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Ministério da Sadde
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Avaliacdo da utilizagdo de ensaio imunocromatografico para o diagnostico e estudo de

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

prevaléncia da hepatite A

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

CAMILLA RODRIGUES DE ALMEIDA RIBEIRO

O diagndstico da infeccdo pelo virus da hepatite A (HAV) através de testes de alta
sensibilidade e especificidade pode levar um diagndstico mais precoce e mais preciso,
melhorando o progndstico da doenca. Deve também ser mencionado que um diagnostico mais
preciso pode tornar estudos epidemioldgicos mais confiaveis e servir de base para a producao
de programas de controle e erradicacdo mais efetivos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
utilizacdo de um teste imunocromatografico em surtos e estudos epidemioldgicos de
prevaléncia, triagem de candidatos para programas de vacinacdo e deteccdo de resposta
imunologica pos-vacinacdo. Para este fim, 342 amostras provenientes de quatro grupos
diferentes foram analisadas: (I) amostras de doadores de sangue (n= 96), (II) amostras de
individuos vacinados contra a hepatite A (n= 46), amostras de surtos de hepatite A (111) (n=
103) e (IV) amostras de casos esporadicos de hepatite A (n= 97). Estas amostras foram
submetidas ao teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM e todos os resultados do teste rapido
foram comparados com os resultados do ensaio imunoenzimatico para HAV (EIA), que é o
padrdo ouro para detectar anticorpos contra 0 HAV. Os resultados obtidos para o grupo |
mostraram que, 33,3% (32/96) das amostras foram reagentes para anti-HAV I1gG utilizando o
teste rapido 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 1gG por ELISA e nenhuma
amostra do grupo Il anti-HAV reagente por ELISA (0/33) foi reagente no teste rapido. Os
grupos Il e 1V foram testados para a presenca de anti-HAV IgG e anticorpos anti-HAV IgM.
Em relacdo a anti-HAV IgG, no grupo 11 60,1% (62/103) e 81,5% (84/103) foram reagentes
pelo teste rapido e em ELISA, respectivamente. Para anticorpos anti-HAV IgM, 45,6%
(47/103) e 47,5% (49/103) das amostras foram reagentes atraves do teste rapido no ELISA,
respectivamente. Para o grupo 1V, sobre a avaliacdo de anticorpos IgG anti-HAV, 61,8%
(60/97) foram reagentes pelo teste rapido, e 75,2% (73/97) foram reagentes no ELISA e para
0s anticorpos anti-HAV IgM, 45,3 % (44/97) das amostras foram reagentes no teste rapido, e
46,9% (46/97) foram reagentes no ELISA. A sensibilidade e especificidade do teste rapido no
grupo | para deteccdo de anticorpos anti-HAV 1gG foram 49,23% e 100%, respectivamente.
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No grupo 111, em relagéo 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 1V, em relagdo ao IgM anti-HAV a sensibilidade e
especificidade foram 93,48% e 98,04%, respectivamente e para 1gG anti-HAV a sensibilidade
e especificidade foram 79,45% e 91,67%, respectivamente. O nivel de concordancia de
acordo com o indice Kappa (k) foi considerado fraco nos grupos I e 1ll, e bom no grupo 1V
ambos testados para 0 marcador IgG anti-HAV. Os grupos testados com o marcador IgM anti-
HAV, obtivemos uma concordancia boa para o grupo IV e excelente para o grupo Ill. Na
testagem das amostras dos grupos 11 e 1V por nested-PCR, para o grupo Il obtivemos 47,5%
(49/103), 45,5% (47/103) e 100,0% (103/103) das amostras reagentes por ELISA anti-HAV
IgM, teste rapido e nested-PCR. Em relacdo ao grupo 1V, obtivemos 46,9% (46/97) das
amostras reagentes no ELISA, 45,3% (44/97) de amostras reagentes no teste rapido e 40,2%
(39/97) das amostras com resultado reagente por nested-PCR. Em concluséo, o teste provou
ser adequado para a deteccdo de anticorpos IgM anti-HAV, indicando sua aplicabilidade para
o0 diagndstico da hepatite A em surtos e casos esporadicos. No entanto, o baixo desempenho
do teste rapido para deteccdo de 1gG anti-HAV demonstrou que 0 mesmo precisa ser
aprimorado para os estudos sobre deteccao de infeccdo passada e resposta a vacinagao.

Palavras-chave: teste rapido imunocromatografico, anticorpos para hepatite A, surtos , estudos
epidemiologicos
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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: (1) samples from blood donors (n=96), (II)
samples from individuals vaccinated for hepatitis A (n=46), (I11) samples from hepatitis A
outbreaks (n=103) and (1) 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 | showed that, 33.3%
(32/96) were positive for anti-HAV IgG using the rapid test and 67.7% (65/96) were positive
for 1gG anti-HAV by EIA. At group I, 71.7% (33/46) of the samples were positive for anti-
HAYV IgG by EIA and none of them (0/33) was reactive by rapid test. Groups Il and IV were
tested for the presence of anti-HAV 1gG and anti-HAV IgM antibodies. Regarding anti-HAV
IgG antibodies, at the group Il 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 1V, 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 | for detection of anti-HAV
IgG antibodies were 49.23% and 100%, respectively. In group IlI, 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 1V, 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 | and 111, and 1V
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 1V and excellent group for the group Ill. In
testing of samples from groups 111 and 1V by nested-PCR, for the group Il 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 1V, 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 1IgG 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.INTRODUCAO

1.1.Hepatites Virais

As Hepatites virais sdo as causas mais importante de doenca hepéatica no mundo
inteiro. Hepatite viral é uma infeccdo sistémica caracterizada por manifestacdes
predominantemente decorrentes de lesdo e disfuncdo hepatica, € causada por diferentes
agentes etiolégicos, de distribuicdo universal (Ferreira e Silveira, 1997). Seis virus sdo
reconhecidos como agentes etioldgicos das diferentes hepatites virais humanas: os virus 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 virus das hepatites tem como decorréncia a lesdo do figado
acarretando o aparecimento classico dos sintomas ictéricos e a liberagdo das enzimas
hepaticas. Os individuos infectados tornam-se transmissores antes mesmo de desenvolverem

alguma sintomatologia, o que facilita a trasmissdo dos virus (Babinski et al., 2008).

1.2.Enquadramento Histérico da Hepatite A

A historia das hepatites virais é antiga, remontando, provavelmente, aos primordios da
civilizacdo. Relatos de ocorréncia de ictericia epidémica sdo encontrados desde o periodo
anterior a era cristd, descritos inicialmente por Hipdcrates (400 a.C.), sendo porém mais
documentados durante os séculos XVII e XVIII na Europa (Melnik, 1995). Na lIdade Média, o
aparecimento das epidemias de ictericia estavam geralmente associadas a catastrofes naturais
ou a periodos de guerra que ameacavam seriamente as condicBes sanitarias (Hollinger e
Emerson, 2007).

Durante as Guerras, devido a superpopulacdo, as mas condicGes de higiene e a ma
distribuicdo de redes de esgoto, o numero de casos de hepatites virais, de provavel
transmisséo fecal-oral, supostamente causadas pelo virus da hepatite A, ganhou proporgdes
pandémicas, acometendo milhares de soldados e civis. Estima-se que nesse periodo

aproximadamente 15 milhGes de individuos estavam infectados com o0 HAV (Paul e Gardner,
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1950; Fonseca, 2010). Por muito tempo, a hepatite A foi denominada de “ictericia catarral”,
devido as obstrugdes biliares causada pela doenca. Apenas em 1931, admitiu-se que o agente
causador da enfermidade era um virus (Krugman et al., 1959).

Na década de 1940, identificou-se mais de um agente viral para as epidemias de ictericia
e em 1947, McCallum estabeleceu a existéncia de duas formas de hepatite: a ‘“hepatite
infecciosa”, hoje conhecida como hepatite A, ¢ a “ictericia sérica”, hoje conhecida como

hepatite B (Fonseca, 2010).

Entre 1964 e 1966, Krugman e seus colaboradores, realizando um estudo de infeccéo
experimental em uma instituicdo de criangas demostraram a principal via de disseminacéo da
doenca. Neste estudo, chegou-se a conclusdo que existiam dois agentes distintos provocando
hepatite nas criancgas, sendo um agente com periodo de incubagdo menor e via de transmisséo
fecal-oral, esse agente hoje conhecido como virus da hepatite A (HAV) causava uma doenca
muito similar a entdo chamada hepatite infecciosa. O outro agente, que possuia um periodo de
incubagdo maior, causava uma hepatite semelhante a hepatite serica, e hoje é conhecido como
virus da hepatite B (HBV) (Krugman et al., 1967).

A partir de amostras de fezes e soro de voluntarios infectados, Feinstone e colaboradores,
em 1973, conseguiram pela primeira vez, visualizar através de imunomicroscopia eletrénica
as particulas virais esféricas do HAV. Todos os pacientes que demonstravam tais particulas
nas fezes foram testados e obtiveram resposta sorolégica para este antigeno, sugerindo
finalmente a etiologia da hepatite A. Em 1979, Provost e Hilleman conseguiram propagar o
virus em cultura celular, o que possibilitou o desenvolvimento de testes para o diagnostico da

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

1.3. O Virus da Hepatite A (HAV): Classificacdo e estrutura

O HAV pertence a familia Picornaviridae devido as suas caracteristicas morfoldgicas e
organizacdo do seu genoma e dentro desta familia estdo incluidos trés géneros, Rinovirus,
Enterovirus e Hepatovirus. O HAV é o Unico membro do género Hepatovirus devido a

importantes diferencas que ele possui em relacdo aos outros membros da familia. Ao contrario
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dos outros, 0 HAV possui uma composicdo estrutural Unica, requer um longo periodo de
adaptacdo para crescer em cultura celular, replica-se lentamente, raramente produz efeito
citopatico, possui resisténcia a temperatura e drogas que sdo eficazes contra outros
picornavirus, é resistente a pH baixo e ndo reage com anticorpos anti-enterovirus (Cuthbert et
al., 2001; Nainan et al., 2006; Yong e Son, 2009; Vaughan et al., 2013).

1.3.1.0rganizacdo gendmica e proteinas do virus

O HAV é um virus de RNA fita simples de polaridade positiva, portanto, pronto para a
traducdo, ndo-envelopado com tamanho de 27 a 32 nanémetros (nm) de diametro, com um
capsideo de simetria icosaédrica (Figura 1.1).

