre com o vírus no aparelho digestivo após a ingestão, ainda não está bem 

estabelecido. O vírus é absorvido podendo infectar células epiteliais da mucosa digestiva onde 

prolifera, logo após cai na corrente sanguínea e chega aos hepatócitos, pela circulação portal e 

pela circulação sistêmica. O processo de internalização da partícula viral ocorre através de 

endocitose mediada por receptor e está pode ser inibida por bloqueadores de acidificação 

endossomal como a cloroquina. Estes receptores são glicoproteínas integrais de ligação 

presente na superfície da célula, denominados HAVcr-1/TIM-1 (hepatitis A virus cellular 

receptor 1/T cell immunoglobulin domain and mucin-like domain containing molecule 1) 

(Kaplan et al., 1996; Tami et al., 2007; Vaughan et al., 2013). 

 

Os dados atuais indicam que a replicação do HAV ocorre somente em hepatócitos e 

células epiteliais gastrointestinais in vivo, embora a infecção em cultura de células e em 

linhagens celulares de replicação fora dos hepatócitos seja bem documentada (Cuthbert et al., 

2001). O vírus também é eliminado na saliva, na maioria dos pacientes com hepatite A, e 

observou-se títulos semelhantes aos do soro (Amado et al., 2010).  

 

O vírus penetra na célula hospedeira, e através de mudanças desencadeadas pelo 

ambiente citoplasmático, ele perde o capsídeo viral (desnudamento) promovendo a liberação 

do RNA viral no interior do citoplasma, este pode agir diretamente como RNAm. A síntese da 

poliproteína começa a partir do direcionamento do RNA viral ao ribossomo pelo sítio interno 

de ligação ribossomal (IRES) situado na região 5’ NC do genoma, sendo responsável pelo 

início da tradução, que ocorre por um processo independente de CAP (Yong e Son, 2009). A 

maioria dos picornavírus afeta a síntese de proteínas da célula hospedeira para promover uma 

tradução mais eficiente do seu RNAm viral. Este processo é mediado pela clivagem 

proteolítica do fator de iniciação 4G (eukaryotic translation initiation factor 4G ou eIF4G), 

induzindo assim um desligamento completo da tradução do RNAm da célula hospedeira 

(Redondo et al., 2012). Entretanto, ao contrário de outros picornavírus, a tradução de 

proteínas virais do HAV se inicia na presença do fator de iniciação G4 intacto (Borman e 

Kean, 1997). Desta forma, o HAV tem que competir com o hospedeiro pelo uso da 
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maquinaria celular, fato que explica sua replicação lenta em cultura celular e a ausência de 

efeito citopático (Lemon et al., 1992; Totsuka e Moritsugu, 1999; Pintó et al., 2007). 

 

O RNAm viral será então traduzido na poliproteína descrita anteriormente que após 

uma série de clivagens dará origem as proteínas não-estruturais e estruturais do HAV (Martin 

e Lemon, 2006). Além disso, o RNA genômico serve de intermediário para a síntese de um 

RNA complementar de polaridade negativa. Esse por sua vez serve de molde para a síntese de 

novas moléculas de RNA de polaridade positiva, catalisada principalmente pela RNA 

polimerase RNA dependente. Uma vez que as proteínas estruturais já foram formadas no 

citoplasma da célula, inicia-se o processo de formação da partícula viral, podendo ou não 

conter o RNA viral infeccioso (partícula defectiva), a partir de então, o vírus inicia o processo 

de evasão da célula, geralmente sem causar a lise celular (Cuthbert et al., 2001; Vaughan et 

al., 2013) (Figura 1.4). 

 

As partículas virais aparecem na bile e sangue, presumivelmente, sendo liberadas 

através da membrana apical do hepatócito para o canalículo biliar e através da membrana 

basolateral para a circulação sanguínea. O mecanismo de liberação e secreção viral é 

desconhecido, mas claramente não é dependente da destruição das células, uma vez que altos 

títulos virais estão presentes nas fezes antes de haver qualquer evidência de necrose dos 

hepatócitos. Devido a alta carga viral eliminada nas fezes, é nesta fase que ocorre o pico da 

infectividade (Cuthbert et al., 2001; Pereira e Gonçalves, 2003; Vaughan et al., 2013). 
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Figura 1.4. Esquema representativo do ciclo de replicação do HAV. (a) O vírus se liga aos hepatócitos 

via interação com seu receptor celular (b) Liberação do RNA no citoplasma. (c) Tradução da 

poliproteína. (d) Processamento da poliproteína através de uma série de clivagens. (e) As proteínas 

não-estruturais formam o complexo de replicação em membranas intracelulares e ligam-se a porção 3’ 

do RNA, iniciando a síntese da cópia de sentido negativo. (f) Algumas dessas cópias servem como 

molde para a síntese de múltiplas cópias do RNA positivo. (g) Algumas dessas novas fitas positivas 

são recicladas para nova síntese de RNA ou tradução. (h) Outras moléculas são empacotadas pelo 

capsídeo recém formado. (i) Eliminação das partículas virais através da membrana apical do 

hepatócito (Adaptado de Martin e Lemon, 2006). 

 

1.4.Formas de transmissão da hepatite A 

 

   A principal via de transmissão do HAV é pela via fecal-oral, incluindo o 

contato pessoa-a-pessoa e a ingestão de alimentos ou água contaminados por fezes de 

indivíduos infectados. As rotas comumente relatadas de origem alimentar associada a hepatite 

Canalículo Biliar  

 

Núcleo 
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A provem de mariscos, legumes e frutas, onde o consumo de marisco seria responsável por 

50% dos casos de hepatite A transmitidas por alimentos (Yong e Son, 2009). O HAV é 

estável à temperatura ambiente por uma semana e a pH baixo (1,0) e sua inativação em 

alimentos requer o aquecimento a 85°C durante um minuto e a desinfecção de superfícies é 

feita através do contato com uma diluição de 1:100 de hipoclorito de sódio durante um minuto 

(Scholz et al., 1989). Estas características do vírus explicam a sua capacidade de sobreviver 

no ambiente e ser transmitida por alimentos contaminados e água potável. Resistência a pH 

ácido e detergentes também explicam a sua capacidade de transitar através do trato 

gastroinstestinal e do trato biliar (Martin e Lemon, 2006). 

A água não tratada pode ser um veículo de disseminação de vírus e bactérias. O 

Ministério da Saúde, através da Portaria n°518/2004, que define sobre a vigilância da 

qualidade da água para consumo humano e seu padrão de potabilidade, estabelece a utilização 

de testes com bactérias do grupo coliforme como indicador específico de contaminação fecal 

e recomenda que a concentração de cloro residual livre, que indica a capacidade residual de 

desinfecção da água, seja 2,0 mg/L (Brasil, 2005). No entanto, o HAV possui resistência ao 

tratamento com cloro (WHO, 2000b) e persiste por mais tempo no ambiente do que as 

bactérias entéricas. Deste modo, os padrões bacteriológicos não são úteis para avaliar a 

qualidade virológica de qualquer tipo de água (Bosh, 1998).  

A transmissão da hepatite A também pode estar associada à prática homossexual (Katz 

et al., 1997; De Paula et al., 2012), porém altas taxas de soroprevalência da infecção pelo 

HAV são associadas com o contato oral-anal independente da orientação sexual (Cuthbert, 

2001). Em raras ocasiões, a infecção também pode ser transmitida através de transfusão de 

sangue ou hemoderivados provenientes de doadores infectados durante a viremia (De Paula et 

al., 2012).  

A transmissão pessoa-pessoa também é um importante modo de transmissão 

responsável por diversos surtos de hepatite A (Robertson et al., 2000, De Paula et al., 2002, 

Villar et al., 2002). Surtos de hepatite A no ambiente intradomiciliar também representam um 

problema de saúde pública, exigindo a investigação da etiologia e medidas de ação rápida 

para controlar a infecção. Os surtos de hepatite A também têm sido associados com alimentos 

crus, como moluscos bivalves contaminados, salada ou frutas, e alimentos cozidos que são 

muitas vezes contaminados pela água com fezes em sua área de cultivo ou durante a 

preparação através do contato com superfícies contaminadas por resíduos fecais ou 
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manipuladores de alimentos infectados (Yong e Son, 2009). Existe uma relevante transmissão 

do HAV no ambiente doméstico, o que apoia a necessidade da implementação da vacina 

contra hepatite A, não só em crianças, mas também em contatos domiciliares suscetíveis, 

como meio de evitar a propagação da doença e reduzir o impacto da mesma sobre os 

indivíduos suscetíveis em contato com pessoas infectadas (Lima, 2014). Devido a importância 

de surtos de hepatite A no ambiente intradomiciliar, a vacinação dos contactantes de casos 

índice foi parte da estratégia de controle de um surto ocorrido na Argentina durante os anos de 

2003-2004 (Vizzotti et al., 2015).  

 

1.5.Patogênese da infecção e aspectos clínicos da Hepatite A 

 

A hepatite A é uma doença infecciosa aguda, auto-limitada, e pode produzir efeitos 

que vão desde a ausência de sintomas a morte por hepatite fulminante. Os mecanismos 

responsáveis pela grande variedade na severidade da doença causada na infecção pelo HAV 

não são bem compreendidos. É geralmente aceito que os fatores de virulência associados a 

determinadas linhagens virais e diferentes fatores do hospedeiro, como idade, sexo e raça  irão 

determinar os desfechos clínicos da doença (Vaughan et al., 2013). 

A cinética bioquímica, imunológica e virológica durante a infecção pelo HAV foram 

determinados na infecção experimental de primatas não humanos e na infecção natural do ser 

humano (Figura 1.5). O HAV é principalmente hepatotrópico, ele replica no fígado, produz 

uma viremia, e é excretado na bile e eliminado nas fezes das pessoas infectadas. As fezes 

podem conter até 10
9
 virions infecciosos por grama e são a fonte primária de infecção. O pico 

da excreção fecal, e, portanto, da infecciosidade, ocorrem antes do aparecimento da icterícia, 

dos sintomas, ou da elevação das enzimas hepáticas e depois declina quando a icterícia 

aparece. Em comparação com adultos, crianças e bebês podem excretar o vírus por longos 

períodos, ou seja, até vários meses após o início da doença clínica (Nainan et al., 2006). A 

concentração do vírus no soro é de 2 a 3 log10 unidades menor que a concentração nas fezes 

(Cohen et al., 1989; Bower et al., 2000) e varia em média de 10
3
 a 10

5
 cópias/mL (Costa-

Mattioli et al., 2002b; Hussain et al., 2006). 
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Figura 1.5. Cinética imunológica, bioquímica e virológica durante a infecção causada pelo 
HAV (Fonte: De Paula 2012). 

 

 

A hepatite A pode ser dividida em quatro fases clínicas: (a) período de incubação, (b) 

fase pré-ictérica ou período prodrômico, (c) fase ictérica e (d) fase de convalescência. O 

período de incubação ou pré-clínico dura cerca de 10 a 50 dias, com média de 30 dias após o 

contato com o vírus. Neste período, a infecção permanece assintomática, mesmo quando a 

replicação do vírus e a trasmissibilidade são uma grande preocupação (Cuthbert, 2001; WHO, 

2000b).  

 

A fase prodrômica ou pré-ictérica dura em geral de 5 a 15 dias, podendo se prolongar 

por semanas e é caracterizada pelo aparecimento dos primeiros sintomas inespecíficos, tais 

como perda de apetite, fadiga, anorexia, náusea, vômitos, dor abdominal, febre, diarréia e 

colúria (WHO, 2000b). Essas manifestações não podem ser distinguidas daquelas que 

ocorrem em outras infecções virais, e se não houver desenvolvimento de ictéricia o 

diagnóstico será feito através da constatação dos níves elevados das enzimas séricas e dos 

testes sorológicos (Pereira e Gonçaves, 2003). 

 

Semana
s 
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A fase ictérica possui uma duração variada, podendo ser de 4 a 29 dias, esta fase é 

caracterizada pela deposição de bilirrubina na pele e mucosa, que assumem coloração 

amarelada e geralmente, também ocorre colúria e hipocolia nesta fase. Podem ocorrer 

hepatomegalia dolorosa em 85% dos casos e esplenomegalia em 15% dos casos. Também 

podem ocorrer manisfestações extra-hepáticas como hemólise, colecistite acalculosa e 

falência renal aguda (Cuthbert, 2001). Complicações neurológicas, tais como, Síndrome de 

Guillian Barré, meningite asséptica, meningoencefalite e manifestações hematológicas como 

anemia aplásica e hemolítica, também já foram relatadas (Pereira e Gonçaves, 2003; 

Fernández et al., 2006).  

 

 A viremia ocorre dentro de 1 a 2 semanas após a exposição ao HAV e persiste ao 

longo do período de elevação das enzimas do fígado. A liberação do vírus nas fezes dura de 3 

a 6 semanas durante o período de incubação, se estendendo para os primeiros dias da doença, 

seguido por aumento das enzimas hepáticas e aparecimento dos anticorpos (Nainan et al., 

2006).  

No período de convalescença os sintomas clínicos desaparecem gradativamente, sendo 

encontradas apenas algumas alterações enzimáticas (Silva, 2003). A resolução da doença é 

lenta, porém a recuperação do paciente é completa (WHO, 2000b). Não há nenhuma 

evidência de doença hepática crônica ou de infecção persistente. No entanto, 15 a 20% dos 

pacientes podem ter a doença prolongada ou reincidente com a duração de 6 meses, e  o HAV 

pode ser detectado no soro desses pacientes de 6 a 12 meses após a infecção. O quadro clínico 

do paciente está diretamente relacionado à idade. Em crianças menores de 6 anos apenas 10% 

apresentam icterícia, já crianças acima de 6 anos em média 45% apresentaram icterícia e, em 

adultos em média 75% podem apresentar icterícia (Ferreira e Silveira, 2004). Alguns adultos 

infectados não apresentam qualquer sintoma, enquanto outros podem experimentar doença 

leve gripal, hepatite fulminante, ou insuficiência hepática aguda grave (Poovorawan et al., 

2013). 

Em raras ocasiões, a infecção pelo HAV pode resultar em hepatite fulminante, isto é, 

insuficiência hepática aguda com encefalopatia e coagulopatia. Pacientes com doença 

hepática crônica têm um risco aumentado de desenvolver esse tipo de hepatite (Rezende et al., 

2003; Nainan et al., 2006). Além disso, outros fatores que pre-dispõem ao desenvolvimento 

da hepatite fulminate incluem a idade, doença hepática subjacente, co-infecção com outros 



 
 

14 
 

vírus hepatotrópicos e a ingestão de paracetamol. A mortalidade é rara e mais frequente em 

pacientes com mais de 50 anos. O número de casos de hepatite A fulminante em crianças 

parece estar aumentando e vários casos já foram relatados na Argentina (Conference Report, 

2010) e no Brasil (Santos et al., 2009). 