Figura 1.1. Imunomicroscopia eletrénica do virus da hepatite A (fonte: CDC, 1998)

O capsideo icosaédrico dos diferentes picornavirus é composto por 12 pentameros e
compreende varias copias das proteinas estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4. Na particula viral
do HAV, a principal proteina constituinte do capsideo é a VP1 (Figura 1.2). Recentemente,
tem sido sugerido que ndo s6 o capsideo maduro, mas também os produtos intermediarios do
processamento proteolitico desempenham papéis importantes no ciclo de multiplicacdo do



HAV (Vaughan et al., 2013). Estudos mostraram que o HAV é composto por 30% de &cido
nucleico e 70% de proteina (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 ¢ formado por uma cadeia de RNA com 7,5 quilobases (Kb) e
como todos 0s genomas dos picornavirus, pode ser dividido em trés regides, sendo, a primeira
uma regido ndo codificante na extremidade 5° (5 NC) de 732 a 740 nucleotideos, que
representa a sequéncia mais conservada do genoma viral, e possui uma proteina
covalentemente ligada (VPg), ao invés de uma estrutura CAP. Esta regido contém uma
extensa estrutura secundaria, onde esta inserido o sitio interno de ligacdo para o ribossomo
(IRES), responsavel por dar inicio ao processo de traducdo do RNA viral (Cuthbert, 2001;
Yong e Son, 2009). A segunda regido representa a unica sequéncia de leitura aberta (ORF)
que codifica todas as proteinas virais estruturais e ndo-estruturais correspondendo a maior
parte do genoma, e uma terceira regido ndo codificante na extremidade 3’ (3> NC) com 40 a
80 nucleotideos com uma cauda poliadenilada, envolvida com o fim do processo de traducéo
e da replicacdo do RNA (Costa-Mattioli et al., 2003; Pereira e Gongalves, 2003; Vaughan et
al., 2013).

A Unica fase de leitura aberta (ORF) do genoma, codifica uma poliproteina de
aproximadamente 250 kDa, que é clivada pela protease 3C, em precursores P1, P2 e P3. A

partir de P1 sdo obtidas as principais proteinas estruturais que vao formar o capsideo viral,
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VP1, VP2 e VP3. A quarta proteina (\VVP4) é essencial para a formacéo dos virions, mas néo
estd presente nas particulas maduras. A clivagem das regides P2 e P3 leva a producdo de
proteinas ndo-estruturais envolvidas no processo de replicacdo viral, na sintese de RNA e
formacdo dos virions. A regido P2 codifica a proteina 2A, que atua como uma proteina
precursora do capsideo e na morfogénese viral, a 2B que esta relacionada com a estabilidade
da membrana e 2C que possui atividade de helicase (Cohen et al., 2002). O segmento P3
contém as proteinas 3A, 3B, 3C e 3D. A proteina 3A denominda pré-VVPg, ancora a proteina
3B no HAV-RNA. A proteina 3B (VPg) desempenha um papel de iniciador (primer), e esta
envolvida na iniciacdo da sintese do RNA viral. A proteina 3C tem atividade de protease, e é
responsavel pela maioria das clivagens no interior da poliproteina. A proteina 3D é
considerada uma RNA polimerase RNA dependente, essencial no ciclo replicativo do virus
(Cuthbert et al., 2001; Costa-Mattioli et al., 2003; Vaughan et al., 2013) (Figura 1.3).

RNA o— Area aberta de leitura (ORF) —Poli A
5'NCR \L 3'NCR
Poliproteina P1 P2 P3
2[A 3A 3B
Sl?t'°5de Tvez]vea] ve1 [[28] 2¢ | |W 3ppol
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Figura 1.3. Organizacdo do genoma do HAV e processamento da poliproteina. RNA gendmico
contém uma Unica fase de leitura aberta (ORF) que codifica uma poliproteina, a qual é clivada pela
protease 3C (tridngulos vermelhos). Existem também sitios que sdo clivados por protease celulares
(seta) ou por mecanismo ainda desconhecido (losango preto). Este processamento leva a producédo das
proteinas estruturais (capsideo) e ndo estruturais (complexo de replicacdo do RNA viral) (Martin e
Lemon, 2006).



A estrutura antigénica do virus possui um nimero restrito de epitopos de sobreposicdo
que se combinam para formar um unico local antigénico dominante conservado e, como
resultado disso, todos os isolados de diferentes partes do mundo, pertencem a um unico
sorotipo. Esses epitopos sao formados por aminoacidos localizados em mais de uma proteina
do capsideo (Stapleton e Lemon, 1987; Ping et al., 1988; Ping e Lemon, 1992; Nainan et al.,
1992). O sitio antigénico dominante do HAV é composto por residuos de VP1 e VP3
(Mattioli et al., 1995). Um segundo sitio antigénico é o sitio de ligacdo da glicoforina, na qual
0 HAV pode se ligar aos eritrdcitos, levando a hemaglutinacdo. Este processo é otimizado em
pH acido, mas fica prejudicado em pH fisiolégico. Isto sugere que o HAV evoluiu para
escapar da ligacdo aos eritrocitos e, consequentemente, da eliminacéo do organismo (Sanchez
et al., 2004; Costafreda et al., 2012).

Apesar desta uniformidade antigénica, o HAV exibe diversidade genetica suficiente
para definir diferentes gendtipos e subgendtipos que apresentam uma distribuicdo geografica
especifica. Sete gendtipos, | a VII, foram inicialmente identificados utilizando sequéncias da
juncdo das regides VP1/2A, mas recentemente foram reclassificados em seis genotipos, | a
VI, com base em sequéncias derivadas a partir da regido VP1 completa. Os genotipos foram
definidos pelas sequéncias, diferindo um do outro por pelo menos 15% de variacdo de
nucleotideos e o0s subgendtipos diferem por 7,0-7,5% de variacdo de nucleotideos. Os
gendtipos I-111 tém sido associados com infec¢es em seres humanos, enquanto 0s genotipos
IV-VI sé@o de origem simia (Nainan et al., 2006; Yong e Son, 2009; Vaughan et al., 2013). A
maioria das cepas humanas sdo do gendtipo I, que é dividido em dois subgenotipos, A e B
(De Paula et al., 2002; Vaughan et al., 2013). Recentemente, um novo subgenotipo C foi

proposto para o gendtipo | (Vaughan et al., 2013).

Os gendtipos e subgendtipos do HAV apresentam uma distribuicdo geografica
particular. Em todo o mundo, o genétipo | é o mais prevalente, com o subgenétipo 1A sendo
mais comum do que IB. Isolados do gendtipo Il foram inicialmente identificados na Franca
em 1979 e na Serra Leoa. No entanto, a deteccdo desse genotipo € raramente relatada. O
gendtipo 11l tem uma distribuicdo global e estirpes pertencentes a esse gendtipo foram
identificadas em paises da Asia e Europa, bem como em Madagéscar e EUA (Vaughan et al.,
2013).



1.3.2.Ciclo de multiplicacdo e replicacdo viral

O que ocorre com o virus no aparelho digestivo apds a ingestdo, ainda ndo esta bem
estabelecido. O virus € absorvido podendo infectar células epiteliais da mucosa digestiva onde
prolifera, logo apés cai na corrente sanguinea e chega aos hepatdcitos, pela circulagdo portal e
pela circulacdo sistémica. O processo de internalizacdo da particula viral ocorre através de
endocitose mediada por receptor e esta pode ser inibida por bloqueadores de acidificacdo
endossomal como a cloroquina. Estes receptores sdo glicoproteinas integrais de ligacdo
presente na superficie 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 replicagdo do HAV ocorre somente em hepatocitos e
células epiteliais gastrointestinais in vivo, embora a infeccdo em cultura de celulas e em
linhagens celulares de replicacao fora dos hepatdcitos seja bem documentada (Cuthbert et al.,
2001). O virus também é eliminado na saliva, na maioria dos pacientes com hepatite A, e

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

O virus penetra na célula hospedeira, e através de mudancas desencadeadas pelo
ambiente citoplasmatico, ele perde o capsideo viral (desnudamento) promovendo a liberacéo
do RNA viral no interior do citoplasma, este pode agir diretamente como RNAm. A sintese da
poliproteina comeca a partir do direcionamento do RNA viral ao ribossomo pelo sitio interno
de ligagdo ribossomal (IRES) situado na regido 5° NC do genoma, sendo responsavel pelo
inicio da traducdo, que ocorre por um processo independente de CAP (Yong e Son, 2009). A
maioria dos picornavirus afeta a sintese de proteinas da célula hospedeira para promover uma
traducdo mais eficiente do seu RNAm viral. Este processo é mediado pela clivagem
proteolitica do fator de iniciacdo 4G (eukaryotic translation initiation factor 4G ou elF4G),
induzindo assim um desligamento completo da traducdo do RNAm da célula hospedeira
(Redondo et al., 2012). Entretanto, ao contrario de outros picornavirus, a traducdo de
proteinas virais do HAV se inicia na presenca do fator de iniciacdo G4 intacto (Borman e

Kean, 1997). Desta forma, o HAV tem que competir com o hospedeiro pelo uso da



maquinaria celular, fato que explica sua replicagdo lenta em cultura celular e a auséncia de
efeito citopatico (Lemon et al., 1992; Totsuka e Moritsugu, 1999; Pinté et al., 2007).

O RNAm viral sera entdo traduzido na poliproteina descrita anteriormente que apés
uma série de clivagens dara origem as proteinas ndo-estruturais e estruturais do HAV (Martin
e Lemon, 2006). Além disso, 0 RNA gendmico serve de intermediario para a sintese de um
RNA complementar de polaridade negativa. Esse por sua vez serve de molde para a sintese de
novas moléculas de RNA de polaridade positiva, catalisada principalmente pela RNA
polimerase RNA dependente. Uma vez que as proteinas estruturais ja foram formadas no
citoplasma da célula, inicia-se o processo de formagdo da particula viral, podendo ou néo
conter o RNA viral infeccioso (particula defectiva), a partir de entdo, 0 virus inicia 0 processo
de evasdo da celula, geralmente sem causar a lise celular (Cuthbert et al., 2001; Vaughan et
al., 2013) (Figura 1.4).

As particulas virais aparecem na bile e sangue, presumivelmente, sendo liberadas
através da membrana apical do hepatocito para o canaliculo biliar e através da membrana
basolateral para a circulacdo sanguinea. O mecanismo de liberacdo e secrecdo viral €
desconhecido, mas claramente ndo é dependente da destruicdo das células, uma vez que altos
titulos virais estdo presentes nas fezes antes de haver qualquer evidéncia de necrose dos
hepatocitos. Devido a alta carga viral eliminada nas fezes, é nesta fase que ocorre o pico da
infectividade (Cuthbert et al., 2001; Pereira e Gongalves, 2003; Vaughan et al., 2013).



Canaliculo Biliar

Figura 1.4. Esquema representativo do ciclo de replicacdo do HAV. (a) O virus se liga aos hepatécitos
via interacdo com seu receptor celular (b) Liberacdo do RNA no citoplasma. (¢) Tradugdo da
poliproteina. (d) Processamento da poliproteina através de uma série de clivagens. () As proteinas
nao-estruturais formam o complexo de replicagdo em membranas intracelulares e ligam-se a porgao 3’
do RNA, iniciando a sintese da copia de sentido negativo. (f) Algumas dessas cdpias servem como
molde para a sintese de maltiplas copias do RNA positivo. (g) Algumas dessas novas fitas positivas
séo recicladas para nova sintese de RNA ou traducdo. (h) Outras moléculas sdo empacotadas pelo
capsideo recém formado. (i) Eliminacdo das particulas virais através da membrana apical do
hepat6cito (Adaptado de Martin e Lemon, 2006).

1.4.Formas de transmissdo da hepatite A

A principal via de transmissdo do HAV é pela via fecal-oral, incluindo o
contato pessoa-a-pessoa € a ingestdo de alimentos ou agua contaminados por fezes de

individuos infectados. As rotas comumente relatadas de origem alimentar associada a hepatite
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A provem de mariscos, legumes e frutas, onde o consumo de marisco seria responsavel por
50% dos casos de hepatite A transmitidas por alimentos (Yong e Son, 2009). O HAV é
estavel a temperatura ambiente por uma semana e a pH baixo (1,0) e sua inativagdo em
alimentos requer o aquecimento a 85°C durante um minuto e a desinfeccdo de superficies é
feita através do contato com uma dilui¢do de 1:100 de hipoclorito de sédio durante um minuto
(Scholz et al., 1989). Estas caracteristicas do virus explicam a sua capacidade de sobreviver
no ambiente e ser transmitida por alimentos contaminados e dgua potavel. Resisténcia a pH
acido e detergentes também explicam a sua capacidade de transitar através do trato
gastroinstestinal e do trato biliar (Martin e Lemon, 2006).

A 4gua ndo tratada pode ser um veiculo de disseminacdo de virus e bactérias. O
Ministério da Saude, atraveés da Portaria n°518/2004, que define sobre a vigilancia da
qualidade da &gua para consumo humano e seu padréo de potabilidade, estabelece a utilizacéo
de testes com bactérias do grupo coliforme como indicador especifico de contaminacao fecal
e recomenda que a concentracdo de cloro residual livre, que indica a capacidade residual de
desinfeccdo da agua, seja 2,0 mg/L (Brasil, 2005). No entanto, 0 HAV possui resisténcia ao
tratamento com cloro (WHO, 2000b) e persiste por mais tempo no ambiente do que as
bactérias entéricas. Deste modo, os padrdes bacteriologicos ndo sdo Uteis para avaliar a

qualidade virologica de qualquer tipo de agua (Bosh, 1998).

A transmissao da hepatite A também pode estar associada a pratica homossexual (Katz
et al., 1997; De Paula et al., 2012), porém altas taxas de soroprevaléncia da infeccdo pelo
HAV sdo associadas com o contato oral-anal independente da orientacdo sexual (Cuthbert,
2001). Em raras ocasifes, a infeccdo tambem pode ser transmitida através de transfuséo de
sangue ou hemoderivados provenientes de doadores infectados durante a viremia (De Paula et
al., 2012).

A transmissdo pessoa-pessoa também € um importante modo de transmissao
responsavel 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 salude publica, exigindo a investigacdo da etiologia e medidas de acdo rapida
para controlar a infeccdo. Os surtos de hepatite A também tém sido associados com alimentos
crus, como moluscos bivalves contaminados, salada ou frutas, e alimentos cozidos que séo
muitas vezes contaminados pela agua com fezes em sua area de cultivo ou durante a

preparacdo através do contato com superficies contaminadas por residuos fecais ou
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manipuladores de alimentos infectados (Yong e Son, 2009). Existe uma relevante transmisséo
do HAV no ambiente doméstico, o que apoia a necessidade da implementacdo da vacina
contra hepatite A, ndo s6 em criancas, mas também em contatos domiciliares suscetiveis,
como meio de evitar a propagacdo da doenca e reduzir o impacto da mesma sobre 0s
individuos suscetiveis em contato com pessoas infectadas (Lima, 2014). Devido a importancia
de surtos de hepatite A no ambiente intradomiciliar, a vacinagdo dos contactantes de casos
indice foi parte da estratégia de controle de um surto ocorrido na Argentina durante os anos de
2003-2004 (Vizzotti et al., 2015).

1.5.Patogénese da infeccéo e aspectos clinicos da Hepatite A

A hepatite A € uma doenca infecciosa aguda, auto-limitada, e pode produzir efeitos
que vao desde a auséncia de sintomas a morte por hepatite fulminante. Os mecanismos
responsaveis pela grande variedade na severidade da doenca causada na infeccdo pelo HAV
ndo sdo bem compreendidos. E geralmente aceito que os fatores de viruléncia associados a
determinadas linhagens virais e diferentes fatores do hospedeiro, como idade, sexo e raca irdo

determinar os desfechos clinicos da doenca (Vaughan et al., 2013).

A cinética bioquimica, imunoldgica e viroldgica durante a infec¢do pelo HAV foram
determinados na infeccdo experimental de primatas ndo humanos e na infeccao natural do ser
humano (Figura 1.5). O HAV ¢ principalmente hepatotrédpico, ele replica no figado, produz
uma viremia, e é excretado na bile e eliminado nas fezes das pessoas infectadas. As fezes
podem conter até 10° virions infecciosos por grama e sdo a fonte priméria de infecgdo. O pico
da excrecdo fecal, e, portanto, da infecciosidade, ocorrem antes do aparecimento da ictericia,
dos sintomas, ou da elevacdo das enzimas hepaticas e depois declina quando a ictericia
aparece. Em comparacdo com adultos, criancas e bebés podem excretar o virus por longos
periodos, ou seja, até varios meses apds o inicio da doenca clinica (Nainan et al., 2006). A
concentracdo do virus no soro é de 2 a 3 log10 unidades menor que a concentracao nas fezes
(Cohen et al., 1989; Bower et al., 2000) e varia em média de 10% a 10° cépias/mL (Costa-
Mattioli et al., 2002b; Hussain et al., 2006).
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Figura 1.5. Cinética imunoldgica, bioquimica e virolégica durante a infeccdo causada pelo
HAYV (Fonte: De Paula 2012).

A hepatite A pode ser dividida em quatro fases clinicas: (a) periodo de incubacéo, (b)
fase pré-ictérica ou periodo prodrémico, (c) fase ictérica e (d) fase de convalescéncia. O
periodo de incubacgédo ou pré-clinico dura cerca de 10 a 50 dias, com média de 30 dias apds o
contato com o virus. Neste periodo, a infeccdo permanece assintomatica, mesmo quando a
replicacdo do virus e a trasmissibilidade sdo uma grande preocupacao (Cuthbert, 2001; WHO,
2000b).

A fase prodrémica ou pré-ictérica dura em geral de 5 a 15 dias, podendo se prolongar
por semanas e é caracterizada pelo aparecimento dos primeiros sintomas inespecificos, tais
como perda de apetite, fadiga, anorexia, nausea, vomitos, dor abdominal, febre, diarréia e
coldria (WHO, 2000b). Essas manifestagdes ndo podem ser distinguidas daquelas que
ocorrem em outras infeccbes virais, e se ndo houver desenvolvimento de ictéricia o
diagnostico sera feito através da constatacdo dos nives elevados das enzimas séricas e dos
testes soroldgicos (Pereira e Gongaves, 2003).
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A fase ictérica possui uma duragdo variada, podendo ser de 4 a 29 dias, esta fase é
caracterizada pela deposicdo de bilirrubina na pele e mucosa, que assumem coloragédo
amarelada e geralmente, também ocorre collria e hipocolia nesta fase. Podem ocorrer
hepatomegalia dolorosa em 85% dos casos e esplenomegalia em 15% dos casos. Também
podem ocorrer manisfestacbes extra-hepaticas como hemolise, colecistite acalculosa e
faléncia renal aguda (Cuthbert, 2001). ComplicacBes neuroldgicas, tais como, Sindrome de
Guillian Barré, meningite asséptica, meningoencefalite e manifestacbes hematoldgicas como
anemia aplasica e hemolitica, também ja foram relatadas (Pereira e Gongaves, 2003;
Fernandez et al., 2006).

A viremia ocorre dentro de 1 a 2 semanas ap0s a exposicdo ao HAV e persiste ao
longo do periodo de elevagéo das enzimas do figado. A liberagdo do virus nas fezes dura de 3
a 6 semanas durante o periodo de incubacéo, se estendendo para os primeiros dias da doenca,
seguido por aumento das enzimas hepaticas e aparecimento dos anticorpos (Nainan et al.,
2006).

No periodo de convalescenca os sintomas clinicos desaparecem gradativamente, sendo
encontradas apenas algumas alteracGes enzimaticas (Silva, 2003). A resolu¢do da doenga é
lenta, porém a recuperacdo do paciente é completa (WHO, 2000b). Ndo ha nenhuma
evidéncia de doenca hepética cronica ou de infeccdo persistente. No entanto, 15 a 20% dos
pacientes podem ter a doenca prolongada ou reincidente com a duracdo de 6 meses, e 0 HAV
pode ser detectado no soro desses pacientes de 6 a 12 meses apos a infec¢do. O quadro clinico
do paciente esta diretamente relacionado a idade. Em criancas menores de 6 anos apenas 10%
apresentam ictericia, ja criancas acima de 6 anos em média 45% apresentaram ictericia e, em
adultos em média 75% podem apresentar ictericia (Ferreira e Silveira, 2004). Alguns adultos
infectados ndo apresentam qualquer sintoma, enquanto outros podem experimentar doenca
leve gripal, hepatite fulminante, ou insuficiéncia hepatica aguda grave (Poovorawan et al.,
2013).

Em raras ocasifes, a infeccdo pelo HAV pode resultar em hepatite fulminante, isto &,
insuficiéncia hepatica aguda com encefalopatia e coagulopatia. Pacientes com doenca
hepética crénica tém um risco aumentado de desenvolver esse tipo de hepatite (Rezende et al.,
2003; Nainan et al., 2006). Além disso, outros fatores que pre-dispdem ao desenvolvimento

da hepatite fulminate incluem a idade, doenca hepética subjacente, co-infeccdo com outros
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virus hepatotropicos e a ingestdo de paracetamol. A mortalidade é rara e mais frequente em
pacientes com mais de 50 anos. O nimero de casos de hepatite A fulminante em criangas
parece estar aumentando e varios casos ja foram relatados na Argentina (Conference Report,
2010) e no Brasil (Santos et al., 2009).

1.6.Resposta imunoldgica ao HAV

O HAYV induz tanto a resposta imune humoral como celular, sendo ambas essenciais
no mecanismo de defesa e eliminacdo da infec¢do. A imunologia da hepatite A é importante
por dois motivos: pelo desenvolvimento de testes diagndsticos que confirmam a infeccdo pelo
HAYV depende da producdo de anticorpos neutralizantes gerados pela resposta humoral e pela
manifestagcdo da doenca que, com o surgimento dos sinais clinicos esta fortemente associada

com a resposta imune celular (Cuthbert, 2001).