 

 
1.6.Resposta imunológica ao HAV 

 
O HAV induz tanto a resposta imune humoral como celular, sendo ambas essenciais 

no mecanismo de defesa e eliminação da infecção. A imunologia da hepatite A é importante 

por dois motivos: pelo desenvolvimento de testes diagnósticos que confirmam a infecção pelo 

HAV depende da produção de anticorpos neutralizantes gerados pela resposta humoral e pela 

manifestação da doença que, com o surgimento dos sinais clínicos está fortemente associada 

com a resposta imune celular (Cuthbert, 2001). 

 

Uma resposta imune humoral às proteínas estruturais do HAV ocorre antes do início 

dos sintomas. Os anticorpos da classe IgM (anti-HAV IgM) são os mais precoces, nas 

infecções naturais e/ou nas experimentais, aparecendo junto com as primeiras manifestações 

clínicas, entretanto podendo aparecer no fim da primeira semana da doença. Esses anticorpos 

persistem na maioria dos pacientes, por até 4 meses; poucos casos podem ter IgM persistente 

por até um ano. Geralmente as manifestações clínicas desaparecem antes do desaparecimento 

da IgM. Os anticorpos IgG (anti-HAV IgG)  aparecem após a primeira semana de doença e 

persistem provavelmente por toda a vida, ainda que em títulos mais baixos, gerando memória 

sorológica (Pereira e Gonçalves, 2003; Nainan et al., 2006).  Os anticorpos IgA (anti-HAV 

IgA) também aparecem precocemente e desaparecem em alguns meses, porém sua 

participação na resistência à infecção não é conhecida. Ao contrário de outros membros da 

família Picornaviridae, o HAV parece não provocar uma resposta imune intestinal eficaz 

(Stapleton et al., 1991).  

Os anticorpos neutralizantes reconhecem um número pequeno de epítopos nos 

fragmentos altamente conservados VP1 e VP3 e, possivelmente VP2, todos constituindo 

proteínas do capsídeo (Walker et al., 2015). Anticorpos contra proteínas não-estruturais do 

HAV também são produzidos, embora o seu papel na manutenção da imunidade seja 

provavelmente menos importante do que o de anticorpos para os antígenos da capsídeo, 
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devido à sua baixa concentração e falta de capacidade de neutralização. Os anticorpos para as 

proteínas não estruturais foram detectados em seres humanos e chimpanzés infectados 

experimentalmente, mas estão ausentes em indivíduos vacinados (Nainan et al., 2006).  

A resposta imune celular contra o HAV é guiada principalmente pelos linfócitos T 

CD8+ citotóxicos, que atacam e destroem as células infectadas. A ausência de casos de 

doença crônica em humanos indica que esse tipo de resposta é eficiente no reconhecimento e 

combate ao vírus. Apesar da sua importância na eliminação do vírus, a resposta imune 

mediada por célula é relatada como a causa do dano hepatocelular na doença aguda e 

consequentemente dos sintomas relacionados (Cuthberth, 2001; Vaughan et al., 2013). 

 

 
 

1.7.Epidemiologia 

 

As  hepatites virais têm distribuição universal e a magnitude dos diferentes tipos varia de 

acordo com cada região. A sua importância deve-se ao elevado número de indivíduos 

atingidos em  todo o mundo e pelo risco de complicações das formas agudas e crônicas 

(Brasil, 2008). 

 

O HAV é o mais frequente causador de hepatite aguda no mundo. A Organização 

Mundial de Saúde estima que 1,5 milhões de casos clínicos de HAV ocorram globalmente a 

cada ano. No entanto, evidências sorológicas sugerem que dezenas de milhões de novas 

infecções ocorrem anualmente (Vaughan et al., 2013). Quatro padrões principais de infecção 

pelo HAV podem ser descritos com base na prevalência de anticorpos anti-HAV totais por 

idade, que resultam em traços característicos da epidemiologia da hepatite A, incluindo taxas 

de doença e de transmissão predominante, estes variam de alta endemicidade para muito 

baixa, onde os níveis se correlacionam com o status da economia, saneamento ambiental, 

condições socioeconômicas e higiênicas de cada área geográfica (Vitral et al., 1998; Yong e 

Son, 2009) (Figura 1.6). 
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Figura 1.6. Distribuição geográfica dos padrões de endemicidade da hepatite A.(Fonte: adaptado de 

Jacobsen e Wiersma 2010). 

 

A incidência da hepatite A varia muito de país para país e está associada a fatores sócio-

econômicos que impactam na qualidade do saneamento e acesso à água potável. Em países 

onde as condições sanitárias são precárias, a maioria das crianças se infecta antes de 

completar um ano de idade e a infecção tende a ser assintomática. Nessas áreas, a população 

jovem e/ou adulta já está imune à doença. Nos países desenvolvidos, onde as condições 

higiênico-sanitárias são melhores e não há contato com o vírus durante a infância, os 

indivíduos adultos são susceptíveis e desenvolvem a infecção sintomática, o que pode levar à 

ocorrência de surtos de hepatite A, entre a população geral. Nos países em transição, como o 

Brasil, onde vem ocorrendo uma mudança no perfil epidemiológico da doença, devido a 

melhorias de saneamento e saúde pública, está ocorrendo uma queda na infecção pelo HAV 

durante a primeira infância e um deslocamento da infecção para faixas etárias mais elevadas, 

como adultos e adolescentes,  acarretando um aumento na morbidade e mortalidade da doença 

(Yong e Son, 2009; Brasil, 2012; Vaughan et al., 2013). 

Existem diversas características no Brasil em termos geográficos, climáticos, econômicos 

e de origem étnica da população e todas essas diferenças interferem na epidemiologia das 
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doenças (Clemens et al., 2000).Vários estudos de soroprevalência tem demonstrado uma 

queda de anticorpos anti-HAV na população brasileira. Um estudo realizado no Rio de 

Janeiro, envolvendo duas populações diferentes, demostrou que a soroprevalência de 

anticorpos anti-HAV em crianças menores de 5 anos, que era de 98,1% em 1978, diminuiu 

para 7,8%, em 1995. Um Inquérito de base populacional sobre a soroprevalência das 

infecções pelos vírus das hepatites A, B e C, realizado entre 2004 e 2009, envolvendo 

indivíduos de 5 a 69 anos residentes das 27 capitais brasileiras evidenciou que o país 

encontra-se em fase de transição quanto ao padrão epidemiológico da hepatite A, 

apresentando áreas de endemicidade intermediária (Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Distrito 

Federal) e áreas de baixa endemicidade (Sudeste e Sul) (Brasil, 2012). Um estudo publicado 

por Ximenes e colaboradores (2014) demonstrou que o risco de infecção pelo HAV foi maior 

para crianças e adolescentes até à idade dos 25 anos nas regiões de endemicidade 

intermediária, sendo a idade média de infecção de 13,8 anos nas áreas de endemicidade 

intermediária e 19,4 anos nas áreas de baixa endemicidade.  Esses resultados suportam a 

mudança de prevalência em direção a níveis de endemicidade intermediária e baixa no Brasil, 

com a consequente mudança do risco de infecção para faixas etárias mais elevadas (Figura 

1.7). 

 

A maior parte dos casos registrados no período de 1999 a 2011, foi nas Regiões Nordeste 

(31,2%) e Norte (23,3%) e segundo dados notificados no Sistema de Informação de Agravos 

de Notificação (Sinan) foram registrados 138.305 casos confirmados de hepatite A no Brasil 

(Brasil, 2012) (Figura 1.8). 
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Figura 1.7. Padrão epidemiológico da hepatite A no Brasil de acordo com seus níveis de 

endemicidade nas macro-regiões brasileiras (Adaptado de Ximenes et al., 2014).  
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Figura 1.8. Distribuição percentual de casos confirmados de hepatite A segundo região de residência. 

Brasil, 1999-2011 (Brasil, 2012). 

 

 

1.8. Profilaxia e prevenção 

 

Todas as decisões relativas à prevenção da hepatite A devem considerar a imunobiologia 

da doença e as principais vias de transmissão. As medidas de controle mais eficazes devem 

evitar a contaminação fecal das mãos, alimentos, água ou outras fontes por indivíduos 

infectados antes de sua doença clínica tornar-se evidente. Assim, a medida de controle mais 

crítica é a lavagem das mãos adequadamente após as evacuações e antes de preparar 

alimentos, e evitar práticas de trabalho que facilitam a contaminação das mãos ao cuidar de 

crianças menores de 2 anos. A importância destas medidas não pode ser subestimada, porque 

a higiene pessoal das crianças é muitas vezes difícil de controlar, devem ser impedidos os 

contatos próximos com seus companheiros suscetíveis durante as 2 primeiras semanas da 

doença ou, pelo menos, uma semana após o início da icterícia (Hollinger e Emerson, 2007). 

 

1.9.A vacina contra hepatite A 
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A hepatite A pode ser prevenida pela utilização da vacina específica contra o vírus. A 

primeira vacina contra hepatite A começou a ser comercializada em 1992. Desde então, várias 

vacinas de vírus inteiros inativados foram disponibilizadas. Vírus adaptados em cultura de 

células (atenuados) são produzidos por crescimento em fibroblastos humanos, purificados e 

inativados por formalina (Brasil, 2005; Brasil, 2012; Ott et al., 2012). Estão disponíveis no 

mercado duas vacinas eficazes contra a hepatite A compostas por vírus inativados por 

formalina que são a HAVRIX® (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgica) e a 

VAQTA® (Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, NJ, EUA) (Werzberger et al., 1992). 

Nos países de alta endemicidade, programas de vacinação em larga escala contra a 

hepatite A não são recomendados, visto que a infecção é assintomática em crianças menores 

de 5 anos de idade e gera imunidade de longa duração. Em países de endemicidade 

intermediária onde uma proporção relativamente grande da população adulta é suscetível ao 

HAV, e onde a hepatite A representa um ônus significativo em saúde pública, a OMS 

recomenda que a vacinação infantil em larga escala possa ser considerada como um 

complemento à educação em saúde e ao saneamento básico. Em regiões de baixa 

endemicidade, a vacinação é indicada para indivíduos com maior risco de infecção, como os 

viajantes para áreas de endemicidade alta ou intermediária. (Vaughan et al., 2013). 

O Programa Nacional de Imunizações (PNI) ampliou o Calendário Nacional de 

Vacinação em 2014, com a introdução da vacina inativada para hepatite A segundo a 

PORTARIA Nº 2, DE 18 DE JANEIRO DE 2013. O Ministério da Saúde introduziu o 

esquema vacinal com dose única no calendário nacional de vacinação para crianças a partir de 

12 meses até menores de 2 anos (1 ano, 11 meses e 29 dias), que começou a ser 

disponibilizada em janeiro de 2014 (Ministério da Saúde, 2013).  

 

A mesma estratégia de dose única também foi adotada na Argentina em junho de 

2005. Essa estratégia de dose única foi escolhida com base na elevada resposta imunológica 

que pode ser alcançada nos indivíduos vacinados em 4-6 semanas após a primeira dose; a 

proteção de longa duração induzida pela resposta de memória imunológica e, por último, a 

expectativa de que, esta estratégia interromperia a transmissão, não só em crianças, mas em 

outras faixas etárias, devido a proteção de rebanho que tem sido documentada em outros 

países, além da Argentina (Vizzotti et al., 2015). 
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As vacinas inativadas para hepatite A provaram estar entre as mais imunogênicas, 

seguras e bem toleradas. Todas são semelhantes em termos de proteção contra o vírus e seus 

efeitos colaterais. Aproximadamente 100% das pessoas desenvolvem níveis protetores de 

anticorpos contra o vírus no prazo de um mês após uma única dose da vacina  (Ministério da 

Saúde, 2013). A vacina é apresentada em cartuchos com 1 ou 10 frascos-ampolas contendo 

em cada frasco-ampola uma dose de 25 U/0,5 mL para uso em crianças (Figura 1.9). 

 

 

 
Figura 1.9. Forma farmacêutica, apresentação e composição da vacina contra hepatite A. Fonte: 

Ministério da Saúde, 2013. 

 
 

A análise de custo-efetividade de diferentes estratégias de vacinação nos Estados 

Unidos revelou que a triagem para IgG anti-HAV foi menos dispendiosa do que a vacinação, 

quando a prevalência de anti-HAV IgG excedeu 35% e o custo do teste sorológico foi menor 

que 25 dolares (~ R$100,00) (Saab et al., 2000). Até o momento, não há nenhum estudo sobre 

custo-efetividade da vacinação no Brasil. Recomenda-se a aplicação da vacina a grupos de 

risco, segundo os critérios do Programa Nacional de Imunizações do Ministério da Saúde 

(2005), incluindo pessoas com hepatopatias crônicas, suscetíveis à hepatite A; portadores de 

HBV; crianças menores de 13 anos com AIDS; indivíduos com imunodepressão terapêutica; 

candidatos a transplante de órgão sólido e profissionais de saúde. 

 

 

1.10.Diagnóstico laboratórial da hepatite A 

 

O diagnóstico bioquímico das hepatites virais é estabelecido por testes de função 

hepática, principalmente pelos níveis séricos de enzimas hepáticas intracelulares alanina-

aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase (AST) que são  marcadores de agressão 



 
 

22 
 

hepatocelular, e pela determinação dos níveis séricos de bilirrubina. Apesar de serem 

indicadores sensíveis do dano do parênquima hepático, o diagnóstico clínico e bioquímico 

não são específicos para diferenciar o tipo de hepatite. Os exames específicos para o 

diagnóstico do tipo de infecção são os sorológicos e os de biologia molecular (Cuthbert et al., 

2001; Brasil, 2005). 

 

O HAV pode ser mantido em vários tipos de células de origem humana e não-humana, 

incluindo células primárias e secundárias de rim de macaco verde Africano (Daemer et al., 

1981) e células de rim de macacos Rhesus (FRhK-4) (Flehmig, 1980). Diferentemente da 

maioria dos picornavírus, o HAV de origem humana requer um longo período de adaptação 

antes de crescer em cultura de células, e uma vez adaptado, produz uma infecção persistente e 

se tornam atenuados (Feinstone et al., 1983). O HAV replica em cultura celular sem sinais 

citopáticos de infecção, fato que determina a utilização de testes imunológicos ou moleculares 

para detectar o vírus em cultura (Siegl et al., 1984). 

A resposta imune humoral tem o papel importante no diagnóstico da infecção pelo 

HAV e na diferenciação da hepatite A a partir de outros tipos de hepatite viral. O diagnóstico 

sorológico para a hepatite A é feito através da presença de anticorpos imunoglobulina M 

(IgM), contra o HAV (anti-HAV IgM) que pode ser detectado no soro por um período de 10 a 

16 semanas, com pico entre a quarta e sexta semana, confirmando a infecção recente pelo 

vírus. Os anticorpos IgG anti-HAV (anti-HAV IgG) aparecem logo depois de IgM, persistem 

durante anos após a infecção e conferem imunidade por toda a vida (Nainan et al., 2006). 