Uma resposta imune humoral as proteinas estruturais do HAV ocorre antes do inicio
dos sintomas. Os anticorpos da classe IgM (anti-HAV IgM) sdo 0s mais precoces, nas
infeccdes naturais e/ou nas experimentais, aparecendo junto com as primeiras manifestacdes
clinicas, entretanto podendo aparecer no fim da primeira semana da doenca. Esses anticorpos
persistem na maioria dos pacientes, por até 4 meses; poucos casos podem ter IgM persistente
por até um ano. Geralmente as manifestacdes clinicas desaparecem antes do desaparecimento
da IgM. Os anticorpos IgG (anti-HAV 1gG) aparecem apds a primeira semana de doenca e
persistem provavelmente por toda a vida, ainda que em titulos mais baixos, gerando memoria
sorolégica (Pereira e Gongalves, 2003; Nainan et al., 2006). Os anticorpos IgA (anti-HAV
IgA) também aparecem precocemente e desaparecem em alguns meses, porém sua
participacdo na resisténcia a infeccdo ndo é conhecida. Ao contrario de outros membros da
familia Picornaviridae, 0 HAV parece ndo provocar uma resposta imune intestinal eficaz
(Stapleton et al., 1991).

Os anticorpos neutralizantes reconhecem um ndmero pequeno de epitopos nos
fragmentos altamente conservados VP1 e VP3 e, possivelmente VP2, todos constituindo
proteinas do capsideo (Walker et al., 2015). Anticorpos contra proteinas ndo-estruturais do
HAV também sdo produzidos, embora o seu papel na manutencdo da imunidade seja

provavelmente menos importante do que o de anticorpos para 0s antigenos da capsideo,
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devido a sua baixa concentracéo e falta de capacidade de neutralizagdo. Os anticorpos para as
proteinas ndo estruturais foram detectados em seres humanos e chimpanzés infectados

experimentalmente, mas estdo ausentes em individuos vacinados (Nainan et al., 2006).

A resposta imune celular contra 0 HAV é guiada principalmente pelos linfécitos T
CD8+ citotoxicos, que atacam e destroem as células infectadas. A auséncia de casos de
doenca crénica em humanos indica que esse tipo de resposta é eficiente no reconhecimento e
combate ao virus. Apesar da sua importancia na eliminacdo do virus, a resposta imune
mediada por célula é relatada como a causa do dano hepatocelular na doenca aguda e
consequentemente dos sintomas relacionados (Cuthberth, 2001; Vaughan et al., 2013).

1.7.Epidemiologia

As hepatites virais tém distribuicdo universal e a magnitude dos diferentes tipos varia de
acordo com cada regido. A sua importancia deve-se ao elevado namero de individuos
atingidos em todo o mundo e pelo risco de complicacdes das formas agudas e crdnicas
(Brasil, 2008).

O HAV ¢é o mais frequente causador de hepatite aguda no mundo. A Organizacao
Mundial de Saude estima que 1,5 milhdes de casos clinicos de HAV ocorram globalmente a
cada ano. No entanto, evidéncias sorologicas sugerem que dezenas de milhdes de novas
infeccdes ocorrem anualmente (Vaughan et al., 2013). Quatro padrdes principais de infec¢éo
pelo HAV podem ser descritos com base na prevaléncia de anticorpos anti-HAV totais por
idade, que resultam em tracos caracteristicos da epidemiologia da hepatite A, incluindo taxas
de doenca e de transmissdo predominante, estes variam de alta endemicidade para muito
baixa, onde os niveis se correlacionam com o status da economia, saneamento ambiental,
condicdes socioeconbmicas e higiénicas de cada area geogréafica (Vitral et al., 1998; Yong e
Son, 2009) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Distribuicdo geogréafica dos padrbes de endemicidade da hepatite A.(Fonte: adaptado de
Jacobsen e Wiersma 2010).

A incidéncia da hepatite A varia muito de pais para pais e esta associada a fatores socio-
econémicos que impactam na qualidade do saneamento e acesso a agua potavel. Em paises
onde as condi¢bes sanitarias sdo precarias, a maioria das criangas se infecta antes de
completar um ano de idade e a infeccdo tende a ser assintomatica. Nessas areas, a populacao
jovem e/ou adulta ja esta imune a doenca. Nos paises desenvolvidos, onde as condi¢cfes
higiénico-sanitarias sdo melhores e ndo ha contato com o virus durante a infancia, os
individuos adultos sdo susceptiveis e desenvolvem a infec¢cdo sintomatica, o que pode levar a
ocorréncia de surtos de hepatite A, entre a populacédo geral. Nos paises em transicdo, como o
Brasil, onde vem ocorrendo uma mudanga no perfil epidemiolégico da doenga, devido a
melhorias de saneamento e saude publica, esta ocorrendo uma queda na infeccdo pelo HAV
durante a primeira infancia e um deslocamento da infeccéo para faixas etéarias mais elevadas,
como adultos e adolescentes, acarretando um aumento na morbidade e mortalidade da doenca
(Yong e Son, 2009; Brasil, 2012; Vaughan et al., 2013).

Existem diversas caracteristicas no Brasil em termos geogréaficos, climaticos, econémicos

e de origem étnica da populagdo e todas essas diferencas interferem na epidemiologia das
16



doencas (Clemens et al., 2000).Vérios estudos de soroprevaléncia tem demonstrado uma
queda de anticorpos anti-HAV na populagdo brasileira. Um estudo realizado no Rio de
Janeiro, envolvendo duas populaces diferentes, demostrou que a soroprevaléncia de
anticorpos anti-HAV em criangas menores de 5 anos, que era de 98,1% em 1978, diminuiu
para 7,8%, em 1995. Um Inquérito de base populacional sobre a soroprevaléncia das
infecgBes pelos virus das hepatites A, B e C, realizado entre 2004 e 2009, envolvendo
individuos de 5 a 69 anos residentes das 27 capitais brasileiras evidenciou que o pais
encontra-se em fase de transicdo quanto ao padrdo epidemiolégico da hepatite A,
apresentando areas de endemicidade intermediaria (Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Distrito
Federal) e areas de baixa endemicidade (Sudeste e Sul) (Brasil, 2012). Um estudo publicado
por Ximenes e colaboradores (2014) demonstrou que o risco de infec¢do pelo HAV foi maior
para criangas e adolescentes até a idade dos 25 anos nas regibes de endemicidade
intermediaria, sendo a idade média de infeccdo de 13,8 anos nas areas de endemicidade
intermediaria e 19,4 anos nas areas de baixa endemicidade. Esses resultados suportam a
mudanca de prevaléncia em direcéo a niveis de endemicidade intermediaria e baixa no Brasil,
com a consequente mudanca do risco de infeccdo para faixas etarias mais elevadas (Figura
1.7).

A maior parte dos casos registrados no periodo de 1999 a 2011, foi nas Regides Nordeste
(31,2%) e Norte (23,3%) e segundo dados notificados no Sistema de Informacao de Agravos
de Notificacdo (Sinan) foram registrados 138.305 casos confirmados de hepatite A no Brasil
(Brasil, 2012) (Figura 1.8).
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Figura 1.7. Padrdo epidemioldgico da hepatite A no Brasil de acordo com seus niveis de

endemicidade nas macro-regides brasileiras (Adaptado de Ximenes et al., 2014).
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Figura 1.8. Distribuicdo percentual de casos confirmados de hepatite A segundo regido de residéncia.
Brasil, 1999-2011 (Brasil, 2012).

1.8. Profilaxia e prevencéo

Todas as decisOes relativas a prevencao da hepatite A devem considerar a imunobiologia
da doenca e as principais vias de transmissdo. As medidas de controle mais eficazes devem
evitar a contaminacdo fecal das médos, alimentos, agua ou outras fontes por individuos
infectados antes de sua doencga clinica tornar-se evidente. Assim, a medida de controle mais
critica é a lavagem das maos adequadamente apds as evacuacOes e antes de preparar
alimentos, e evitar praticas de trabalho que facilitam a contaminacdo das maos ao cuidar de
criangas menores de 2 anos. A importancia destas medidas ndo pode ser subestimada, porque
a higiene pessoal das criancas é muitas vezes dificil de controlar, devem ser impedidos 0s
contatos proximos com seus companheiros suscetiveis durante as 2 primeiras semanas da

doenca ou, pelo menos, uma semana apos o inicio da ictericia (Hollinger e Emerson, 2007).

1.9.A vacina contra hepatite A
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A hepatite A pode ser prevenida pela utilizacdo da vacina especifica contra o virus. A
primeira vacina contra hepatite A comecou a ser comercializada em 1992. Desde entdo, varias
vacinas de virus inteiros inativados foram disponibilizadas. Virus adaptados em cultura de
células (atenuados) sdo produzidos por crescimento em fibroblastos humanos, purificados e
inativados por formalina (Brasil, 2005; Brasil, 2012; Ott et al., 2012). Estdo disponiveis no
mercado duas vacinas eficazes contra a hepatite A compostas por virus inativados por
formalina que sdo a HAVRIX® (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgica) e a
VAQTA® (Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, NJ, EUA) (Werzberger et al., 1992).

Nos paises de alta endemicidade, programas de vacinacdo em larga escala contra a
hepatite A ndo sdo recomendados, visto que a infecgcdo é assintomatica em criangas menores
de 5 anos de idade e gera imunidade de longa duragdo. Em paises de endemicidade
intermediaria onde uma proporcao relativamente grande da populacdo adulta é suscetivel ao
HAV, e onde a hepatite A representa um 6nus significativo em saide publica, a OMS
recomenda que a vacinagdo infantil em larga escala possa ser considerada como um
complemento a educacdo em saude e ao saneamento basico. Em regides de baixa
endemicidade, a vacinacdo é indicada para individuos com maior risco de infeccdo, como 0s

viajantes para areas de endemicidade alta ou intermediaria. (Vaughan et al., 2013).

O Programa Nacional de ImunizacBes (PNI) ampliou o Calendario Nacional de
Vacinacdo em 2014, com a introducdo da vacina inativada para hepatite A segundo a
PORTARIA N° 2, DE 18 DE JANEIRO DE 2013. O Ministério da Saude introduziu o
esquema vacinal com dose unica no calendario nacional de vacinagdo para criangas a partir de
12 meses até menores de 2 anos (1 ano, 11 meses e 29 dias), que comegcou a Ser
disponibilizada em janeiro de 2014 (Ministério da Saude, 2013).