 

Nos testes sorológicos, a presença de anticorpos da classe IgM é fundamental para 

realizar o diagnóstico da infecção aguda (Cuthbert, 2001), composta principalmente de 

anticorpos contra proteínas do capsídeo. Diversos métodos têm sido utilizados para detectar as 

classes de anticorpos vírus-específicos, incluindo radioimunoensaio (Purcell et al., 1976), 

ligação imunoquímica (Huang et al., 1979), ensaio imunoenzimático (EIA) (Delem, 1992), 

imunoblotting (Wang et al., 1996) e teste rápido (Lee et al., 2010). Os títulos de anticorpos 

anti-HAV IgM geralmente aumentam rapidamente entre 4 e 6 semanas após a infecção e 

então declinam a níveis indetectáveis dentro de 4 meses, podendo chegar a 6 meses em 5% 

dos casos. Raramente, persiste por mais de 12 meses. (Stapleton, 1995). O ELISA IgM anti-

HAV é disponível comercialmente (Poddar et al., 2002).  
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Infecções prévias pelo HAV já resolvidas ou mesmo contato do hospedeiro com o 

vírus são diagnosticadas pela presença de IgG anti-HAV no soro. No entanto,  testes 

comerciais competitivos detectam anticorpos totais (anticorpos IgG e IgM) circulantes. A 

associação da presença de anticorpos anti-HAV totais e a ausência de anticorpos IgM anti-

HAV pode ser usada para diferenciar uma infecção passada de uma infecção recente (Nainan 

et al., 2006). A detecção de anticorpos IgG anti-HAV também é bastante utilizada em estudos 

de prevalência da infecção pelo HAV na população (De Paula, 2012). 

 

O diagnóstico através da amplificação do material genético por nested-PCR é 

atualmente o método mais sensível e amplamente usado para detecção do RNA do HAV em 

diferentes tipos de amostras (soro, plasma, suspensão fecal e amostras ambientais), e tem um 

papel importante no diagnóstico precoce da infecção, visto que o RNA viral está presente no 

sangue antes do início das elevações das enzimas hepáticas e do aparecimento dos anticorpos 

para o HAV. A detecção do HAV RNA também pode ser útil para elucidar casos de hepatite 

aguda de etiologia desconhecida (Amado et al., 2008; De Paula, 2012). Embora a carga viral 

do HAV seja mais elevada em amostras de fezes, a detecção, quantificação e genotipagem do 

RNA viral são realizadas principalmente em amostras de soro, devido à presença de 

inibidores nas fezes que podem interferir na detecção do material genético do vírus, tais como 

os sais biliares, produtos de degradação da hemoglobina e polissacarídeos complexos que 

podem interferir com o sistema enzimático utilizado para amplificação (De Paula, 2012). 

 

O diagnóstico molecular pode basear-se na amplificação da região 5' não codificante 

(5'NC), e nas regiões VP1, VP3 ou VP1/2A. A região 5'NC é a região mais conservada do 

vírus e é utilizada para detecção do genoma do HAV, enquanto que as regiões da VP1, VP3 e 

VP1/2A são usadas para detecção do RNA viral e para o estudo da variabilidade genética. 

Para confirmar o diagnóstico, é recomendado a amplificação de mais de uma região do 

genoma (Costa-Mattioli  et al., 2002a; De Paula  et al., 2002; De Paula, 2012). 

 

Mais recentemente, a PCR em tempo real vem sendo utilizada para detecção e 

quantificação do HAV em amostras biológicas e ambientais. Este método melhora a precisão 

e sensibilidade da PCR tradicional, por adição de uma sonda marcada com fluorescência de 

modo que o gene alvo possa ser detectado e quantificado sem verificação subsequente. Entre 
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as várias estratégias de PCR quantitativos disponíveis, aqueles com base na monitorização em 

tempo real da reação de amplificação são os mais precisos (Villar et al., 2007). As reações de 

amplificação por PCR em tempo real para o HAV são baseadas na amplificação de um 

fragmento altamente conservado da região 5' NC do genoma e podem ser utilizadas para 

quantificar o RNA viral no soro, saliva, fezes, águas ambientais e cultura de células (De Paula 

et al., 2007).  

A PCR em tempo real permite o estudo da carga viral e o conhecimento dos 

acontecimentos durante a infecção, especialmente sobre a duração da viremia e a detecção de 

HAV em fluido oral, amostras de fezes e soro por um período muito mais longo do que o 

inicialmente descrito para outras metodologias. A detecção do intermediário replicativo 

(cadeia negativa) do HAV por PCR em tempo real é útil para monitorizar a  replicação viral in 

vitro e in vivo (Costa-Mattioli et al., 2002b; De Paula, 2012). 

A técnica de sequenciamento de ácidos nucleicos pode ser realizada para confirmar a 

especificidade da PCR, para identificar e genotipar o vírus. O sequenciamento de ácidos 

nucléicos de regiões selecionadas do genoma do HAV, como a região VP1/2A e a região VP1  

completa, também tem sido utilizado para determinar relações genética entre os isolados (De 

Paula et al., 2004a; Nainan et al., 2006; Toyoda et al., 2009). 

 

 

1.10.1.Imunocromatografia  

 

Os testes imunocromatográficos ou testes rápidos, também chamados de ensaios de 

fluxo lateral ou ensaios de fita, são utilizados para análises qualitativas e semi-qualitativas na 

detecção de diferentes patógenos e substâncias como hormônios e pesticidas (Van et al., 

1993; Chiao et al., 2004). 

Geralmente, os testes rápidos apresentam metodologia simples, utilizando antígenos 

virais fixados em um suporte sólido (membranas de celulose ou nylon, látex, micropartículas 

ou cartelas plásticas) e são acondicionados em embalagens individualizadas, permitindo a 

testagem individual das amostras. Podem haver variações de formato dos testes 

imunocromatográficos, podendo ser de fluxo vertical (Figura 1.10), fluxo lateral (Figura 

1.11), entre outros (Posthuma-Trumpie et al., 2009). 
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Figura 1.10. Esquema de imunocromatografia de fluxo vertical (Adaptado de Posthuma-Trumpie et 

al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.11. Esquema de imunocromatografia de fluxo lateral em formato de sanduíche (Adaptado de 

Posthuma-Trumpie et al., 2009). 

 

 

No presente trabalho foi utilizado um ensaio imunocromatográfico de fluxo lateral que 

consiste em uma membrana de nitrocelulose ou de nylon na qual estão imobilizados antígenos 

contra o HAV, uma membrana absorvente, que está sob a membrana de nitrocelulose e um 

conjugado que geralmente é composto de ouro coloidal ligado a anticorpos anti-HAV 
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(imunoglobulinas) (Figura 1.12). Quando a amostra e a solução tampão são colocados no 

local indicado na membrana, os anticorpos da amostra fluem lateralmente pela membrana, 

onde se inicia a ligação com o conjugado, e prosseguem em direção à área de teste (T). Na 

área T, o complexo anticorpo-conjugado se liga aos antígenos do vírus, formando uma linha 

(ou banda) colorida (Chan, 2003). 

 

 
Figura 1.12. Esquematização do corte lateral do ensaio imunocromatográfico de fluxo lateral (Chan, 

2003). 
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II.RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 

Mundialmente, a infecção pelo HAV é a forma mais comum de hepatite aguda (Martin e 

Lemon, 2006). A falência hepática fulminante é uma complicação causada por este vírus, e 

embora rara ocorrendo com frequência, de 0,5% a 1% dos casos, apresenta uma taxa de 

mortalidade de até 80% dos casos não transplantados (O'grady et al., 1993). No entanto, esta 

taxa vem aumentando devido a mudanças no perfil epidemiológico, principalmente em países 

em desenvolvimento, nos quais a doença vem se deslocando para idades mais avançadas 

aumentando o risco de morbidade e mortalidade (Weitz e Siegl, 1985; Tanaka, 2000).  

No Brasil, a doença era altamente endêmica, porém, atualmente, devido às melhorias 

nas condições de saneamento básico e de programas de higiene e saúde, houve um aumento 

no número de indivíduos suscetíveis e, consequentemente, na ocorrência de surtos em uma 

faixa de idade que é preocupante, pois a doença tende a ser mais grave em idades mais 

elevadas. Sendo a vacina contra hepatite A introduzida no Brasil e disponibilizada apenas 

para crianças com menos de 2 anos, os adultos jovens continuariam suscetíveis à infecção, o 

que aumenta potencialmente o risco de surtos.  

 

O diagnóstico rápido dos indivíduos infectados pode evitar a transmissão pessoa-

pessoa e auxiliar nas medidas de prevenção e controle. Até o momento, apenas um ensaio 

imunocromatográfico (teste rápido) está disponível para detecção de anticorpos anti-HAV no 

Brasil. A avaliação deste teste rápido para o diagnóstico da hepatite A, bem como a análise do 

seu desempenho para a detecção dos anticorpos anti-HAV IgM e IgG tem grande importância 

na liberação rápida de resultados especialmente em surtos, detecção de pessoas que tiveram 

contato com pacientes infectados, além de estudos de prevalência em áreas remotas, em 

estudos de campo, em laboratórios pequenos e populações de risco. A simplicidade e rapidez 

de  execução do teste possibilita ao usuário o imediato conhecimento de sua  reatividade 

sorológica para o HAV, além disso os testes rápidos não necessitam de equipamento 

específico para sua realização e podem ser usados em locais remotos, onde a infra-estrutura 

para implantação de um laboratório não é possível,  proporcionando o aumento do acesso a 

populações específicas que, de outra  forma, teriam dificuldade ou mesmo, impossibilidade de 

realizar testes para o diagnóstico da infecção pelo HAV.  
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A detecção da infecção através de testes com alta sensibilidade e especificidade pode 

significar um diagnóstico mais precoce e preciso, melhorando o prognóstico da enfermidade. 

Deve-se citar também que um diagnóstico mais preciso pode tornar estudos epidemiológicos 

mais confiáveis e servirem de base para a confecção de programas de controle e erradicação 

de patologias mais eficazes. 

 
Com base na mudança do perfil epidemiológico da hepatite A e na distribuição 

mundial da doença, novos ensaios rápidos e práticos devem ser desenvolvidos para facilitar o 

diagnóstico dessa patologia, evitando assim sua transmissão. Entretanto, essas novas 

tecnologias devem manter a qualidade (sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, 

valores preditivos). Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar o desempenho de um teste 

imunocromatogáfico para diagnóstico da hepatite A e estudos de prevalência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

29 
 

III.OBJETIVOS 

 

3.1.Objetivo geral:  

Avaliar o desempenho de um ensaio imunocromatográfico (teste rápido) para o 

diagnóstico e estudo de prevalência da hepatite A em diferentes populações. 

 

3.2.Objetivos específicos: 

 

Confeccionar um painel de referência composto por amostras positivas e negativas 

para hepatite A caracterizadas frente a testes de diagnóstico disponíveis 

comercialmente (ELISA); 

 

Avaliar parâmetros como reprodutibilidade, repetitividade, sensibilidade, 

especificidade, valores preditivo positivo e negativo de teste rápido para detecção 

de anti-HAV IgM e anti-HAV IgG em amostras de soro;  

 

Avaliar o desempenho do teste  rápido em amostras de soro provenientes de 

indivíduos doadores de sangue, surtos, casos esporádicos e indivíduos vacinados.  
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IV.METODOLOGIA 

 

4.1.Aspectos éticos da pesquisa 

 

 O presente trabalho foi submetido à apreciação do comitê de ética em pesquisa com 

seres humanos da Fiocruz (Plataforma Brasil) e aprovado, CAEE 06109812.4.0000.5248. 

Todos os indivíduos participantes do estudo assinaram um termo de consentimento livre e 

esclarecido para formalizar a participação como voluntários consensuais no projeto. 

 

4.2.População de estudo 

 

Após a avaliação do desempenho do teste, 4 grupos com total de 329 amostras foram 

testadas para avaliar se o teste rápido pode substituir o ensaio imunoenzimático no 

diagnóstico da hepatite A. Todas as amostras foram testadas utilizando o teste rápido em 

comparação com os testes imunoenzimáticos de dois fabricantes diferentes (ETI-AB-HAVK 

PLUS (Diasorin, Itália) e Biokit (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha).   

O grupo I (n=96) foi composto por amostras proveniente de doadores de sangue. O 

grupo II (n= 46) foi composto de amostras de pacientes vacinados para hepatite A apenas com 

uma única dose da vacina. O grupo III (n=103) foi composto por amostras provenientes de 

surtos de hepatite A que ocorreram no Rio de Janeiro. O grupo IV (n=97) foi composto de 

amostras de casos esporádicos de pacientes acompanhados rotineiramente no Laboratório de 

Referência Nacional de Hepatites Virais/ IOC-Fiocruz.  

 

4.3.Critérios de inclusão e exclusão 

 

 

Foram avaliadas somente as amostras que apresentaram dados referentes às variáveis 

sexo (Feminino/Masculino) e idade, que foram adquiridos após o consentimento dos 

indivíduos participantes do estudo por meio de questionários realizados durante a coleta das 

amostras. As amostras de pacientes co-infectados com hepatite B, C ou E foram excluídas do 

estudo.  



 
 

31 
 

4.4.Coleta das Amostras 

Foram coletadas por punção venosa 5mL de sangue periférico de cada indivíduo em 

tubos tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) para a 

obtenção das amostras de soro. Após centrifugação a 3.500rpm por 5 minutos, o plasma foi 

separado e congelado a -20º C.  

 

4.5.Marcadores sorológicos e dados clínicos  

 

 Todas as amostras foram testadas para os marcadores anti-HAV IgM (DiaSorin, 

EUA), HBsAg (Biomerieux, França), anti-HBc IgM (BioKit, Spain), anti-HBc (BioKit, 

Spain), anti-HCV (DiaSorin, Italian) e anti-HEV (BioKit, Spain), como triagem para exclusão 

e inclusão de amostras no estudo. Os casos de co-infecção com outros agentes de etiologia 

viral foram descartados do estudo.  

 

4.6.Confecção do painel de referência com amostras com sorologia confirmada para 

Hepatite A 

 

Para a confecção do painel de referência do teste rápido foram utilizadas 20 amostras 

com sorologia positiva para hepatite A (anti-HAV IgM e IgG reagentes), todas as amostras 

foram testadas por testes imunoenzimáticos (ELISA), sendo as amostras IgG reagentes 

testadas em 2 diferentes testes imunoenzimáticos (DiaSorin, EUA e BioKit, Spain), e apenas 

as amostras concordantes em ambos os testes foram incluídas nos resultados. Os testes 

rápidos foram realizados de acordo com as instruções descritas acima. 

 

4.7. Ensaios Imunoenzimáticos (EIE) 

 

4.7.1. Deteccão de anti-HAV total por ensaio imunoenzimático (ELISA)  

As amostras de soro de todos os grupos foram submetidas à testes imunoenzimáticos 

comerciais para anticorpos anti-HAV totais, utilizando os kits comerciais ETI-AB-HAVK 
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PLUS (Diasorin, Itália) e Biokit (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha). Estes foram realizados de 

acordo com as instruções do fabricante. 

4.7.1.1. Detecção de anti-HAV total por ensaio imunoenzimático ELISA ETI-AB-HAVK 

PLUS (Diasorin, Itália) 

 

 

 Princípio do teste: 

Este é um teste competitivo para a determinação de anticorpos contra o vírus da hepatite 

A, baseado na competição entre o anti-HAV presente na amostra e anticorpos monoclonais 

anti-HAV de camundongo conjugados com peroxidase sensibilizados em uma placa de 

poliestireno de 96 poços (Figura 4.1). 

 Procedimento do teste: 

 
Inicialmente, foram aplicados à placa 50 μL do tampão de incubação (contendo IgG 

murina não-específica) disponibilizado pelo conjunto de reagentes. Esta solução foi aplicada 

em todos os poços da placa com exceção do poço destinado ao branco. Posteriormente, foram 

adicionados 50 μL do calibrador (IgG anti-HAV humana + soro fetal bovino) em triplicata e 

50 μL do controle positivo e negativo do teste. As amostras a serem testadas foram 

adicionadas em seus respectivos poços em volume de 50 μL. Em seguida, 50 μL da solução 

de neutralização (HAV humano inativado + soro/plasma humano não reativo para anti-HAV 

+ albumina sérica bovina-BSA) disponibilizado pelo conjunto de reagentes foram adicionados 

em cada orifício da placa com exceção do poço correspondente ao branco. A reação foi 

incubada por duas horas a 37ºC. Após a incubação, a placa foi lavada cinco vezes com 300 μL 

do tampão de lavagem (tampão PBS + Tween®20) diluído em 1:25 em água destilada. Foram 

adicionados a todos os poços da placa (com exceção do branco) 100 μL do conjugado 

enzimático (anticorpos monoclonais anti-HAV de camundongo conjugado com horseradish-

peroxidase (HRP) + BSA) diluído em 1:50 no diluente do conjugado (soro/plasma humano 

não reativo para anticorpos anti-HAV + soro fetal bovino) disponibilizado pelo teste. A placa 

foi incubada por uma hora a 37ºC. Após a incubação, a reação foi novamente lavada por cinco 

vezes com 300 μL do tampão de lavagem. Em cada orifício foram dispensados 100 μL do 

cromógeno/substrato (tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio) em todos os 

poços da placa e, em seguida, a reação foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente 
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(25°C). Para que a reação da enzima sobre o substrato fosse interrompida, 100 μL da solução 

de parada (solução de ácido sulfúrico a 0,4 N) foram aplicadas a cada poço da placa. Em 

seguida, foi realizada a mensuração da absorbância da solução contida em cada poço em 

espectrofotômetro, em comprimento de onda de 450 nm. Após o cálculo da média do 

calibrador e do ponto de corte, a presença ou ausência de anti-HAV total foi determinada em 

cada amostra por comparação dos valores de absorbância da amostra com o valor de ponto de 

corte. O valor do ponto de corte foi calculado de acordo com a fórmula: ponto de corte = 

Calx, sendo Calx a média dos calibradores. As amostras desconhecidas com os valores de 

absorção abaixo do ponto de corte foram consideradas reativas para os anticorpos anti-HAV. 

As amostras desconhecidas com os valores de absorção acima do ponto de corte foram 

consideradas não reativas. 

 

 

 

Figura 4.1. Esquema do princípio do conjunto de reagentes ETI-AB-HAVK PLUS (DiaSorin, Itália) 

para anti-HAV total. 

 

 

4.7.1.2. Detecção de anti-HAV total por ensaio imunoenzimático ELISA Biokit (Biokit, S.A. 

Barcelona, Espanha) 

 

 Princípio do teste: 

Este é um teste competitivo para a determinação de anticorpos contra o vírus da hepatite 

A, o ensaio é baseado na competição entre os anticorpos anti-HAV presentes na amostra e 

anticorpos monoclonais anti-HAV conjugados com peroxidase, quando são incubados 
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simultaneamente na microplaca recoberta com HAV. Após a incubação, lava-se para eliminar 

o material não fixado e em seguida adiciona-se uma solução de substrato enzimático e 

cromógeno. Esta solução desenvolverá uma cor azul quando a amostra for negativa. A cor 

azul passará a amarelo depois do bloqueio da reação com ácido sulfúrico. A presença de anti-

HAV na amostra reduz o desenvolvimento de cor de forma proporcional a sua concentração. 

 Procedimento do teste: 

 

Primeiramente, foram reservados 6 poços para o branco e controles negativos e positivos, 

após foi transferido 10 μl de cada amostra e de cada controle aos poços correspondentes. 

Foram adicionados 100 μl de conjugado (anti-HAV monoclonal de camundongo conjugado 

com peroxidase) a todos os poços da placa, com exceção do branco. Todos os componentes 

foram incubados por uma hora a 37°C. Após a incubação, todos os poços foram lavados seis 

vezes com 350 μL do tampão de lavagem (Tampão de fosfato concentrado 10X + Tween®20) 

por poço diluído 1:10 em água destilada. Foram adicionados 100 μL do cromógeno/substrato 

(TMB + peróxido de hidrogênio) em todos os poços incluindo o branco e, em seguida, a 

reação foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C). Foram distribuídos em 

todos os poços da placa 100 μL da solução de bloqueio (solução de ácido sulfúrico a 1 N) e 

em seguida, realizou-se a mensuração da absorbância da solução contida em cada poço em 

espectrofotômetro em comprimento de 450 nm. Após o cálculo da média do calibrador e do 

ponto de corte, a presença ou ausência de anticorpos anti-HAV totais da amostra foi 

determinada por comparação dos valores de absorbância da amostra com o valor do ponto de 

corte de cada teste. O valor do ponto de corte foi calculado de acordo com a fórmula: ponto de 

corte = (CNx + CPx)/2, onde CNx é a média dos controles negativos e CPx a média dos 

controles positivos. Após dividir a absorbância da amostra pelo valor do ponto de corte, os 

resultados são interpretados como, amostras positivas: relação absorbância/ponto de corte ≤ 

1,0 e negativas: relação absorbância/ponto de corte > 1,1.  

 

4.7.2.Detecção de anti-HAV IgM por ensaio imunoenzimático (EIE) 

 

As amostras de soro foram submetidas à testes imunoenzimáticos comerciais (ELISA) da 

marca Biokit (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha) para pesquisa de anticorpos anti-HAV IgM.  
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 Princípio do teste: 

 Este é um teste qualitativo de captura para detecção de anticorpos IgM específicos 

para o vírus da hepatite A no soro, portanto é indicado para a detecção de infecção aguda ou 

recente. O ensaio utilizado foi o imunoenzimático de captura de anticorpos, que utiliza uma 

placa de poliestireno de 96 poços previamente sensibilizada com anticorpos monoclonais de 

coelho anti-IgM humana.  

 

 Procedimento do teste: 

 

Primeiramente, todas as amostras foram diluídas 1:200 de acordo com as instruções do 

fabricante. Após, foram reservados 6 poços para aplicação do branco e dos controles e nos 

poços restantes foram aplicados 100 µL do diluente da amostra e em seguida 5 µL de cada 

amostra pré-diluída como descrito anteriormente. Foram distribuídos à placa 100 μL do 

controle positivo em 2 poços e 100 μL do controle negativo em 3 poços, ambos fornecido 

pelo fabricante. Todos os componentes foram incubados por duas horas a 37°C. Após a 

incubação, cada poço foi lavado cinco vezes com 350 μL do tampão de lavagem (Tampão de 

fosfato concentrado 10X + Tween®20) diluído em 1:10 em água destilada. Foram 

adicionados a todos os poços da placa (com exceção do branco) 100 μL do conjugado 

enzimático (anticorpos humanos anti-HAV + peroxidase). Em seguida, foram adicionados 50 

µL do vírus da hepatite A em cada poço, exceto no branco. A reação foi incubada por uma 

hora a 37ºC. Após a incubação, a placa foi novamente lavada por cinco vezes com 300 μL do 

tampão de lavagem. Por orifício foram adicionados 100 μL do cromógeno/substrato (TMB + 

peróxido de hidrogênio) em todos os poços incluindo o branco e, em seguida, a reação foi 

incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (25 ºC). Foram distribuídos em cada poço da 

placa 100 μL da solução de bloqueio (solução de ácido sulfúrico a 1 N) e em seguida, foi feita 

a mensuração da absorbância da solução contida em cada poço em espectrofotômetro em 

comprimento de onda de 450 nm. Após o cálculo da média do calibrador e do ponto de corte, 

a presença ou ausência de anti-HAV IgM da amostra foi determinada por comparação dos 

valores de absorbância da amostra com o valor do ponto de corte de cada teste. O valor do 

ponto de corte foi calculado de acordo com a fórmula: ponto de corte = CNx + (CPx/4), onde 

CNx é a média dos controles negativos e CPx a média dos controles positivos. Após dividir a 

absorbância da amostra pelo valor do ponto de corte, os resultados são interpretados como, 
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amostras positivas: relação absorbância/ponto de corte ≥ 1,0 e negativas: relação 

absorbância/ponto de corte < 0,9. 

 

 

4.8.Ensaio imunocromatográfico (teste rápido) 

 

No presente trabalho foi utilizado o Teste Rápido  SD BIOLINE HAV IgG/IgM 

(Standard Diagnostics, Corea) sob registro da ANVISA 803130400.84, com sensibilidade e 

especificidade de 97,6% e 98,8%, respectivamente, para detecção de IgM anti-HAV, segundo 

informações do fabricante. Este é um ensaio imunocromatográfico de fase sólida para a 

detecção rápida, qualitativa e diferencial de anticorpos IgG e IgM para o vírus da hepatite A 

no soro ou plasma humano. 

 

O ensaio utiliza antígenos virais fixados em um suporte sólido que se ligam aos 

anticorpos específicos encontrados no soro. Cada dispositivo de teste possui como 

componentes, ouro conjugado (como componente principal): anticorpos monoclonais anti-

HAV de camundongo conjugado com ouro coloidal (1±0.2µg), na linha Test "G" (como 

componente principal): anticorpos monoclonais IgG anti-humano de camundongo (4±0.8µg), 

na linha de teste "M" (como componente principal): anticorpos monoclonais IgM anti-

humano de camundongo (4±0.8 µg), e na Linha Controle (como componente principal): 

anticorpos anti-IgG de camundongo produzidos em cabras (8±1.6 µg), O tampão de ensaio 

inclui 100 mM de tampão de fosfato, Tween 20 (0,1%) e azida de sódio (0,01%). 

 

 O dispositivo de teste SD Bioline HAV IgG/IgM possui 3 linhas pré-revestidas, "G" 

(HAV linha de teste de IgG), "M" (HAV linha de teste de IgM) e "C" (linha controle) sobre a 

superfície da membrana. Todas as três linhas na janela de resultados não são visíveis antes da 

aplicação da amostra. A "Linha Controle" é usado para controle de procedimento. A linha de 

controle deve sempre aparecer se o procedimento do teste for realizado adequadamente e para 

garantir que os reagentes estão funcionando. Linhas roxas "G" e "M" são visíveis na janela de 

resultados, se houver anticorpos IgG e/ou IgM suficientes para vírus da hepatite A na amostra. 

Se os anticorpos de IgG e/ou IgM para o vírus da hepatite A não estiverem presente na 

amostra, não ocorre a presença de cor em "G" e/ou "M". 



 
 

37 
 

Para a realização do método, 5µL de cada amostra de soro foi aplicada ao poço de 

reação, seguindo-se a adição de 4 gotas do tampão de corrida que permite o fluxo lateral dos 

componentes liberados, propiciando a ligação dos anticorpos aos antígenos. Quando 

presentes, os anticorpos se unem às proteínas específicas conjugadas ao ouro coloidal e o 

complexo migra através da membrana, sendo capturado pelos antígenos fixados na área do 

teste, produzindo uma linha roxo/rosa. A amostra migra através da membrana por 

capilaridade produzindo uma segunda linha roxo/rosa na área de controle. Esta linha, que 

aparece tanto nas amostras negativas quanto nas positivas é o controle interno, confirmando o 

desempenho adequado do teste. As reações foram desenvolvidas à temperatura ambiente 

(25°C) e os resultados foram lidos após três tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos após a 

adição do tampão.  

 

Um resultado não reagente é indicado por uma linha roxa/rosa na área Controle (C) e 

nenhuma linha nas áreas “M” ou “G” (Figura 4.2). 

 

 

Figura 4.2. Resultado não reagente.  

 

A detecção de duas linhas roxa/rosa, uma na área Controle (C) e outra área Teste "M" 

(HAV linha de teste de IgM) indica um resultado reagente para hepatite A aguda (Figura 

4.3). 
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Figura 4.3. Resultado reagente para  hepatite A aguda. 

 

A detecção de duas linhas roxa/rosa, uma na área Controle (C) e outra área Teste "G" 

(HAV linha de teste de IgG) indica um resultado reagente para infecção passada por hepatite 

A. (Figura 4.4). 

 

 

Figura 4.4. Resultado reagente para infecção passada por hepatite A. 

 

A detecção de três linhas roxa/rosa, uma na área Controle (C), uma na área Teste "M" 

(HAV IgM linha de teste) e outra área Teste "G" (HAV IgG linha de teste) indica uma 

infecção aguda e infecção passada por hepatite A (Figura 4.5). 
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Figura 4.5. Resultado reagente para infecção aguda e infecção passada por hepatite A. 

 

Em todos os testes a intensidade da linha na área Teste (T) varia de claro a muito 

escura conforme a concentração de anticorpos específicos. Segundo as especificações do 

fabricante a linha na área Teste (T) pode ter aparência diferente da linha na área Controle (C), 

isto não invalida o teste. 

 

4.9. Detecção do RNA viral 

 

As amostras dos grupos III e IV foram submetidas a testes moleculares para a detecção 

do HAV RNA.  Foram amplificadas a região VP1/2A do vírus. Para tal, foi necessária a 

extração do material genético do vírus, a transcrição reversa do RNA para DNA e a 

amplificação do material genético.  

 

4.9.1.Extração do RNA viral em amostras de soro (Kit Qiamp viral RNA mini, Qiagen) 

 

O processo de extração do RNA viral foi realizado utilizando um conjunto de 

reagentes comercial da QIAMP RNA viral Mini Kit (Qiagen, Courbaoeuf, França). Para a 

extração do RNA viral, 140 L de cada amostra foram adicionados em tubos de 1,5 mL 

devidamente identificados. Posteriormente, adicionou-se 500 L de tampão de lise com o  

Carrier RNA. As amostras foram, então, homogeneizadas e mantidas por 10 minutos a 

temperatura ambiente (25°C). Em seguida, as amostras foram brevemente centrifugadas e 

foram adicionados 560 L de etanol a 96% aos tubos. Foi transferido, após homogeneização e 
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centrifugação, 630 L desta solução para a coluna do kit e submetida à centrifugação a 

8.000rpm por 1 minuto a 4ºC. Após a centrifugação, os tubos coletores da coluna foram 

descartados e novos tubos foram recolocados. O restante da solução inicial foi adicionado a 

coluna e os tubos foram, novamente, centrifugados a 8.000rpmXg por 1 minuto a 4ºC. Em 

seguida, foram aplicados 500 L solução de lavagem AW1 a cada coluna e posteriormente 

foram centrifugadas a 8.000rpmXg por 1 minuto. O mesmo passo foi feito com o tampão de 

lavagem AW2 e as amostras foram centrifugadas a 14.000rpmXg por 3 minutos. As colunas 

foram transferidas para um novo tubo de eluição e foram adicionados 60 L de tampão AVE 

para eluir o RNA. As colunas foram, então, submetidas a centrifugação a 8.000rpmXg por 1 

minuto. A coluna foi removida e descartada. O RNA foi armazenado a -20°C.  