A mesma estratégia de dose Unica também foi adotada na Argentina em junho de
2005. Essa estratégia de dose unica foi escolhida com base na elevada resposta imunologica
que pode ser alcancada nos individuos vacinados em 4-6 semanas ap0s a primeira dose; a
protecdo de longa duracdo induzida pela resposta de memdria imunoldgica e, por ultimo, a
expectativa de que, esta estratégia interromperia a transmissdo, ndo s em criancas, mas em
outras faixas etarias, devido a protecdo de rebanho que tem sido documentada em outros

paises, além da Argentina (Vizzotti et al., 2015).
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As vacinas inativadas para hepatite A provaram estar entre as mais imunogénicas,
seguras e bem toleradas. Todas sdo semelhantes em termos de protecdo contra o virus e seus
efeitos colaterais. Aproximadamente 100% das pessoas desenvolvem niveis protetores de
anticorpos contra o virus no prazo de um més apds uma Unica dose da vacina (Ministério da
Saude, 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 criangas (Figura 1.9).

LABORATORIO APRESENTACAD COMFPOSICAD TMUNOBIOLOGICD)
PRODUTOR ILUSTRACAO

Cada doese de 05 ml contm

aproxmadamente 35 U do antigeno
VAQTA -Frasco-ampola  do virus da hepatite A, 0,225 me de
[Merck Sharp & Dobme) aluminio na forma de sulfato de

hidrexifostato de alumnio amorfo
Suspensdoe injetavel - fasco e 35 mog de borato de sodio como
anpols - monodese de 0,5 ml, estabilizador de pH, em clereto de
Jcada dose sodio a 0.9%.

MERCE SHARP &
DOHME

Figura 1.9. Forma farmacéutica, apresentacdo e composicdo da vacina contra hepatite A. Fonte:
Ministério da Saude, 2013.

A analise de custo-efetividade de diferentes estratégias de vacinacdo nos Estados
Unidos revelou que a triagem para I1gG anti-HAV foi menos dispendiosa do gque a vacinacgéo,
quando a prevaléncia de anti-HAV I1gG excedeu 35% e o custo do teste sorolégico foi menor
que 25 dolares (~ R$100,00) (Saab et al., 2000). Até 0 momento, ndo ha nenhum estudo sobre
custo-efetividade da vacinacdo no Brasil. Recomenda-se a aplicacdo da vacina a grupos de
risco, segundo os critérios do Programa Nacional de ImunizacGes do Ministério da Saude
(2005), incluindo pessoas com hepatopatias cronicas, suscetiveis a hepatite A; portadores de
HBV; criancas menores de 13 anos com AIDS; individuos com imunodepressao terapéutica;

candidatos a transplante de 6rgéo solido e profissionais de saude.

1.10.Diagnéstico laboratoérial da hepatite A

O diagnostico bioquimico das hepatites virais € estabelecido por testes de funcdo
hepética, principalmente pelos niveis séricos de enzimas hepaticas intracelulares alanina-

aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase (AST) que sdo marcadores de agresséo
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hepatocelular, e pela determinacdo dos niveis séricos de bilirrubina. Apesar de serem
indicadores sensiveis do dano do parénquima hepatico, o diagndstico clinico e bioquimico
ndo sdo especificos para diferenciar o tipo de hepatite. Os exames especificos para o
diagndstico do tipo de infec¢do sdo os soroldgicos e os de biologia molecular (Cuthbert et al.,
2001; Brasil, 2005).

O HAV pode ser mantido em varios tipos de células de origem humana e ndo-humana,
incluindo celulas primarias e secundérias 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 picornavirus, 0 HAV de origem humana requer um longo periodo de adaptacdo
antes de crescer em cultura de células, e uma vez adaptado, produz uma infecgéo persistente e
se tornam atenuados (Feinstone et al., 1983). O HAV replica em cultura celular sem sinais
citopaticos de infeccéo, fato que determina a utilizacao de testes imunolégicos ou moleculares

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

A resposta imune humoral tem o papel importante no diagndstico da infeccdo pelo
HAYV e na diferenciacdo da hepatite A a partir de outros tipos de hepatite viral. O diagndstico
sorolégico para a hepatite A é feito através da presenca de anticorpos imunoglobulina M
(IgM), contra 0 HAV (anti-HAV IgM) que pode ser detectado no soro por um periodo de 10 a
16 semanas, com pico entre a quarta e sexta semana, confirmando a infec¢do recente pelo
virus. Os anticorpos 1gG anti-HAV (anti-HAV 1gG) aparecem logo depois de IgM, persistem

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

Nos testes soroldgicos, a presenca de anticorpos da classe IgM é fundamental para
realizar o diagndstico da infeccdo aguda (Cuthbert, 2001), composta principalmente de
anticorpos contra proteinas do capsideo. Diversos métodos tém sido utilizados para detectar as
classes de anticorpos virus-especificos, incluindo radioimunoensaio (Purcell et al., 1976),
ligacdo imunoquimica (Huang et al., 1979), ensaio imunoenzimatico (EIA) (Delem, 1992),
imunoblotting (Wang et al., 1996) e teste rapido (Lee et al., 2010). Os titulos de anticorpos
anti-HAV IgM geralmente aumentam rapidamente entre 4 e 6 semanas apds a infeccdo e
entdo declinam a niveis indetectaveis 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 ¢ disponivel comercialmente (Poddar et al., 2002).
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InfecgBes prévias pelo HAV ja resolvidas ou mesmo contato do hospedeiro com o
virus sdo diagnosticadas pela presenca de IgG anti-HAV no soro. No entanto, testes
comerciais competitivos detectam anticorpos totais (anticorpos I1gG e IgM) circulantes. A
associagdo da presenca de anticorpos anti-HAV totais e a auséncia de anticorpos IgM anti-
HAYV pode ser usada para diferenciar uma infeccdo passada de uma infeccdo recente (Nainan
et al., 2006). A deteccédo de anticorpos IgG anti-HAV também é bastante utilizada em estudos
de prevaléncia da infeccdo pelo HAV na populagéo (De Paula, 2012).

O diagnostico através da amplificacdo do material genético por nested-PCR €
atualmente o método mais sensivel e amplamente usado para deteccdo do RNA do HAV em
diferentes tipos de amostras (soro, plasma, suspensédo fecal e amostras ambientais), e tem um
papel importante no diagndstico precoce da infeccao, visto que 0 RNA viral estéd presente no
sangue antes do inicio das elevacfes das enzimas hepaticas e do aparecimento dos anticorpos
para 0 HAV. A deteccdo do HAV RNA também pode ser (til 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 detec¢do, quantificacdo e genotipagem do
RNA viral sdo realizadas principalmente em amostras de soro, devido a presenca de
inibidores nas fezes que podem interferir na deteccdo do material genético do virus, tais como
0s sais biliares, produtos de degradacdo da hemoglobina e polissacarideos complexos que

podem interferir com o sistema enzimatico utilizado para amplificacdo (De Paula, 2012).

O diagndstico molecular pode basear-se na amplificacdo da regido 5' ndo codificante
(5'NC), e nas regides VP1, VP3 ou VP1/2A. A regido 5'NC € a regido mais conservada do
virus e € utilizada para deteccdo do genoma do HAV, enquanto que as regides da VP1, VP3 e
VP1/2A sdo usadas para deteccdo do RNA viral e para o estudo da variabilidade genética.
Para confirmar o diagnostico, € recomendado a amplificacdo de mais de uma regido 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 deteccdo e
quantificacdo do HAV em amostras bioldgicas e ambientais. Este método melhora a precisao
e sensibilidade da PCR tradicional, por adi¢cdo de uma sonda marcada com fluorescéncia de

modo que o gene alvo possa ser detectado e quantificado sem verificacdo subsequente. Entre
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as varias estratégias de PCR quantitativos disponiveis, aqueles com base na monitorizagdo em
tempo real da reacdo de amplificacdo séo os mais precisos (Villar et al., 2007). As reagGes de
amplificacdo por PCR em tempo real para 0 HAV sdo baseadas na amplificacdo de um
fragmento altamente conservado da regido 5' NC do genoma e podem ser utilizadas para
quantificar o RNA viral no soro, saliva, fezes, &guas 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 infeccédo, especialmente sobre a duragdo da viremia e a deteccéo de
HAV em fluido oral, amostras de fezes e soro por um periodo muito mais longo do que o
inicialmente descrito para outras metodologias. A detec¢do do intermediario replicativo
(cadeia negativa) do HAV por PCR em tempo real é util para monitorizar a replicacdo viral in
vitro e in vivo (Costa-Mattioli et al., 2002b; De Paula, 2012).

A técnica de sequenciamento de &cidos nucleicos pode ser realizada para confirmar a
especificidade da PCR, para identificar e genotipar o virus. O sequenciamento de acidos
nucléicos de regibes selecionadas do genoma do HAV, como a regido VP1/2A e a regido VP1
completa, também tem sido utilizado para determinar relagcdes genética entre os isolados (De
Paula et al., 2004a; Nainan et al., 2006; Toyoda et al., 2009).

1.10.1.Imunocromatografia

Os testes imunocromatograficos ou testes rapidos, também chamados de ensaios de
fluxo lateral ou ensaios de fita, sdo utilizados para analises qualitativas e semi-qualitativas na
deteccdo de diferentes patdgenos e substancias como hormonios e pesticidas (Van et al.,
1993; Chiao et al., 2004).

Geralmente, os testes rapidos apresentam metodologia simples, utilizando antigenos
virais fixados em um suporte sélido (membranas de celulose ou nylon, latex, microparticulas
ou cartelas plasticas) e sdo acondicionados em embalagens individualizadas, permitindo a
testagem individual das amostras. Podem haver variacbes de formato dos testes
imunocromatogréaficos, podendo ser de fluxo vertical (Figura 1.10), fluxo lateral (Figura

1.11), entre outros (Posthuma-Trumpie et al., 2009).
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Almofada Absorvente

Area Teste

P

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

Vista de Cima
Janela de Aplicacdo Janela de Leitura

Nanoparticulas
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Almofada Conjugada
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Almofada Absorvente

Vista de Baixo

Figura 1.11. Esquema de imunocromatografia de fluxo lateral em formato de sanduiche (Adaptado de
Posthuma-Trumpie et al., 2009).

No presente trabalho foi utilizado um ensaio imunocromatogréafico de fluxo lateral que
consiste em uma membrana de nitrocelulose ou de nylon na qual estdo imobilizados antigenos
contra o0 HAV, uma membrana absorvente, que esta sob a membrana de nitrocelulose e um

conjugado que geralmente é composto de ouro coloidal ligado a anticorpos anti-HAV
25



(imunoglobulinas) (Figura 1.12). Quando a amostra e a solu¢do tampdo sdo colocados no
local indicado na membrana, os anticorpos da amostra fluem lateralmente pela membrana,
onde se inicia a ligacdo com o conjugado, e prosseguem em direcdo a area de teste (T). Na
area T, o complexo anticorpo-conjugado se liga aos antigenos do virus, formando uma linha
(ou banda) colorida (Chan, 2003).

Amostra teste

Membrana
imunorreativa

Almofada
absorvente

Figura 1.12. Esquematizacdo do corte lateral do ensaio imunocromatografico de fluxo lateral (Chan,
2003).
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II.RELEVANCIA DO ESTUDO

Mundialmente, a infeccdo pelo HAV € a forma mais comum de hepatite aguda (Martin e
Lemon, 2006). A faléncia hepatica fulminante € uma complicacdo causada por este virus, e
embora rara ocorrendo com frequéncia, de 0,5% a 1% dos casos, apresenta uma taxa de
mortalidade de até 80% dos casos ndo transplantados (O'grady et al., 1993). No entanto, esta
taxa vem aumentando devido a mudancas no perfil epidemioldgico, principalmente em paises
em desenvolvimento, nos quais a doenca vem se deslocando para idades mais avancadas

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

No Brasil, a doenca era altamente endémica, porém, atualmente, devido as melhorias
nas condicOes de saneamento basico e de programas de higiene e saide, houve um aumento
no numero de individuos suscetiveis e, consequentemente, na ocorréncia de surtos em uma
faixa de idade que é preocupante, pois a doenca tende a ser mais grave em idades mais
elevadas. Sendo a vacina contra hepatite A introduzida no Brasil e disponibilizada apenas
para criangas com menos de 2 anos, 0s adultos jovens continuariam suscetiveis a infeccédo, o

que aumenta potencialmente o risco de surtos.

O diagnostico rapido dos individuos infectados pode evitar a transmissdo pessoa-
pessoa e auxiliar nas medidas de prevencao e controle. Até o momento, apenas um ensaio
imunocromatogréafico (teste rapido) esta disponivel para deteccdo de anticorpos anti-HAV no
Brasil. A avaliacdo deste teste rapido para o diagnostico da hepatite A, bem como a analise do
seu desempenho para a deteccdo dos anticorpos anti-HAV IgM e 1gG tem grande importancia
na liberacdo rapida de resultados especialmente em surtos, deteccdo de pessoas que tiveram
contato com pacientes infectados, além de estudos de prevaléncia em areas remotas, em
estudos de campo, em laboratorios pequenos e populacdes de risco. A simplicidade e rapidez
de execucdo do teste possibilita ao usuario o imediato conhecimento de sua reatividade
sorolégica para o HAV, além disso os testes rapidos ndo necessitam de equipamento
especifico para sua realizacdo e podem ser usados em locais remotos, onde a infra-estrutura
para implantacdo de um laboratorio ndo é possivel, proporcionando o aumento do acesso a
populacoes especificas que, de outra forma, teriam dificuldade ou mesmo, impossibilidade de

realizar testes para o diagndstico da infecgdo pelo HAV.
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A deteccdo da infeccdo atraves de testes com alta sensibilidade e especificidade pode
significar um diagnostico mais precoce e preciso, melhorando o progndstico da enfermidade.
Deve-se citar também que um diagndstico mais preciso pode tornar estudos epidemioldgicos
mais confidveis e servirem de base para a confec¢do de programas de controle e erradicacdo
de patologias mais eficazes.

Com base na mudanca do perfil epidemiol6égico da hepatite A e na distribuicdo
mundial da doenca, novos ensaios rapidos e praticos devem ser desenvolvidos para facilitar o
diagndstico dessa patologia, evitando assim sua transmissdo. 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

imunocromatogafico para diagndstico da hepatite A e estudos de prevaléncia.
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I11.OBJETIVOS

3.1.0Objetivo geral:

Avaliar o desempenho de um ensaio imunocromatogréfico (teste répido) para o

diagnostico e estudo de prevaléncia da hepatite A em diferentes populacdes.

3.2.0bjetivos especificos:

Confeccionar um painel de referéncia composto por amostras positivas e negativas
para hepatite A caracterizadas frente a testes de diagnostico disponiveis

comercialmente (ELISA);

Avaliar parametros como reprodutibilidade, repetitividade, sensibilidade,
especificidade, valores preditivo positivo e negativo de teste rapido para deteccao

de anti-HAV IgM e anti-HAV 1gG em amostras de soro;

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

individuos doadores de sangue, surtos, casos esporadicos e individuos vacinados.
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IV.METODOLOGIA

4.1.Aspectos éticos da pesquisa

O presente trabalho foi submetido a apreciacdo do comité de ética em pesquisa com
seres humanos da Fiocruz (Plataforma Brasil) e aprovado, CAEE 06109812.4.0000.5248.
Todos os individuos participantes do estudo assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido para formalizar a participacdo como voluntarios consensuais no projeto.

4.2.Populagéo de estudo

Apos a avaliacdo do desempenho do teste, 4 grupos com total de 329 amostras foram
testadas para avaliar se o0 teste rapido pode substituir o ensaio imunoenzimatico no
diagnostico da hepatite A. Todas as amostras foram testadas utilizando o teste rapido em
comparagdo com os testes imunoenzimaticos de dois fabricantes diferentes (ETI-AB-HAVK
PLUS (Diasorin, Italia) e Biokit (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha).

O grupo | (n=96) foi composto por amostras proveniente de doadores de sangue. O
grupo Il (n=46) foi composto de amostras de pacientes vacinados para hepatite A apenas com
uma Unica dose da vacina. O grupo Il (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 esporadicos de pacientes acompanhados rotineiramente no Laboratério de

Referéncia Nacional de Hepatites Virais/ I0C-Fiocruz.

4.3.Critérios de inclusao e exclusado

Foram avaliadas somente as amostras que apresentaram dados referentes as variaveis
sexo (Feminino/Masculino) e idade, que foram adquiridos ap6s o consentimento dos
individuos participantes do estudo por meio de questionarios realizados durante a coleta das
amostras. As amostras de pacientes co-infectados com hepatite B, C ou E foram excluidas do

estudo.
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4.4.Coleta das Amostras

Foram coletadas por puncdo venosa 5mL de sangue periférico de cada individuo em
tubos tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) para a
obtencdo das amostras de soro. Apds centrifugacdo a 3.500rpm por 5 minutos, o plasma foi
separado e congelado a -20° C.

4.5.Marcadores soroldgicos e dados clinicos

Todas as amostras foram testadas para os marcadores anti-HAV IgM (DiaSorin,
EUA), HBsAg (Biomerieux, Franga), anti-HBc IgM (BioKit, Spain), anti-HBc (BioKit,
Spain), anti-HCV (DiaSorin, Italian) e anti-HEV (BioKit, Spain), como triagem para excluséo
e inclusdo de amostras no estudo. Os casos de co-infeccdo com outros agentes de etiologia

viral foram descartados do estudo.

4.6.Confeccdo do painel de referéncia com amostras com sorologia confirmada para
Hepatite A

Para a confec¢do do painel de referéncia do teste rapido foram utilizadas 20 amostras
com sorologia positiva para hepatite A (anti-HAV IgM e IgG reagentes), todas as amostras
foram testadas por testes imunoenzimaticos (ELISA), sendo as amostras 1gG reagentes
testadas em 2 diferentes testes imunoenzimaticos (DiaSorin, EUA e BioKit, Spain), e apenas
as amostras concordantes em ambos os testes foram incluidas nos resultados. Os testes

rapidos foram realizados de acordo com as instrucGes descritas acima.

4.7. Ensaios Imunoenzimaticos (EIE)

4.7.1. Deteccdo de anti-HAV total por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As amostras de soro de todos os grupos foram submetidas a testes imunoenzimaticos

comerciais para anticorpos anti-HAV totais, utilizando os kits comerciais ETI-AB-HAVK
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PLUS (Diasorin, Italia) e Biokit (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha). Estes foram realizados de
acordo com as instrucOes do fabricante.

4.7.1.1. Deteccdo de anti-HAV total por ensaio imunoenziméatico ELISA ETI-AB-HAVK
PLUS (Diasorin, Itlia)

e Principio do teste:

Este € um teste competitivo para a determinacdo de anticorpos contra o virus da hepatite
A, baseado na competicdo 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 pocos (Figura 4.1).

e Procedimento do teste:

Inicialmente, foram aplicados a placa 50 puL do tampao de incubagdo (contendo 1gG
murina ndo-especifica) disponibilizado pelo conjunto de reagentes. Esta solucdo foi aplicada
em todos 0s pocos da placa com excecdo do poco destinado ao branco. Posteriormente, foram
adicionados 50 pL do calibrador (IgG anti-HAV humana + soro fetal bovino) em triplicata e
50 uL do controle positivo e negativo do teste. As amostras a serem testadas foram
adicionadas em seus respectivos po¢os em volume de 50 uL. Em seguida, 50 uL da solug¢do
de neutralizacdo (HAV humano inativado + soro/plasma humano néo reativo para anti-HAV
+ albumina sérica bovina-BSA) disponibilizado pelo conjunto de reagentes foram adicionados
em cada orificio da placa com excecdo do poco correspondente ao branco. A reacdo foi
incubada por duas horas a 37°C. Apos a incubagéo, a placa foi lavada cinco vezes com 300 pL
do tampéo de lavagem (tampéo PBS + Tween®20) diluido em 1:25 em agua destilada. Foram
adicionados a todos os pocos da placa (com exce¢do do branco) 100 puL do conjugado
enzimatico (anticorpos monoclonais anti-HAV de camundongo conjugado com horseradish-
peroxidase (HRP) + BSA) diluido em 1:50 no diluente do conjugado (soro/plasma humano
ndo reativo para anticorpos anti-HAV + soro fetal bovino) disponibilizado pelo teste. A placa
foi incubada por uma hora a 37°C. Apo0s a incubacéo, a reacdo foi novamente lavada por cinco
vezes com 300 pL do tampao de lavagem. Em cada orificio foram dispensados 100 pL do
cromogeno/substrato (tetrametilbenzidina (TMB) e perdéxido de hidrogénio) em todos os
pocos da placa e, em seguida, a reacdo foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente
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(25°C). Para que a reacdo da enzima sobre o substrato fosse interrompida, 100 pL da solugéo
de parada (solucdo de &cido sulfarico a 0,4 N) foram aplicadas a cada poco da placa. Em
sequida, foi realizada a mensuragdo da absorbancia da solucdo contida em cada poco em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 450 nm. Apds o célculo da média do
calibrador e do ponto de corte, a presenga ou auséncia de anti-HAV total foi determinada em
cada amostra por comparagéo dos valores de absorbancia da amostra com o valor de ponto de
corte. O valor do ponto de corte foi calculado de acordo com a férmula: ponto de corte =
Calx, sendo Calx a média dos calibradores. As amostras desconhecidas com os valores de
absorcdo abaixo do ponto de corte foram consideradas reativas para os anticorpos anti-HAV.
As amostras desconhecidas com os valores de absor¢cdo acima do ponto de corte foram

consideradas nao reativas.

ETI-AB-HAVK PLUS

Conjugado

Anticorpos anti-

HAV do soro
HAW .

Anticorpos
monoclonal anti-HAV

Figura 4.1. Esquema do principio do conjunto de reagentes ETI-AB-HAVK PLUS (DiaSorin, Italia)
para anti-HAV total.