 

4.9.2.Síntese do DNA complementar (cDNA) 

 

Após a extração do RNA viral foi preparada a reação para a síntese do DNA 

complementar (cDNA). Para cada amostra (RNA viral) foi identificado um tubo de 0,5 mL, 

no qual seria conduzida a reação de transcrição reversa. Para a confecção da mistura da reação 

foram acrescentados a cada tubo: 1,0 μL de dNTP a 1,25 mM (desoxirribonucleotídeos 

trifosfatos) (Invitrogen, CA, EUA); 4,0 μL do tampão de reação da enzima 5x SUPER 

SCRIPT III (Invitrogen, CA, EUA); 2,0 μL de oligonucleotídeos randômicos (random 

primers) a 20 pmol/μL (Invitrogen, CA, EUA); 0,5 μL de RNAsin (inibidor de RNA) a 20 

U/μL (Invitrogen, CA, EUA); 1,5 μL de água livre de proteases DNA/RNA e 1 μL da enzima 

SUPER SCRIPT III a 200 U/μL (Invitrogen, Escócia). Após o preparo desta mistura, 10 μL 

de RNA viral foram adicionados a seus respectivos tubos de reação. A reação foi incubada no 

a 50ºC por 1 hora e, em seguida, a 70ºC durante 20 minutos para inativação da enzima. No 

fim da reação o material foi armazenado a –20ºC. 

 

 

4.9.3.PCR qualitativo (Reação em cadeia da polimerase) 

 

4.9.3.1.Amplificação da região VP1/2A do RNA do HAV 

 

O fragmento da VP1/2A do HAV foi amplificado a partir de duas reações de PCR 

como descrito por De Paula e colaboradores (2002). A primeira reação foi realizada utilizando 
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o oligonucleotídeo sense “F6” e o anti-sense “F7” e na segunda reação (nested-PCR) foram 

utilizados os oligonucleotideos sense “F8” e anti-sense “F9” (Tabela 4.1). 

 

Para a primeira reação, foi identificado um tubo de 0,5 mL para cada amostra de 

cDNA. Em cada tubo foram adicionados: 4,0 μL de dNTP a 1,25 mM (Invitrogen, CA, EUA); 

5 μL do tampão de reação 5x Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega, WI, EUA); 1,5 μL de 

MgCl2 a 25 mM (Promega, WI, EUA); 1,0 μL do oligonucleotideo sense “F6” a 10 pmol/μL 

(Invitrogen, CA, EUA); 1,0 μL do oligonucleotideo anti-sense “F7” a 10 pmol/μL (Invitrogen, 

CA, EUA); 7 μL de água livre de proteases DNA/RNA e 0,5 μL da enzima GoTaq® Hot Start 

Polymerase a 5 U/μL (Promega, WI, EUA). Após a confecção da mistura da reação foram 

adicionados a cada tubo 5 μL do cDNA correspondente. A reação foi submetida à 

desnaturação inicial do cDNA a 94ºC por 4 minutos e 30 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 

segundos a 40 ºC para que ocorresse a hibridização dos oligonucleotideos, 1 minuto a 72ºC 

para extensão, seguido de um ciclo de 7 minutos a 72ºC para a extensão final. 

 

Na segunda reação de PCR (nested-PCR) foi utilizado um novo tubo de 0,5 mL para 

cada amostra. Foram adicionados em cada tubo de reação: 4μL de dNTP a 1,25 mM 

(Invitrogen, CA, EUA); 5 μL do tampão de reação 5x Colorless GoTaq® Flexi Buffer 

(Promega, WI, EUA); 1,5 μL de MgCl2 a 25 mM (Promega, WI, EUA); 1,0 μL do 

oligonucleotideo sense “F8” a 10 pmol/μL (Invitrogen, CA, EUA); 1,0 μL do 

oligonucleotideo anti-sense “F9” a 10 pmol/μL (Invitrogen, CA, EUA); 11 μL de água livre 

de proteases DNA/RNA e 0,5 μL da enzima GoTaq® Hot Start Polymerase a 5 U/μL 

(Promega, WI, EUA). A cada tubo de reação foram adicionados 2 μL do produto 

correspondente da primeira reação da PCR. A segunda reação foi submetida à desnaturação 

inicial a 94ºC por 4 minutos e 40 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 48ºC para que 

ocorresse a hibridização dos oligonucleotideos e 1 minuto a 72ºC para extensão, seguido de 

um ciclo de 7minutos a 72ºC para a extensão final. 

 

Para confirmar a amplificação, o produto da segunda reação de PCR (nested) foi 

submetido à corrida eletroforética em gel de agarose (1,5% de agarose com 0,5% de brometo 

de etídio). Em cada orifício do gel foram aplicados 8,0 μL do produto da segunda reação de 

PCR acrescidos de 2,0 μL de tampão da amostra comercial 6x Blue/Orange Loading Dye 

(Promega, WI, EUA). Um orifício do gel foi reservado para aplicação de 8 μL padrão de peso 
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molecular 100 bp DNA Ladder (10x diluído em tampão de amostra) (Invitrogen, CA, EUA). 

Após aproximadamente 45 minutos de corrida a 85 volts, o produto amplificado foi 

submetido à luz ultravioleta na presença de brometo de etídeo para a visualização das bandas 

de DNA de 243 pares de bases. Em seguida, o produto da segunda reação da PCR foi 

armazenado à –20ºC. 

 

 
Tabela 4.1. Descrição das sequências dos oligonucleotídeos utilizados para a amplificação da região 
VP1/2A do genoma do HAV (De Paula et al., 2002) 

 

Oligonucleotídeo Posição no genoma Sequência  

F6 

F7 

 2897 

3288 

CTATTCAGATTGCAAAATTAYAAT 

AAYTTCATYATTTCATGCTCCT 

F8 2949 TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG 

F9 3192 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA 

 
 

     

4.10.Avaliação da reprodutibilidade e repetitividade do teste rápido SD BIOLINE HAV 

IgG/IgM (Standard Diagnostics, Corea) 

   

 A repetitividade e reprodutibilidade foram verificadas através da utilização de  

amostras com sorologia positiva para hepatite A, cinco amostras IgM positivas e cinco 

amostras IgG positivas. Foram utilizadas  amostras de uma mesma alíquota testadas em três 

dias consecutivos para avaliar a reprodutibilidade e em triplicata para avaliar a repetitividade, 

ambas observadas por um único operador. Todas as reações desenvolveram-se à temperatura 

ambiente e os resultados foram lidos após três tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos após 

a adição do tampão. 

 

 

4.11. Avaliação do limite de detecção do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM 

(Standard Diagnostics, Corea) 

 

Para determinar o limite de detecção do ensaio imunocromatográfico foram utilizadas 

amostras com sorologia positiva para hepatite A, cinco amostras IgM positivas e cinco 
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amostras IgG positivas. As amostras foram diluídas de 10
-1 

a 10
-10

 e testadas através do teste 

rápido em comparação com o ensaio imunoenzimático (ELISA) que é o padrão ouro para o 

diagnóstico da hepatite A. Todas as reações para o teste rápido desenvolveram-se à 

temperatura ambiente de 25°C e os resultados foram lidos após três tempos diferentes de 10, 

20 e 40 minutos após a adição do tampão. 

 

4.12.Avaliação da reatividade cruzada do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM 

(Standard Diagnostics, Corea) 

 

Investigou-se a presença de outros agentes infecciosos poderia interferir nos resultados 

do teste rápido, para isso foram utilizadas 20 amostras (5 de cada) de pacientes com HBsAg 

(hepatite B), anti-HCV (hepatite C), anti-dengue e anti-HIV positivas. Os resultados dos 

testes rápidos foram realizados de acordo com as instruções descritas acima. 

 

 

4.13.Avaliação do teste rápido para detectar resposta vacinal 

 

 O grupo II foi utilizado para avaliação da detecção da resposta vacinal, foram 

utilizadas 46 amostras de soro de indivíduos soronegativos para anti-HAV em teste 

imunoenzimático comercial para pesquisa inicial do marcador IgG realizado após coleta de 

amostra clínica. Foram excluídos deste teste indivíduos soropositivos para anti-HAV IgG ou 

que tinham história de vacinação contra hepatite A. As amostras obtidas foram acompanhadas 

durante 3 momentos: momento 0 (T0): (no momento da aplicação da 1ª dose da vacina – pré 

vacinal), momento 1 (T1): (no momento da aplicação da 2ª dose da vacina – 6 meses após 1ª 

dose), momento 2 (T2): (8 meses após a 2ª dose) e momento 3 (T3): (24 meses após a 

segunda dose). A análise das amostras foi feita no momento T1, 6 meses após 1° dose da 

vacina contra hepatite A, uma vez que o esquema de dose única é o preconizado pelo PNI. 

 

4.14. Avaliação do desempenho do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM 
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Apenas as amostras com perfil sorológico definido (anti-HAV reagente ou não 

reagente) foram incluídas na avaliação do desempenho dos testes. As amostras com sorologia 

indeterminada pelos dois testes de ELISA utilizados foram excluídas da presente análise. 

 

Os resultados de cada teste rápido foram comparados com os resultados de testes de 

referência (ELISA). O desempenho do teste rápido foi avaliado com base nos seguintes 

parâmetros: 

 

 Sensibilidade (Sens): proporção de todos os pacientes com a doença que apresentam 

resultados positivos quando o teste em particular é utilizado, sendo calculada através 

das seguinte fórmula: Sensibilidade = VP / VP + FN 

 

 Especificidade (Esp): proporção de todos os indivíduos sem a doença que apresentam 

resultados negativos quando o teste em particular é utilizado, sendo calculada através 

das seguinte fórmula: Especificidade = VN / VN + FP 

 

 Valores preditivos: precisão de um teste em prever uma doença, sendo divido em valor 

preditivo positivo (VPP) calculado através das seguintes fórmula: Valor Preditivo 

Positivo = VP / VP + FP e valor preditivo negativo (VPN) sendo calculado através das 

seguinte fórmula: Valor Preditivo Negativo = VN / VN + FN 

 

Onde: 

VP – Verdadeiramente Positivo 

VN – Verdadeiramente Negativo 

FP – Falso Positivo 

FN – Falso Negativo 

 

 

Para avaliar a concordância entre e os resultados apresentados pelo teste rápido com os 

resultados de testes de referência (EIA), procedemos à análise de tabelas de contingência e 

cálculo do índice Kappa, de acordo com Fleiss (1973) (Tabela 4.2).  
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Tabela 4.2. Valores de Kappa 

Valor de Kappa Concordância 

< 0,00 Ruim 

0,00 – 0,40 Fraca 

0,41 – 0,60 Regular 

0,61 – 0,80 Boa 

0,81 – 0,99 Excelente 

1 Perfeita 

 

 

4.15.Análise dos dados 

As informações clínicas, epidemiológicas, resultados dos testes sorológicos e dos 

testes rápidos foram incluídas em um banco de dados (Access 2000, Microsoft Inc., EUA) 

para análises posteriores. Para a avaliação de parâmetros relacionados ao desempenho do teste 

(sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo), foram utilizados os 

Programas MedCalc e GraphPad Prism 5.0.  
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V.RESULTADOS 

5.1. Painel de referência com amostras com sorologia confirmada para Hepatite A 

 

 Para avaliar o desempenho do teste rápido frente a amostras com sorologia confirmada 

para hepatite A foi feito um painel com 10 amostras anti-HAV IgM positivas e 10 amostras 

anti-HAV IgG positivas. Nenhuma das amostras, para ambos os marcadores demostraram 

resultados positivos após 20 minutos, tempo preconizado pela bula do teste, apenas após 40 

minutos foram obtidas 5 amostras (5/10) positivas para anti-HAV IgM e 5 amostras (5/10) 

positivas para anti-HAV IgG (Tabela 5.1 e 5.2). 

 

 

Tabela 5.1. Painel de referência do teste rápido para detecção de Anti-HAV IgM em amostras com 

sorologia confirmada 

Anti-HAV IgM 

Amostras 
Resultados Elisa 

BioKit 
DO DO/CO 

Resultados Teste 
Rápido 

10' 20' 40' 

1 1 1.638 3.592 0 0 1 

2 1 2.504 5.491 0 0 1 

3 1 2.375 5.208 0 0 1 

4 1 2.694 5.907 0 0 0 

5 1 2.662 5.837 0 0 0 

6 1 2.663 5.839 0 0 0 

7 1 2.630 5.767 0 0 0 

8 1 2.210 4.846 0 0 0 

9 1 2.581 5.660 0 0 1 

10 1 2.529 5.546 0 0 1 
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Tabela 5.2. Painel de referência do teste rápido para detecção de Anti-HAV IgG em amostras com 

sorologia confirmada 

Anti-HAV IgG 

Amostras 
Resultados Elisa 

Diasorin 

Resultados Elisa 

BioKit 
DO DO/CO 

Resultados Teste 

Rápido 

10' 20' 40' 

11 1 1 0.040 0.016 0 0 0 

12 1 1 0.037 0.014 0 0 0 

13 1 1 0.028 0.011 0 0 0 

14 1 1 0.029 0.011 0 0 0 

15 1 1 0.027 0.010 0 0 1 

16 1 1 0.029 0.011 0 0 1 

17 1 1 0.030 0.012 0 0 1 

18 1 1 0.031 0.012 0 0 0 

19 1 1 0.024 0.004 0 0 1 

20 1 1 0.019 0.007 0 0 1 

 

 

5.2. Epidemiologia descritiva das populações de estudo 

 

Amostras (n= 342) de indivíduos com diferentes perfis sorológicos para hepatite A 

foram avaliadas, esta população foi dividida em quatro grupos. O grupo I (n=96) de amostras 

proveniente de doadores de sangue foi composto por indivíduos de ambos os sexos com idade 

entre 16 e 69 anos.   

O grupo II (n= 46) foi composto de amostras de indivíduos vacinados para hepatite A, 

sendo 21 (45,65%) do sexo masculino e 25 (54,34%) do sexo feminino, com média de idade 

de 20,71 (18,0 – 25,0 anos). O grupo III (n=103) foi composto por amostras provenientes de 

surtos de hepatite A que ocorreram no Rio de Janeiro, sendo 43 (41,74%) do sexo masculino e 

59 (57,28%) do sexo feminino, com média de idade de 31,21 anos (2,0 – 70,0 anos). O grupo 

IV (n=97) foi composto de amostras de casos esporádicos provenientes do Laboratório de 

Referência Nacional para Hepatites Virais/ IOC –Fiocruz, sendo 44 (45,36%) do sexo 

masculino e 53 (54,63%) do sexo feminino, com média de idade de 23,04 anos (1,0 – 37,0 

anos).  