4.7.1.2. Deteccdo de anti-HAV total por ensaio imunoenzimatico ELISA Biokit (Biokit, S.A.

Barcelona, Espanha)

e Principio do teste:

Este é um teste competitivo para a determinacdo de anticorpos contra o virus da hepatite
A, 0 ensaio é baseado na competicdo entre os anticorpos anti-HAV presentes na amostra e

anticorpos monoclonais anti-HAV conjugados com peroxidase, quando sdo incubados
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simultaneamente na microplaca recoberta com HAV. Apos a incubagéo, lava-se para eliminar
o material ndo fixado e em seguida adiciona-se uma solugdo de substrato enzimatico e
cromdgeno. Esta solucdo desenvolvera uma cor azul quando a amostra for negativa. A cor
azul passara a amarelo depois do blogqueio da reagdo com éacido sulfarico. A presenca de anti-

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

e Procedimento do teste:

Primeiramente, foram reservados 6 poc¢os para 0 branco e controles negativos e positivos,
apos foi transferido 10 pl de cada amostra e de cada controle aos pogos correspondentes.
Foram adicionados 100 ul de conjugado (anti-HAV monoclonal de camundongo conjugado
com peroxidase) a todos 0s pocos da placa, com excecdo do branco. Todos 0s componentes
foram incubados por uma hora a 37°C. Apo0s a incubacao, todos os pogos foram lavados seis
vezes com 350 pL do tampao de lavagem (Tampao de fosfato concentrado 10X + Tween®20)
por pogo diluido 1:10 em 4gua destilada. Foram adicionados 100 pl. do cromdgeno/substrato
(TMB + peroxido de hidrogénio) em todos os pogos incluindo o branco e, em seguida, a
reacdo foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C). Foram distribuidos em
todos os pogos da placa 100 uL da solugdo de bloqueio (solugdo de acido sulfurico a 1 N) e
em seguida, realizou-se a mensuracdo da absorbéancia da solucdo contida em cada pogo em
espectrofotbmetro em comprimento de 450 nm. Apds o calculo da média do calibrador e do
ponto de corte, a presenca ou auséncia de anticorpos anti-HAV totais da amostra foi
determinada por comparacao dos valores de absorbancia da amostra com o valor do ponto de
corte de cada teste. O valor do ponto de corte foi calculado de acordo com a formula: ponto de
corte = (CNx + CPx)/2, onde CNx é a média dos controles negativos e CPx a média dos
controles positivos. Apoés dividir a absorbancia da amostra pelo valor do ponto de corte, 0s
resultados sdo interpretados como, amostras positivas: relacdo absorbancia/ponto de corte <

1,0 e negativas: relacdo absorbancia/ponto de corte > 1,1.

4.7.2.Deteccdo de anti-HAV IgM por ensaio imunoenzimético (EIE)

As amostras de soro foram submetidas a testes imunoenzimaticos comerciais (ELISA) da

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

Este é um teste qualitativo de captura para detec¢do de anticorpos IgM especificos
para o virus da hepatite A no soro, portanto é indicado para a deteccéo de infec¢do aguda ou
recente. O ensaio utilizado foi 0 imunoenzimatico de captura de anticorpos, que utiliza uma
placa de poliestireno de 96 pogos previamente sensibilizada com anticorpos monoclonais de
coelho anti-IgM humana.

e Procedimento do teste:

Primeiramente, todas as amostras foram diluidas 1:200 de acordo com as instrugdes do
fabricante. Apds, foram reservados 6 pogos para aplicacdo do branco e dos controles e nos
pocos restantes foram aplicados 100 pL do diluente da amostra e em seguida 5 pL de cada
amostra pré-diluida como descrito anteriormente. Foram distribuidos a placa 100 uL do
controle positivo em 2 pocos e 100 uL do controle negativo em 3 pogos, ambos fornecido
pelo fabricante. Todos os componentes foram incubados por duas horas a 37°C. Apos a
incubacéo, cada poco foi lavado cinco vezes com 350 pL do tampéo de lavagem (Tampéo de
fosfato concentrado 10X + Tween®20) diluido em 1:10 em agua destilada. Foram
adicionados a todos os pocos da placa (com excecdo do branco) 100 uL do conjugado
enzimatico (anticorpos humanos anti-HAV + peroxidase). Em seguida, foram adicionados 50
pL do virus da hepatite A em cada pogo, exceto no branco. A reacdo foi incubada por uma
hora a 37°C. Apds a incubacdo, a placa foi novamente lavada por cinco vezes com 300 puL do
tampao de lavagem. Por orificio foram adicionados 100 uL. do cromogeno/substrato (TMB +
peréxido de hidrogénio) em todos os pocos incluindo o branco e, em seguida, a reacdo foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Foram distribuidos em cada poco da
placa 100 puL da solugdo de bloqueio (solucéo de acido sulfurico a 1 N) e em seguida, foi feita
a mensuracdo da absorbancia da solucdo contida em cada poco em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 450 nm. Apos o calculo da média do calibrador e do ponto de corte,
a presenca ou auséncia de anti-HAV IgM da amostra foi determinada por comparacdo dos
valores de absorbancia da amostra com o valor do ponto de corte de cada teste. O valor do
ponto de corte foi calculado de acordo com a férmula: ponto de corte = CNx + (CPx/4), onde
CNx ¢é a média dos controles negativos e CPx a média dos controles positivos. Apos dividir a

absorbancia da amostra pelo valor do ponto de corte, 0s resultados sdo interpretados como,
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amostras positivas: relacdo absorbéancia/ponto de corte > 1,0 e negativas: relacdo

absorbancia/ponto de corte < 0,9.

4.8.Ensaio imunocromatogréfico (teste rapido)

No presente trabalho foi utilizado o Teste Rapido 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 deteccdo de IgM anti-HAV, segundo
informacdes do fabricante. Este € um ensaio imunocromatografico de fase sélida para a
deteccdo rapida, qualitativa e diferencial de anticorpos IgG e IgM para o virus da hepatite A

no soro ou plasma humano.

O ensaio utiliza antigenos virais fixados em um suporte solido que se ligam aos
anticorpos especificos 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+0.2ug), na linha Test "G" (como
componente principal): anticorpos monoclonais IgG anti-humano de camundongo (4+0.8g),
na linha de teste "M" (como componente principal): anticorpos monoclonais IgM anti-
humano de camundongo (4+0.8 ug), e na Linha Controle (como componente principal):
anticorpos anti-lgG de camundongo produzidos em cabras (8+1.6 pg), O tampédo de ensaio
inclui 100 mM de tampao de fosfato, Tween 20 (0,1%) e azida de sodio (0,01%).

O dispositivo de teste SD Bioline HAV 1gG/IgM possui 3 linhas pré-revestidas, "G"
(HAV linha de teste de 1gG), "M" (HAV linha de teste de IgM) e "C" (linha controle) sobre a
superficie da membrana. Todas as trés linhas na janela de resultados ndo sao visiveis antes da
aplicacdo 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 estdo funcionando. Linhas roxas "G" e "M" sdo visiveis na janela de
resultados, se houver anticorpos 1gG e/ou IgM suficientes para virus da hepatite A na amostra.
Se os anticorpos de 1gG e/ou IgM para o virus da hepatite A ndo estiverem presente na

amostra, ndo ocorre a presenca de cor em "G" e/ou "M".
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Para a realizacdo do método, 5uL de cada amostra de soro foi aplicada ao pogo de
reacdo, seguindo-se a adicdo de 4 gotas do tampé&o de corrida que permite o fluxo lateral dos
componentes liberados, propiciando a ligagdo dos anticorpos aos antigenos. Quando
presentes, 0s anticorpos se unem as proteinas especificas conjugadas ao ouro coloidal e o
complexo migra através da membrana, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do
teste, produzindo uma linha roxo/rosa. A amostra migra através da membrana por
capilaridade produzindo uma segunda linha roxo/rosa na area de controle. Esta linha, que
aparece tanto nas amostras negativas quanto nas positivas é o controle interno, confirmando o
desempenho adequado do teste. As reacdes foram desenvolvidas a temperatura ambiente
(25°C) e os resultados foram lidos apds trés tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos ap6s a

adicao do tampéo.

Um resultado ndo reagente € indicado por uma linha roxa/rosa na area Controle (C) e

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

HAV
1gG /g™

Figura 4.2. Resultado nao reagente.
A deteccdo de duas linhas roxa/rosa, uma na area Controle (C) e outra area 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 deteccdo de duas linhas roxa/rosa, uma na area Controle (C) e outra area Teste "G"

(HAV linha de teste de IgG) indica um resultado reagente para infeccdo passada por hepatite
A. (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Resultado reagente para infeccdo passada por hepatite A.

A deteccdo de trés linhas roxa/rosa, uma na area Controle (C), uma na area Teste "M"
(HAV IgM linha de teste) e outra area Teste "G" (HAV IgG linha de teste) indica uma
infeccdo aguda e infeccdo passada por hepatite A (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Resultado reagente para infeccdo aguda e infeccdo passada por hepatite A.

Em todos os testes a intensidade da linha na area Teste (T) varia de claro a muito
escura conforme a concentracdo de anticorpos especificos. Segundo as especificacfes do
fabricante a linha na area Teste (T) pode ter aparéncia diferente da linha na area Controle (C),

isto ndo invalida o teste.

4.9. Detecgdo do RNA viral

As amostras dos grupos 11 e IV foram submetidas a testes moleculares para a detec¢éo
do HAV RNA. Foram amplificadas a regido VP1/2A do virus. Para tal, foi necessaria a
extracdo do material genético do virus, a transcricdo reversa do RNA para DNA e a

amplificacdo do material genético.

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

O processo de extracdo do RNA viral foi realizado utilizando um conjunto de
reagentes comercial da QIAMP RNA viral Mini Kit (Qiagen, Courbaoeuf, Franca). Para a
extragdo do RNA viral, 140 uL de cada amostra foram adicionados em tubos de 1,5 mL
devidamente identificados. Posteriormente, adicionou-se 500 uL de tampédo de lise com o
Carrier RNA. As amostras foram, entdo, homogeneizadas e mantidas por 10 minutos a
temperatura ambiente (25°C). Em seguida, as amostras foram brevemente centrifugadas e

foram adicionados 560 pL de etanol a 96% aos tubos. Foi transferido, ap6s homogeneizacao e
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centrifugacdo, 630 uL desta solugdo para a coluna do kit e submetida a centrifugacdo a
8.000rpm por 1 minuto a 4°C. Apds a centrifugacdo, os tubos coletores da coluna foram
descartados e novos tubos foram recolocados. O restante da solucdo inicial foi adicionado a
coluna e os tubos foram, novamente, centrifugados a 8.000rpmXg por 1 minuto a 4°C. Em
sequida, foram aplicados 500 pL solucdo de lavagem AWL a cada coluna e posteriormente
foram centrifugadas a 8.000rpmXg por 1 minuto. O mesmo passo foi feito com o tampédo de
lavagem AW2 e as amostras foram centrifugadas a 14.000rpmXg por 3 minutos. As colunas
foram transferidas para um novo tubo de eluigdo e foram adicionados 60 pL de tampdo AVE
para eluir o RNA. As colunas foram, entdo, submetidas a centrifugagdo a 8.000rpmXg por 1
minuto. A coluna foi removida e descartada. O RNA foi armazenado a -20°C.