 

5.3. Avaliação do estado sorológico (IgM e IgG anti-HAV) nos grupos estudados 
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Todas as amostras biológicas (n = 342) foram testadas utilizando o teste rápido para 

averiguar a presença de anticorpos anti-HAV os resultados foram comparados com os 

resultados de três  ensaios imunoenzimáticos (ELISA) diferentes. Para todos os grupos 

testados o teste t demostrou um valor de p< 0.0001, indicando que os resultados foram 

significativos. 

 

Para o grupo I (amostras de doadores de sangue) e o grupo II (amostras de indivíduos 

vacinados), foi testada a presença de anticorpos Anti-HAV IgG, segundo os resultados 

obtidos para o grupo I, 33,3% (32/96) foram reagentes para IgG anti-HAV com a utilização 

do teste rápido e 67,7% (65/96) foram reagentes para IgG anti-HAV com a utilização do EIE. 

Para o grupo II, 71,7% (33/46) das amostras foram positivas para IgG anti-HAV  utilizando o 

EIA, neste grupo apenas as amostras que foram reagentes no EIE foram testadas com o teste 

rápido, dessas nenhuma (0/33) foi reagente. 

 

Para o  grupo III (amostras de surto) e IV (amostras de casos esporádicos), foi avaliada 

a presença de anticorpos Anti-HAV IgG e Anti-HAV IgM. Em relação a avaliação dos 

anticorpos Anti-HAV IgG, o grupo III obteve os seguintes resultados no teste rápido 60,1% 

(62/103) e no EIE 81,5% (84/103) e em relação a avaliação dos anticorpos Anti-HAV IgM, 

45,6% (47/103) das amostras foram reagentes no teste rápido e 47,5% (49/103) das amostras 

foram reagentes no EIE.  

Para o grupo IV, em relação a avaliação dos anticorpos Anti-HAV IgG, 61,8% (60/97) 

foram reagentes no teste rápido, e 75,2% (73/97) foram reagentes no EIE e em relação a 

avaliação dos anticorpos Anti-HAV IgM, 45,3% (44/97) das amostras foram reagentes no 

teste rápido, e 46,9% (46/97) foram reagentes no EIE (Tabela 5.3). 
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Tabela 5.3. Avaliação da detecção de IgM e IgG anti-HAV em cada grupo estudado pelo teste rápido 

e EIE 

 

Anticorpos 

Anti-HAV  
Total de amostras 

EIE amostras reagentes 
(%) 

Teste rápido amostras 
reagentes (%) 

Grupo I 
IgG 

96 65 (67.7%) 32 (33.3%) 

Grupo II 
IgG 

46 
  

33 (71.7%) 

  

0 (0.0%)* 

Grupo III 103 
  

IgM 
 

49 (47.5%) 47 (45.6%) 

IgG 
 

84 (81.5%) 62 (60.1%) 

Grupo IV 97 
  

IgM 
 

46 (46.9%) 44 (45.3%) 

IgG 
 

73 (75.2%) 60 (61.8%) 

 

5.4. Avaliação da sensibilidade, especificidade e dos valores preditivos positivo e 

negativo do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM 

 

Para avaliar a concordância dos resultados entre os dois testes foi utilizado a estatística 

Kappa (K). Para a população total, o valor de Kappa foi igual a 0,93 em relação a detecção de 

anticorpos anti-HAV IgM  e 0,32 para o anticorpos anti-HAV IgG, demostrando 

desempenhos excelente e fraco, respectivamente.  

Para o grupo I o valor de K foi de 0,38 demonstrando fraco desempenho. Para o grupo 

III em relação a detecção de anticorpos anti-HAV IgM o valor de K foi de 0,96 com nível de 

concordância considerado excelente, e para detecção de anticorpos IgG o valor de K foi de 

0,0045, nível de concordância considerado fraco. Para o grupo IV em relação a detecção de 

anticorpos anti-HAV IgM o valor de K foi de 0,67 com nível de concordância considerado 

bom, e para detecção de anticorpos IgG o valor de K foi de 0,60, nível de desempenho 

considerado bom (Tabela 5.4). 

 

 

Grupo I: doadores de sangue; Grupo II: indivíduos vacinados para hepatite A; Grupo III: 

amostras de surto e Grupo IV: amostras de casos esporádicos.  

* No grupo II apenas as amostras positivas no EIA foram avaliadas pelo teste rápido para 

análise da resposta vacinal. 

 



 
 

50 
 

Tabela 5.4. Grau de concordância segundo os valores Kappa para cada grupo estudado 

Grupo I: doadores de sangue; Grupo III: amostras de surto e Grupo IV: amostras de casos esporádicos.  

 

Os parâmetros de validade intrínseca do teste rápido foram avaliados por grupo 

utilizando o programa GraphPad Prism 5. Para todos os grupos testados o teste t demostrou 

um valor de p< 0.0001, indicando que os resultados foram significativos. Para população total 

em relação a detecção de anticorpos anti-HAV IgM foi obtida uma sensibilidade de 94,74% 

(IC 95%; 88,14 - 98,27), especificidade de 99,05% (IC 95%; 94,81-  99,98), valor preditivo 

positivo de 98,90% (IC 95%; 94,03 - 99,97) e valor preditivo negativo de 95,41% (IC 95%; 

86,62- 98,49). Para detecção de anticorpos anti-HAV IgG foi obtida uma sensibilidade de 

69,61% (IC 95%; 62,80 - 75,84), especificidade de 66,30% (IC 95%; 55,70 - 75,83), valor 

preditivo positivo de 82,08% (IC 95%; 75,54 - 87,49) e valor preditivo negativo de 49,59% 

(IC 95%; 40,46 - 58,75). 

Para o grupo I foi obtida uma sensibilidade de 49% (IC 95%; 0,3 - 0,6), especificidade 

de 100%  (IC 95%; 0,8 - 1,0), valor preditivo positivo de 100,00% (IC 95%; 89,11 - 100) e 

valor preditivo negativo de 48,44% (IC 95%; 35,75 - 61,27).  

No grupo III em relação a detecção de anticorpos Anti-HAV IgM, foi observado uma 

sensibilidade de 95% (IC 95%; 0,8 - 0,9), especificidade de 100%  (IC 95%; 0,9 - 1,0), valor 

preditivo positivo de 100,00% (IC 95%; 92,45 - 100) e valor preditivo negativo de 96,43% 

(IC 95%; 87,69 - 99,56). Em relação a detecção de anticorpos Anti-HAV IgG, os valores de 

sensibilidade e especificidade foram de 78% (IC 95%; 0,6 - 0,8) e 21%  (IC 95%; 0,09 - 0,3), 

respectivamente e os valores preditivos positivo e negativo foram de 64,20% (IC 95%; 52,77-

74,55) e 36,36% (IC 95%; 17,20 - 59,34), respectivamente.  

 

Valor de Kappa Nível de Concordância  

População total-                         

IgM 0,93 Excelente 

IgG 0,32 Fraca 

Grupo I -    IgG 0,38 Fraca 

Grupo III - IgM 0,96 Excelente 

                   IgG 0,0045 Fraca 

Grupo IV - IgM 0,67 Boa 

                   IgG 0,60 Boa 
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No grupo IV em relação a detecção de anticorpos Anti-HAV IgM, o valor da 

sensibilidade foi de  93% (IC 95%; 0,8 - 0,9), da especificidade foi de 98%  (IC 95%; 0,8 - 

0,9), do valor preditivo positivo foi de  97,73% (IC 95%; 87,98 - 99,94) e do valor preditivo 

negativo foi de 94,34% (IC 95%; 84,34 - 98,82). Em relação a detecção de anticorpos Anti-

HAV IgG, os valores de sensibilidade foram  de 79% (IC 95%; 0,6 - 0,8), especificidade de 

91%  (IC 95%; 0,7 - 0,9), valor preditivo positivo de 96,67% (IC 95%; 88,47 - 99,59) e valor 

preditivo negativo de 59,46% (IC 95%; 42,10 - 75,25) (Tabela 5.5). 
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Tabela 5.5. Valores de desempenho do teste rápido para detecção de anti-HAV IgM/IgG em comparação aos resultados obtidos no EIE em amostras de soro 

em cada grupo estudado 

 

 

 

 

 

 

Grupos/Populações 
VP FN VN FP  Sens (%) 

(IC 95%) 

Esp (%) 

(IC 95%) 

VPP (%) 

(IC 95%) 

VPN (%) 

(IC 95%) 

População geral (n=296) 

IgM                                                                       
90     5 104 1 

94,74 (88,14-

98,27) 

99,05 (94,81-  

99,98) 

98,90 (94,03- 

99,97) 

95,41 (86,62- 

98,49) 

IgG 142 62 61 31 
69,61 (62,80-  

75,84) 

66,30 (55,70- 

75,83) 

82,08 (75,54- 

87,49) 

49,59 (40,46- 

58,75) 

Grupo I         

Doadores de sangue 

(n=96) 
32 33 31 0 

49,23 (36,60-

61,93) 

100,00 (88,78-

100) 

100,00(89,11-

100) 
48,44 (35,75-61,27) 

Grupo III         

Amostras de surto - IgM 

(n=103) 

 

Amostras de surto- IgG 

(n=103) 

47 

 

 

52 

2 

 

 

14 

54 

 

 

8 

0 

 

 

29 

95,92 (86,02-

99,50) 

 

78,79 (66,98-

87,89) 

100,00 (93,40-

100) 

 

21,62 (9,82-

38,21) 

100,00(92,45-

100) 

 

64,20 (52,77-

74,55) 

96,43 (87,69-99,56) 

 

 

36,36 (17,20-59,34) 

Grupo IV         

Casos esporádicos - IgM 

(n=97) 
43 3 50 1 

93,48 (82,10-

98,36) 

98,04 (89,55-

99,95) 

97,73 (87,98-

99,94) 
94,34 (84,34-98,82) 

Casos esporádicos - IgG 

(n=97) 
58 15 22 2 

79,45 (68,38-

88,02) 

91,67 (73,00-

98,97) 

96,67 (88,47-

99,59) 
59,46 (42,10-75,25) 

VP= Verdadeiro Positivo; FN= Falso Negativo; VN= Verdadeiro Negativo; FP= Falso Positivo; Sens= sensibilidade; Esp= especificidade; 

VPP= Valor Preditivo Positivo; VPN= Valor Preditivo Negativo. IC – Intervalo de Confiança, P<0,0001. 

*O grupo II foi utilizado apenas para os testes de avaliação da resposta vacinal 
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5.5.Detecção do RNA do HAV 

 

As amostras de soro incluídas nos grupos III e IV foram testadas para a presença do 

RNA do HAV por nested-PCR a partir da amplificação dos genes da região da junção da 

VP1/2A (243 bp).  

No grupo III, amostras de surto, 100,0% (103/103) das amostras foram reagentes por 

nested-PCR através da amplificação da região VP1/2A. Todas as amostras reagentes pelo 

teste rápido (47/103) foram reagentes por nested-PCR, ou seja, continham o RNA viral. 

(Gráfico 5.1).  

 

Gráfico 5.1. Resultados por teste realizado com as amostras provenientes do surto 

 

 

No grupo IV, amostras de casos espóradicos, 40,2% (39/97) das amostras 

demostraram resultados reagentes por nested-PCR através da amplificação da região VP1/2A 

e das 44 amostras reagentes pelo teste rápido, 75% (33/44) também foram reagentes por 

nested-PCR (Figura 5.1 e Gráfico 5.2). 

 

49 47 

103 

0

50

100

150

Elisa Teste Rápido RT-PCR

GIII - Surto 

47,5% 45,5% 100,0% 
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Figura 5.1.Detecção do RNA do HAV através da amplificação região VP1/2A por nested-PCR em 
amotras de soro do grupo IV. PM: Peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, CA, USA); CN: 

controle negativo e CP: controle positivo. 

 

Gráfico 5.2. Resultados por teste realizado com as amostras de casos espóradicos 

 

 

 

 

 

 

46 
44 

39 

34
36
38
40
42
44
46
48

Elisa Teste Rápido RT-PCR

GIV - Casos Espóradicos 

46,9% 
45,3% 
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5.6.Avaliação da reprodutibilidade e repetitividade do teste rápido SD BIOLINE HAV 

IgG/IgM 

 

Para avaliar a reprodutibilidade as amostras foram testadas em três dias diferentes. A 

tabela 5.1 demostra a avaliação da reprodutibilidade do teste rápido. Nas amostras anti-HAV 

IgG nenhuma das cinco amostras foi positiva em vinte minutos, tempo preconizado pela bula 

do teste, todas as amostras que foram reagentes demostraram este resultado em quarenta 

minutos e não houve concordância nos resultados em relação aos dias em que as amostras 

foram testadas. A amostra R1 foi reagente nos três dias, as  amostra R2 e R4 foram reagentes 

em dois dos três dias testado, a amostra R3 foi reagente em apenas um dia e a amostra R5 não 

foi reagente.  

Para as amostras anti-HAV IgM apenas duas das cinco amostras testadas foram 

reagentes em vinte minutos (R8 e R10) as outras três amostras foram reagentes apenas em 

quarenta minutos. A amostra R6 foi reagente em dois dos três dias testado, as amostras R7, 

R8 e R10 foram reagentes nos três dias testados e a amostra R9 não foi reagente em nenhum 

dia testado (Tabela 5.6). 

 

Tabela 5.6. Avaliação da reprodutibilidade dos teste rápido com as amostras Anti-HAV IgG e IgM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para avaliar a repetitividade foram testadas cinco amostas Anti-HAV IgG e anti-HAV 

IgM positivas em triplicata (Tabela 5.7). Para anti-HAV IgG, em todas as amostras somente 

em quarenta minutos se observou resultados positivos, as amostras R1, R2 e R4 foram 

Anti- HAV IgG Anti- HAV IgM 

Amostra  Tempo (minutos) Amostra  Tempo (minutos) 

 

10' 20' 40' 

 

10' 20' 40' 

R1 0 0 3 R6 0 0 2 

R2 0 0 2 R7 0 0 3 

R3 0 0 1 R8 0 1 2 

R4 0 0 2 R9 0 0 0 

R5 0 0 0 R10 0 2 1 



__Avaliação da utilização de ensaio imunocromatográfico...                       RIBEIRO, CRA__ 
 
 

55 
 

reagentes nas três triplicatas, para a amostra R3 apenas uma das triplicatas foi reagente e a 

amotras R5 não apresentou nenhuma das triplicatas reagente.  

Para anti-HAV IgM, todas as triplicatas das amostras R6, R7, R8 e R10 foram 

reagentes, entretanto apenas em quarenta minutos. Todas as triplicatas da amotra R9 não 

foram  reagentes.  

 

Tabela 5.7. Avaliação da repetitividade do teste rápido com as amostras Anti-HAV IgG e IgM 

Anti- HAV IgG Anti- HAV IgM 

Amostra     Tempo (minutos) Amostra     Tempo (minutos) 

 

10' 20' 40' 

 

10' 20' 40' 

R1 0 0 3 R6 0 1 3 

R2 0 0 3 R7 0 3 3 

R3 0 0 1 R8 0 2 3 

R4 0 0 3 R9 0 0 0 

R5 0 0 0 R10 0 3 3 

 

Os resultados dos ensaios realizados para verificação da repetitividade e da 

reprodutibilidade do teste rápido foram discordantes, com isso encontramos 60% de 

repetitividade e 20% reprodutibilidade para detecção de anticorpos Anti-HAV IgG, e 80% de 

repetitividade e 20% reprodutibilidade para detecção de anticorpos Anti-HAV IgM. 

 

5.7. Avaliação do limite de detecção do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM 

Para a detecção de  anticorpos anti-HAV IgG o limite de detecção foi de 10
-10

 no Elisa 

e 10
-2

 no teste rápido, e para anticorpos anti-HAV IgM, o limite de detecção foi de 10
-2

 no 

Elisa e 10
-3

 no teste rápido (Tabela 5.8). 
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Tabela 5.8. Avaliação do limite de detecção do teste rápido para Anti-HAV IgG e IgM em 

comparação ao EIE 

Anti-HAV IgG  Anti-HAV IgM 

Amostra Elisa Teste Rápido Amostra Elisa Teste Rápido 

1 10
-10 

10
-2 

6 10
-2 

10
-2 

2 10
-10 

10
-2 

7 10
-2 

10
-3 

3 10
-10 

10
-2 

8 10
-2 

10
-3 

4 10
-10 

10
-2 

9 Não Detectável Não Detectável 

5 10
-10 

Não Detectável 10 10
-2 

10
-3 

 

 

5.8. Avaliação da reatividade cruzada do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM  

 

Para avaliar a presença de reatividade cruzada no teste rápido com outros patogénos, 

20 amostras (5 de cada) com sorologia para HBsAg (hepatite B), anti-HCV (hepatite C), anti-

dengue e anti-HIV foram testadas no teste rápido SD BIOLINE e nenhuma amostra 

demostrou reatividade cruzada com o teste rápido para hepatite A. 

 

5.9. Avaliação de resposta vacinal pelo teste rápido  

 

 Para avaliação da resposta vacinal foram utilizados soros de indivíduos vacinados 

(grupo II) coletados após a 1° dose da vacina contra hepatite A. A média dos valores de 

DO/CO por EIE das amostras de soro foi de 0,10 (0,01 – 0,71). Todas as amostras que foram 

reagentes no EIA (n= 33) foram submetidas ao teste rápido e nenhuma dessas amostras 

testadas foi reagente. 
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VI. DISCUSSÃO 

 

A hepatite A é uma das mais antigas doenças conhecidas pelo homem, sendo 

endêmica no Brasil, com a prevalência sendo maior na região Norte, quando comparada às 

regiões Sul e Sudeste, por apresentarem condições socioeconômicas diferentes, e uma 

infraestrutura mais precária fornecida a população (Assis, et al. 2002).  A hepatite A atinge 

principalmente crianças, pelo fato da doença estar interligada com condições sanitárias 

adequadas e de higiene, porém diversos estudos soroepidemiológicos vêm demonstrando uma 

redução na prevalência de anticorpos anti-HAV na população brasileira devido as melhorias 

sanitárias que vem ocorrendo principalmente nos grandes centros urbanos. Com isto, tem 

ocorrido um crescimento no número de crianças soro negativas para hepatite A, e um 

deslocamento da doença para idades mais avançadas, tendo cada vez mais adultos 

susceptíveis, aumentando o risco de morbidade e mortalidade, pois nesta faixa a doença tende 

a ser mais grave (Tanaka, 2000; Ferreira e Silveira, 2006; Ministério da Saúde, 2009; 

Jacobsen e Wiersma 2010; Vitral et al. 2012).  

 
Os testes rápidos têm apresentado bom desempenho para o diagnóstico laboratorial de 

HIV (Zelin et al. 2008), HBV (Cruz et al., 2015) e HCV (Scalioni et al., 2014), aumentando 

desta forma a identificação de indivíduos infectados por estes vírus. Entretanto, um dos 

problemas da utilização dos testes rápidos para o diagnóstico de doenças infecciosas está 

relacionado à qualidade e desempenho do teste (Gray et al. 2004). Desta forma, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar um teste rápido (SD Bioline HAV IgM/IgG (Standard 

Diagnostics, Corea) em diferentes populações. 

 

No Brasil, os testes rápidos vem sendo  empregados como testes de triagem (sífilis e 

hepatites virais) ou confirmatórios (sífilis e HIV), conforme algoritmos publicados nas 

Portarias SVS/MS Nº 29, de 17 de dezembro de 2013 (sobre o diagnóstico sorológico da 

infecção pelo HIV), nº. 3.242, de 30 de dezembro de 2011 (sobre o diagnóstico sorológico da 

sífilis) e Ofício Circular nº. 76/2011 – DHRV/DST-AIDS-HV/SVS/MS (sobre os testes 

rápidos para hepatites B e C). Para esses mesmo agentes infecciosos o Ministério da Saúde 

dispõe de fluxogramas que indicam as melhores estratégias de testagem realizadas em locais 

que permitam o fornecimento do resultado durante o período da visita do indivíduo (consulta 

médica, atendimento em Centro de Testagem e Aconselhamento - CTA, atendimento em 
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domicílio, atendimento em unidade de testagem móvel, organização não governamental etc.) 

(Ministério da Saúde, 2013). Porém, para a hepatite A ainda não há nenhuma nota técnica ou 

portaria que regulamente o uso de testes rápidos para o diagnóstico ou mesmo as melhores 

estratégias de testagem.  

 

O estabelecimento do diagnóstico laboratorial precoce da infecção pelo HAV é de 

grande importância para guiar a implementação de medidas de controle que visem à 

prevenção de surtos. Até o presente momento, apenas um ensaio imunocromatográfico (teste 

rápido) está disponível para detecção de anticorpos anti-HAV no Brasil, e poucos estudos 

locais que avaliem o desempenho desse teste estão disponíveis. Um estudo realizado por Flosi 

(2015) avaliou a sensibilidade do teste rápido SD Bioline para o anti-HAV IgM, utilizando 

307 amostras nos diferentes cursos clínicos da infecção pelo HAV e encontrou uma 

sensibilidade que variou de 63 a 88,9% dependo da fase clínica da infecção,  sendo na fase 

intermediária I, com  amostras dos pacientes que apresentaram icterícia de oito a 15 dias 

anteriores à realização do teste onde a maior sensibilidade foi encontrada. No entanto,  o 

método padrão-ouro utilizado nesse trabalho foi o Architect (Abbott, Alemanha), que se 

baseia em um sistema automatizado de imunoensaio de micropartículas por 

quimioluminescência (Chemoluminescent Microparticle Immunoassay ou CMIA). 

 

Várias razões podem contribuir para as diferenças na sensibilidade e na especificidade 

entre as amostras analisadas utilizando o mesmo kit. A primeira razão são as características da 

amostra, se foi uma amostra obtida durante um período de surto, se foi feita a partir de 

pacientes suspeitos de estarem infectados com hepatite A, por terem tido contato com algum 

doente ou consumido água ou alimentos contaminados com o HAV ou apresentarem sintomas 

agudos da infecção ou a partir de um indivíduo saudável, se trata-se de uma amostra fresca ou 

armazenada, e as condições de armazenamento ou de tratamento da amostra. A segunda razão 

é que a sensibilidade e especificidade do método do teste pode variar, dependendo da 

sensibilidade e especificidade do método comparativo. 

 

A concordância de resultados dentro de um mesmo laboratório se constitui em uma 

medida da precisão, avaliando a capacidade das reações de fornecerem o mesmo resultado 

para uma dada amostra. A reprodutibilidade intrateste dos resultados são ferramentas, para o 
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controle de qualidade interno das reações, atestando assim a qualidade na execução dos 

ensaios e, avaliando a precisão destas reações  (Hulley et al., 2003). 

 

Neste estudo, a variável a ser comparada foi o resultado de exames sorológicos, todos 

eles expressos de forma dicotômica como reagente ou não reagente. Há diversas maneiras de 

verificar a concordância de resultados entre leituras de um mesmo evento ou comparar 

métodos diagnósticos diferentes, e assim, estimar a discordância na sua aferição. No presente 

estudo, foi avaliada a  reprodutibilidade intraobservador,  sendo este o grau de concordância 

entre resultados de um mesmo laboratório e a repetitividade intra-teste sendo realizada em 

ensaios em replicata (ao mesmo tempo) (Hulley et al., 2003). 

 

No presente trabalho para o teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM foi encontrada 

uma taxa de 60% de repetitividade e 20% reprodutibilidade para detecção de anticorpos Anti-

HAV IgG, e 80% de repetitividade e 20% reprodutibilidade para detecção de anticorpos Anti-

HAV IgM. Resultados obtidos por Smith e colaboradores (2011) na análise de 3 diferentes 

testes rápidos de detecção de anti-HCV em amostras de sangue e fluido oral testado por 3 

operadores, a reprodutibilidade e repetitividade teve 100% de concordância. Em um outro 

estudo publicado por Scalioni e colaboradores (2014) para avaliação da reprodutibilidade e 

repetitividade de dois testes rápidos para detecção de anti-HCV dos fabricantes WAMA 

Imuno-Rápido HCV (WAMA Diagnóstica) e Bioeasy HCV Rapid Test (Bioeasy Diagnóstica 

Ltda), com amostras anti-HCV reagentes e não-reagentes também foi alcançado 100% de 

concordância entre os resultados de cada teste rápido. Demostrando assim um melhor 

desempenho em ralação a reprodutibilidade e repetitividade dos testes rápidos para outras 

hepatites virais.  

 

O tempo preconizado pela bula do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM, para 

interpretação dos resultados é de 20 minutos, no presente estudo os resultados foram lidos 

após três tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos após a adição do tampão, a fim de 

determinar o tempo ótimo necessário para leitura dos mesmos. Para o anticorpo anti-HAV 

IgG, apenas após 40 minutos foi possível a leitura de resultados reagentes, para o anticorpo 

anti-HAV IgM o tempo de 20 minutos foi suficiente para a interpretação dos resultados.  Um 

teste rápido para a detecção do anticorpo IgM para o vírus Chikungunya do mesmo fabricante 

do teste avaliado no nosso estudo (SD Bioline CHIK IgM (Standard Diagnostic, Corea)), 
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também conduziu a leitura dos resultados em tempos diferentes. O tempo de determinação 

dos resultados recomendado pelo fabricante para o teste rápido SD Bioline CHIK IgM é de 10 

minutos, as amotras foram avaliadas em  10, 15 e 20 minutos. O aumento do tempo de 10 a 20 

minutos para o teste rápido SD Bioline CHIK IgM resultou num aumento significativo na 

sensibilidade de 50,8% para 68,2% (Kosasih et al., 2012). Nossos resultados demostram que, 

para detecção de anti-HAV IgM, o tempo preconizado pelo fabricante foi o suficiente para a 

interpretação dos resultados. No entanto, o mesmo tempo não foi suficiente para a detecção de 

anticorpos anti-HAV IgG. 

 

A análise do limite de detecção do teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM pelo 

método de diluição das amostras conhecidamente reagentes para a detecção dos dois 

marcadores em comparação ao EIE demostrou resultados discordantes. Para anticorpos anti-

HAV IgG o limite de detecção do teste rápido foi de 10
-1

 a 10
-2

, e o do teste padrão ouro (EIE) 

foi de 10
-1

 a 10
-10

. Para os anticorpos anti-HAV IgM, o limite de detecção no teste rápido foi 

de 10
-1

 a 10
-3

, similar e/ou um título maior em relação ao padrão ouro que foi de 10
-1

 a 10
-2

. 

Resultados similares aos encontrados no nosso estudo foram encontrados por Lee e 

colaboradores (2010),  utilizando o mesmo teste rápido para o anticorpo anti-HAV IgM, onde 

com o teste rápido pode-se detectar o anti-HAV IgM numa titulação de 10
-1

 a 10
-4

 quando 

comparado ao teste MEIA AxSYM HAVAB-M 2.0 (Abbott Laboratory, USA) que conseguiu 

detectar o anti-HAV IgM a uma diluição máxima de 10
-3

. 

  

Nosso estudo também avaliou um fator de interferência importante no controle 

laboratorial de resultados verdadeiros positivos e negativos para a detecção de anticorpos anti-

HAV que é a reação cruzada com outros agentes infecciosos. Uma vez que o teste é um 

imunoensaio rápido baseado em captura para a detecção de anticorpos para o HAV, foi 

importante verificar se alguma reatividade cruzada pode ser gerada por amostras infectadas 

com outros agentes infecciosos.  

Um estudo que avaliou a reatividade cruzada do teste SD Bioline HCV (SD Bioline, 

Korea) utilizando cinco amostras HBsAg, cinco amostras anti-HBs positivas, quatro amostras 

anti-HIV positivos, cinco amostras de fator reumatóide positivas e dez amostras de doentes 

com mieloma múltiplo, também obtiveram o mesmo resultado, ou seja, ausência de 

reatividade cruzada (Kim et al., 2013).  
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O desempenho do teste rápido avaliado no presente estudo variou de acordo com a 

população estudada, isso pode ser dependente da distribuição dos títulos de anticorpos nas 

amostras utilizadas para análise. 

 

Na população total de amostras testadas para esse marcador, o valor de Kappa (K) foi 

de 0,32, nível de concordância considerado fraco e foi obtida uma sensibilidade de 69,61%, 

especificidade de 66,30%, valor preditivo positivo de 82,08% e o valor preditivo negativo de 

49,59. Nosso estudo observou uma baixa concordância do teste rápido SD BIOLINE HAV 

IgG/IgM com os testes imunoenzimáticos para o diagnóstico de anticorpos anti-HAV IgG de 

infecção passada e para a avaliação da resposta humoral após a vacinação contra a hepatite A. 

Em outro estudo também foi observado essa baixa concordância desse mesmo teste rápido em 

comparação com os testes imunoenzimáticos para o diagnóstico de anti-HAV IgG e para a 

avaliação da resposta vacinal, situações nas quais os títulos de IgG são mais baixos. A 

diferença pode ter ocorrido devido ao fato de que os ensaios imunoenzimáticos para a hepatite 

A são ensaios competitivos e detectam anti-HAV total, enquanto que o teste rápido detecta 

IgM e IgG separadamente [De Paula VS, dados não publicados]. 

Nossos resultados são similares a um estudo que utilizou um painel de 184 amostras 

de soro de indivíduos com suspeita de dengue, para avaliar o teste rápido dengue Duo 

Cassette (Panbio, Australia) em comparação com o Dengue IgG capture ELISA (Dia. Pro, 

Italy), que obteve uma sensibilidade de 48,59% (IC 95%; 40,13-57,12), especificidade de 

76,19% (IC 95%; 60,55-87,95), valor preditivo positivo de 87,34% (IC 95%; 77,95-93,76) e 

valor preditivo negativo de 30,48% (IC 95%; 21,87-40,22), ficou demostrado que para a 

detecção de IgG o teste de ELISA é mais sensível que o teste imunocromatográfico (Naz et 

al., 2014). 

 

Ao compararmos os resultados nos grupos testados para o marcador IgM, podemos 

observar que obtivemos resultados semelhantes de taxa de detecção entre o teste rápido e o 

ELISA nos dois grupos testado para esse marcador. Para o Grupo III obtivemos 47,5% de 

amostras reagentes no ELISA e 45,6% de amostras reagentes no teste rápido, nesse grupo 

obtivemos uma sensibilidade de 95%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 

100,00%  e valor preditivo negativo de 96,43%. Para o Grupo IV os resultados foram 

similares, com 46,9% de amostras reagentes no ELISA e 45,3% de amostras reagentes no 
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teste rápido, o valor da sensibilidade foi de  93%, da especificidade foi de 98% , o valor 

preditivo positivo foi de  97,73%  e o valor preditivo negativo foi de 94,34%. 

A sensibilidade e a especificidade do teste rápido para detecção de anti-HAV IgM na 

população total foi de 94,74% e 99,05%, respectivamente, os valores preditivo positivo e 

negativo foram de 98,90% e 95,41%, respectivamente. O valor de Kappa (K), para o anti-

HAV IgM foi de 0,93, nível de concordância considerado excelente.  

 

Resultados similares foram obtidos por Lee e colaboradores (2010) que demonstram 

100% de especificidade e sensibilidade do mesmo teste rápido utilizado no presente estudo, 

quando utilizado frente a 150 amostras de soro IgM anti-HAV positivas e 75 negativas 

provenientes de indivíduos saudáveis. Um outro estudo que avaliou 485 amostras de pacientes 

com hepatite A, casos suspeitos de hepatites virais agudas, contactantes intradomiciliares e 

indivíduos que realizaram os testes como triagem durante surtos ocorridos no período foram 

analisadas simultaneamente pelo o teste rápido SD Bioline e pelo método CMIA para anti-

HAV IgM e na comparação entre os dois métodos foi encontrada uma sensibilidade de 90,4% 

e especificidade de 96,9%  (Flosi, 2015). 

 

Outros estudos também avaliaram a sensibilidade e especificidade de testes do mesmo 

fabricante do teste utilizado no presente estudo. Kim e colaboradores (2013), investigando as 

características do desempenho do teste rápido SD Bioline HCV (Standard Diagnostics, 

Corea), utilizando 100 amostras de soro anti-HCV reagentes e 100 amostras não reagentes, 

obtiveram uma sensibilidade e especificidade de 78,8% e 100%, respectivamente e um valor 

kappa de 0,83. Em um estudo realizado na Indonésia, com 132 amostras de indivíduos com 

infecção recente confirmada pelo vírus Chikungunya e 74 amostras de indivíduos com dengue 

ou doença febril não-dengue e não-chikungunya, a sensibilidade do teste rápido SD Bioline 

CHIK IgM (Standard Diagnostic, Corea) foi de 50,8%, e a especificidade de 89,2% (Kosasih 

et al., 2012). Um outro estudo na Tailândia relatou uma taxa de 37% de sensibilidade para o 

SD Bioline CHIK IgM quando calculada em comparação com a detecção da infecção por 

ELISA IgM ou PCR (Rianthavorn et al., 2010). 

 

A avaliação de outro teste rápido SD BIOLINE Dengue Duo (Standard Diagnostics, 

Kyonggi-do, Korea), utilizando 50 amostras de soros pareados, com uma coleta feita durante 

a fase febril aguda e uma durante a fase de convalescença e com a confirmação da infecção 
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usando EIE IgM como padrão-ouro, o teste rápido demostrou uma sensibilidade de 75,6% e 

especificidade de 97,1%. A porcentagem do valor preditivo positivo e negativo desse mesmo 

teste rápido foi avaliada como 97,1% e 75%, respectivamente (Tontulawat et al., 2011). 

 

Nossos resultados demostram que o teste rápido é bastante eficiente para detectar 

aqueles indivíduos que estão com infecção ativa para detecção de anti-HAV IgM, e deste 

modo poderiam ser beneficiados com o encaminhamento precoce para o tratamento e 

acompanhamento diagnóstico. Em uma revisão sobre hepatite A publicada em 2012 por De 

Paula foi relatado que o teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM foi muito útil para a 

investigação de surtos, situação na qual o paciente apresenta altos títulos de anticorpos IgM 

anti-HAV. Surtos de hepatite A vem ocorrendo em comunidades brasileiras, tais como escolas 

públicas e creches. Os inquéritos sorológicos de alguns desses surtos têm relatado que apesar 

do baixo nível socioeconômico dos indivíduos envolvidos nestes surtos notificados, mais de 

50% das pessoas com idade inferior a vinte anos eram suscetíveis à infecção pelo HAV antes 

do surto. Em epidemias envolvendo crianças menores de 5 anos de idade, apenas 16% eram 

anti-HAV positivas antes do surto (Vitral et al., 2008). A existência de áreas de endemicidade 

intermediária para infecção pelo HAV pode levar a surtos como foi descrito nos últimos anos 

no Rio de Janeiro (Villar et al,. 2002, de Paula et al., 2003, Morais et al., 2006). Em um 

estudo publicado por Santos e colaborados (2008), 64% dos casos agudos de hapatite A 

ocorreu em indivíduos na faixa dos 20 anos, o que sugeriu que este grupo representa um 

maior risco de adquirir a infecção pelo HAV. 

 

No nosso estudo também foi realizado a testagem das amostras dos grupos III e IV por 

nested-PCR através da amplificação da região VP1/2A do HAV. No grupo III, amostras de 

surto, obtivemos 47,5% (49/103), 45,5% (47/103) e 100,0% (103/103) das amostras positivas 

por ELISA anti-HAV IgM, teste rápido e nested-PCR, respectivamente. Nesse grupo a 

amplificação do RNA viral por PCR foi o método mais sensível. Estudos demostram que a 

detecção por PCR do RNA do HAV tem um papel importante no diagnóstico precoce da 

infecção, especialmente no período de janela imunológica durante surtos e em casos de 

hepatite aguda de etiologia desconhecida. A detecção do RNA do HAV antes da 

soroconversão de anti-HAV IgM pode ser utilizada como um método diagnóstico precoce 

durante surtos de hepatite A. Testes de detecção do RNA viral também pode ser úteis para 
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elucidar casos de hepatite aguda de etiologia desconhecida (De Paula et al., 2004b e De Paula, 

2012). 

 

 Um estudo realizado para avaliar um teste imunocromatografico disponível 

comercialmente para detecção do antígeno NS1 e do anticorpos IgM, SD BIOLINE Dengue 

Duo rapid test (Standard Diagnostics, Corea), em comparação com outros métodos 

laboratoriais existentes, como semi-nested PCR e ELISA IgM para confirmação da infecção, 

utilizando 237 soros provenientes de indivíduos em  fase aguda, demostrou que a 

porcentagem de amostras de DENV-positivas por semi-nested PCR, teste rápido NS1/IgM e 

ELISA IgM foi de 46% (109/237), 67% (159/237) e 57% (135/237), respectivamente 

(Tontulawat  et al., 2011). Os resultados desse estudo são similares aos encontrados no nosso 

em relação ao grupo IV, amostras de casos espóradicos, onde obtivemos 46,9% (46/97) das 

amostras reagentes no ELISA, 45,3% (44/97) de amostras reagentes no teste rápido e 40,2% 

(39/97) das amostras com resultado positivo por nested-PCR através da amplificação da 

região VP1/2A. Esses resultados podem ser devido as amostras do grupo IV serem de 

indivíduos no final da infecção ou no início da fase convalescente, onde os títulos de RNA 

viral no soro já declinaram ou são indetectáveis pela PCR convencional.  

 

Os ensaios rápidos são muito utilizados como ferramentas de triagem nos países em 

desenvolvimento, o Consórcio Internacional para Segurança do Sangue (ICBS) realizou um 

estudo para avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes rápidos utilizados para detecção 

de anticorpos para o vírus da hepatite C e descobriu que a maioria dos testes rápidos tem 

menor sensibilidade do que os métodos convencionais utilizados no laboratório (Scheiblauer 

et al., 2006). No entanto, ensaios rápidos têm algumas vantagens, eles são fáceis de executar, 

não requerem equipamento caro ou pessoal experiente, e os resultados podem ser obtidos 

imediatamente. Eles têm o potencial de proporcionar uma melhor acessibilidade e 

flexibilidade em vários cenários clínicos. 

    

Portanto, de modo geral, o teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM utilizado no 

nosso estudo se mostrou sensível e específico para utilização no diagnóstico da hepatite A, 

através da detecção de anticorpos Anti-HAV IgM em surtos e casos esporádicos. Com isso, o 

teste rápido, pode ser uma alternativa para o diagnóstico da hepatite A no Brasil, em casos 
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esporádicos e de surto, pois apresenta maior facilidade operacional, além de especificidade e 

sensibilidade semelhantes ao ensaio imunoenzimático comercial.  

 

Os dados obtidos no presente estudo de avaliação poderão contribuir para a realização 

de avaliações de custo-efetividade de testes diagnósticos para hepatite A, fornecendo 

estimativas de sensibilidade e especificidade para inclusão em modelos, fortalecendo assim a 

tomada de decisão sobre a implantação desse método diagnóstico nos serviços de saúde e para 

a construção de fluxogramas que indicam as melhores estratégias de testagem utilizando o 

teste rápido SD BIOLINE HAV IgG/IgM. 
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VII.CONCLUSÕES 

O teste rápido SD Bioline HAV IgM/IgG demonstrou possuir reprodutibilidade de 

20% para  ambos os marcadores; No entanto, o teste demostrou uma melhor 

repetitividade em relação a detecção de IgM (80%) e na detecção de IgG  demostrou 

uma repetitividade de 60%; revelando assim, que o teste possui uma maior 

confiabilidade de resultados quando a mesma amostra é testada em dias diferentes. 

O limite de detecção do teste rápido para anticorpos anti-HAV IgG foi menor (10
-2

 ) 

em relação ao teste padrão-ouro (10
-10

 ) e para anticorpos anti-HAV IgM o teste rápido 

demonstrou limites de detecção iguais (10
-2

) ou superiores (10
-3

) ao padrão-ouro; 

O teste rápido não demonstrou reatividade cruzada com outros agentes infecciosos, 

como HBV, HCV, Dengue e HIV, sendo considerado um teste com especificidade 

para detecção de anticorpos contra o vírus da hepatite A; 

O teste rápido demonstrou ter uma taxa de detecção similar comparada ao EIE para o 

marcador IgM e uma taxa de detecção menor comparada ao EIE para o marcador IgG; 

Os níveis de concordância utilizando o índice Kappa (k) foram considerados de fracos 

a bons nos grupos I e III testados para o marcador IgG e de excelentes a bons em 

relação ao marcador IgM para os grupos III e IV, respectivamente; 

A sensibilidade e a especificidade do teste rápido para detecção de anti-HAV IgM 

foram maiores do que para a detecção de anti-HAV IgG; 

Em todas as amostras de surto o HAV-RNA foi detectado em todas as amotras 

(100%), demonstrando que a detecção molecular foi fundamental nesse grupo para o 

diagnóstico precoce do vírus no período de janela imunológica; 

O teste apresentou melhor desempenho para o diagnóstico da hepatite A em casos de 

surtos e casos esporádicos para detecção de anticorpos IgM, porém para detecção de 

infecção passada e resposta vacinal o teste não foi adequado. 
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ANEXO I – COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO II – TERMO DE CONSENTIMENTO 

Ministério da Saúde 
Fundação Oswaldo Cruz 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
LABORATÓRIO DE DESENVOLVIMENTO TECNOLÓGICO 

 
 
 
 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Conforme a Resolução nº 466, do Conselho Nacional de Saúde de 12 de dezembro de 

2012) 

 

Instituição; Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia - Instituto Oswaldo 

Cruz -Fiocruz 

Projeto de Pesquisa: Hepatites de transmissão entérica e herpes vírus associados a casos 

agudos e fulminantes 

Pesquisador:. Dra Vanessa Salete de Paula, PhD. – Matrícula/MS:1555973 

 

Eu--------------------------------------------------------------------------------------------------------------

e/ou meu responsável---------------------------------------------------------------------------------- 

fomos convidados a participar de um estudo que visa otimizar o diagnósticos das hepatites 

entéricas e dos herpes vírus relacionados ao quadro de hepatite aguda e fulminante. Estamos 

sendo informados de que existem diversos tipos de hepatite, sendo que a hepatite fulminante é 

uma forma rara da doença, na qual os sintomas são mais intensos e com consequências mais 

graves. 

 

Fui informado que o objetivo deste trabalho será diagnosticar e caracterizar 

molecularmente as hepatites de transmissão entérica e herpes vírus associados a casos agudos 

e fulminantes. Para isto, será coletado 5 mL de sangue por punção venosa com auxílio de 

técnicos especializados. Os possíveis riscos e desconfortos são aqueles relacionados com a 

retirada rotineira de sangue, dor ou edema no local. 
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No material coletado será realizada a pesquisa das hepatites entéricas e herpes vírus, 

dos anticorpos contra esses vírus e dos genes envolvidos na resposta a estas infecções, com a 

finalidade de compreendermos melhor os mecanismos de defesa contra estes. Estou sendo 

informado (a) que receberei o laudo dos exames e posso não ter benefício imediato dos 

resultados desta pesquisa, mas este trabalho pode esclarecer problemas relacionados a formas 

agudas e fulminantes das hepatites. Caso seja diagnosticado uma forma aguda mais severa das 

hepatites virais ou herpes serei encaminhado (a) a um ambulatório especializado de 

hepatologia da rede pública para acompanhamento. 

 

Recebemos também informações de que as amostras que estão sendo fornecidas 

deverão ser armazenadas para que possam ser adequadamente utilizadas no decorrer da 

pesquisa e que as mesmas poderão ser utilizadas para pesquisas futuras. Recebemos as 

orientações de que temos a liberdade de participar ou não da pesquisa, sem que haja qualquer 

prejuízo no caso de não aceitarmos participar. A participação no estudo é voluntária e eu 

poderei me retirar a qualquer 

momento. 

 

Declaro ter recebido informações a respeito deste estudo e autorizo o autor do projeto 

a utilizar uma amostra do material para realização de exames para hepatite e herpes para 

otimização do diagnóstico, a fim de esclarecer a etiologia da doença. Os resultados desta 

pesquisa será me fornecido de maneira confidencial, e será utilizados para publicação 

cientifica com sigilo da nossa identidade. 

 

Caso tenha alguma dúvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo você pode 

entrar em contato o pesquisador responsável ou com o comitê de ética: 

 

Vanessa Salete de Paula - Pavilhão Helio e Peggy Pereira 2º andar, fone 2562 1876 

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos-CEP Fiocruz-IOC 

Fundação Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz 

Avenida Brasil, 4.036 - S. 705 (Expansão) 

Manguinhos - Rio de Janeiro/RJ - CEP: 21.040-360 

Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 
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E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Assinatura do paciente ------------------------------------------------------------------------------ 

RG -------------------------------------------------- 

Assinatura do responsável -------------------------------------------------------------------------- 

RG ------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 

Vanessa Salete de Paula 

 

Assinatura do pesquisador responsável 

Data: --------------------------- 

 

Testemunha 1: 

 

Testemunha 2: 

 

 