4.9.2.Sintese do DNA complementar (cDNA)

ApoOs a extracdo do RNA viral foi preparada a reacdo para a sintese do DNA
complementar (cCDNA). Para cada amostra (RNA viral) foi identificado um tubo de 0,5 mL,
no qual seria conduzida a reacéo de transcricao reversa. Para a confec¢do da mistura da reacao
foram acrescentados a cada tubo: 1,0 uL de dANTP a 1,25 mM (desoxirribonucleotideos
trifosfatos) (Invitrogen, CA, EUA); 4,0 uL do tampao de reagcdo da enzima 5x SUPER
SCRIPT III (Invitrogen, CA, EUA); 2,0 uL de oligonucleotideos randomicos (random
primers) a 20 pmol/uL (Invitrogen, CA, EUA); 0,5 uL de RNAsin (inibidor de RNA) a 20
U/uL (Invitrogen, CA, EUA); 1,5 uL de agua livre de proteases DNA/RNA ¢ 1 uL da enzima
SUPER SCRIPT IIT a 200 U/uL (Invitrogen, Escocia). Apds o preparo desta mistura, 10 pulL
de RNA viral foram adicionados a seus respectivos tubos de reacdo. A reacdo foi incubada no
a 50°C por 1 hora e, em seguida, a 70°C durante 20 minutos para inativacdo da enzima. No

fim da reacdo o material foi armazenado a —20°C.

4.9.3.PCR gualitativo (Reacdo em cadeia da polimerase)

4.9.3.1. Amplificacdo da regido VP1/2A do RNA do HAV

O fragmento da VP1/2A do HAV foi amplificado a partir de duas reaces de PCR
como descrito por De Paula e colaboradores (2002). A primeira reacdo foi realizada utilizando
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0 oligonucleotideo sense “F6” e o anti-sense “F7” ¢ na segunda reacdo (nested-PCR) foram

utilizados os oligonucleotideos sense “F8” ¢ anti-sense “F9” (Tabela 4.1).

Para a primeira reagdo, foi identificado um tubo de 0,5 mL para cada amostra de
cDNA. Em cada tubo foram adicionados: 4,0 uL. de dNTP a 1,25 mM (Invitrogen, CA, EUA);
5 uL do tampao de reacdo 5x Colorless GoTag® Flexi Buffer (Promega, WI, EUA); 1,5 uL de
MgCl; a 25 mM (Promega, WI, EUA); 1,0 uL do oligonucleotideo sense “F6” a 10 pmol/uL
(Invitrogen, CA, EUA); 1,0 uL do oligonucleotideo anti-sense “F7”* a 10 pmol/uL (Invitrogen,
CA, EUA); 7 uL de 4gua livre de proteases DNA/RNA ¢ 0,5 puL da enzima GoTaq® Hot Start
Polymerase a 5 U/ulL (Promega, WI, EUA). Ap6s a confeccdo da mistura da reacdo foram
adicionados a cada tubo 5 pL do cDNA correspondente. A reacdo foi submetida a
desnaturacéo inicial do cDNA a 94°C por 4 minutos e 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 40 °C para que ocorresse a hibridizacdo dos oligonucleotideos, 1 minuto a 72°C

para extensao, seguido de um ciclo de 7 minutos a 72°C para a extens&o final.

Na segunda reacdo de PCR (nested-PCR) foi utilizado um novo tubo de 0,5 mL para
cada amostra. Foram adicionados em cada tubo de rea¢do: 4ul de dANTP a 1,25 mM
(Invitrogen, CA, EUA); 5 uL do tampédo de reacdo 5x Colorless GoTag® Flexi Buffer
(Promega, WI, EUA); 1,5 uL de MgCl, a 25 mM (Promega, WI, EUA); 1,0 uL do
oligonucleotideo sense “F8” a 10 pmol/uL (Invitrogen, CA, EUA); 1,0 uL do
oligonucleotideo anti-sense “F9” a 10 pmol/uL (Invitrogen, CA, EUA); 11 uL de agua livre
de proteases DNA/RNA e 0,5 uL da enzima GoTaq® Hot Start Polymerase a 5 U/uL
(Promega, WI, EUA). A cada tubo de reacdo foram adicionados 2 ulL do produto
correspondente da primeira reacdo da PCR. A segunda reacdo foi submetida a desnaturacédo
inicial a 94°C por 4 minutos e 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 48°C para que
ocorresse a hibridizacdo dos oligonucleotideos e 1 minuto a 72°C para extensdo, seguido de

um ciclo de 7minutos a 72°C para a extensdo final.

Para confirmar a amplificacdo, o produto da segunda reacdo de PCR (nested) foi
submetido a corrida eletroforética em gel de agarose (1,5% de agarose com 0,5% de brometo
de etidio). Em cada orificio do gel foram aplicados 8,0 uL do produto da segunda reagdo de
PCR acrescidos de 2,0 pL de tampao da amostra comercial 6x Blue/Orange Loading Dye

(Promega, WI, EUA). Um orificio do gel foi reservado para aplicacdo de 8 uL padrdo de peso
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molecular 100 bp DNA Ladder (10x diluido em tampéo de amostra) (Invitrogen, CA, EUA).
Apoés aproximadamente 45 minutos de corrida a 85 volts, o produto amplificado foi
submetido a luz ultravioleta na presenca de brometo de etideo para a visualizacdo das bandas
de DNA de 243 pares de bases. Em seguida, o produto da segunda reacdo da PCR foi
armazenado a —20°C.

Tabela 4.1. Descricdo das sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da regido
VP1/2A do genoma do HAV (De Paula et al., 2002)

Oligonucleotideo Posic¢édo no genoma Sequéncia
F6 2897 CTATTCAGATTGCAAAATTAYAAT
F7 3288 AAYTTCATYATTTCATGCTCCT
F8 2949 TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG
F9 3192 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA

4.10.Avaliacdo da reprodutibilidade e repetitividade do teste rapido SD BIOLINE HAV
IgG/IgM (Standard Diagnostics, Corea)

A repetitividade e reprodutibilidade foram verificadas através da utilizacdo de
amostras com sorologia positiva para hepatite A, cinco amostras IgM positivas e cinco
amostras 1gG positivas. Foram utilizadas amostras de uma mesma aliquota testadas em trés
dias consecutivos para avaliar a reprodutibilidade e em triplicata para avaliar a repetitividade,
ambas observadas por um Unico operador. Todas as reacfes desenvolveram-se a temperatura
ambiente e os resultados foram lidos apds trés tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos apds

a adicdo do tampao.

4.11. Avaliacdo do limite de deteccdo do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM

(Standard Diagnostics, Corea)

Para determinar o limite de deteccdo do ensaio imunocromatogréafico foram utilizadas
amostras com sorologia positiva para hepatite A, cinco amostras IgM positivas e cinco
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amostras 1gG positivas. As amostras foram diluidas de 10™ a 10™° e testadas através do teste
rapido em comparacdo com o ensaio imunoenzimatico (ELISA) que é o padrdo ouro para o
diagndstico da hepatite A. Todas as reacBes para o teste rapido desenvolveram-se a
temperatura ambiente de 25°C e os resultados foram lidos apds trés tempos diferentes de 10,

20 e 40 minutos apos a adi¢do do tampéo.

4.12.Avaliacdo da reatividade cruzada do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM

(Standard Diagnostics, Corea)

Investigou-se a presenca de outros agentes infecciosos poderia interferir nos resultados
do teste rapido, 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 rapidos foram realizados de acordo com as instrugdes descritas acima.

4.13.Avaliacao do teste rapido para detectar resposta vacinal

O grupo Il foi utilizado para avaliacdo da deteccdo da resposta vacinal, foram
utilizadas 46 amostras de soro de individuos soronegativos para anti-HAV em teste
imunoenzimatico comercial para pesquisa inicial do marcador 1gG realizado apds coleta de
amostra clinica. Foram excluidos deste teste individuos soropositivos para anti-HAV 1gG ou
que tinham historia de vacinacdo contra hepatite A. As amostras obtidas foram acompanhadas
durante 3 momentos: momento 0 (T0): (no momento da aplicacdo da 12 dose da vacina — pré
vacinal), momento 1 (T1): (ho momento da aplicacdo da 2% dose da vacina — 6 meses ap0os 12
dose), momento 2 (T2): (8 meses apds a 2% dose) e momento 3 (T3): (24 meses apoOs a
segunda dose). A andlise das amostras foi feita no momento T1, 6 meses apds 1° dose da

vacina contra hepatite A, uma vez que 0 esquema de dose Unica € o preconizado pelo PNI.

4.14. Avaliacdo do desempenho do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM
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Apenas as amostras com perfil sorologico definido (anti-HAV reagente ou ndo
reagente) foram incluidas na avaliagdo do desempenho dos testes. As amostras com sorologia
indeterminada pelos dois testes de ELISA utilizados foram excluidas da presente analise.

Os resultados de cada teste rapido foram comparados com os resultados de testes de
referéncia (ELISA). O desempenho do teste rapido foi avaliado com base nos seguintes
parametros:

e Sensibilidade (Sens): proporcéo de todos os pacientes com a doenga que apresentam
resultados positivos quando o teste em particular é utilizado, sendo calculada através
das seguinte formula: Sensibilidade = VP / VP + FN

e Especificidade (Esp): proporcéo de todos os individuos sem a doenga que apresentam
resultados negativos quando o teste em particular é utilizado, sendo calculada através

das seguinte formula: Especificidade = VN / VN + FP

e Valores preditivos: precisdo de um teste em prever uma doenca, sendo divido em valor
preditivo positivo (VPP) calculado através das seguintes férmula: Valor Preditivo
Positivo = VP / VP + FP e valor preditivo negativo (VPN) sendo calculado atraves das

seguinte formula: Valor Preditivo Negativo = VN / VN + FN

Onde:

VP — Verdadeiramente Positivo
VN - Verdadeiramente Negativo
FP — Falso Positivo

FN — Falso Negativo

Para avaliar a concordancia entre e os resultados apresentados pelo teste rapido com o0s
resultados de testes de referéncia (EIA), procedemos a analise de tabelas de contingéncia e

calculo do indice Kappa, de acordo com Fleiss (1973) (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Valores de Kappa

< 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.Analise dos dados

As informacdes clinicas, epidemioldgicas, resultados dos testes sorologicos e dos
testes rapidos foram incluidas em um banco de dados (Access 2000, Microsoft Inc., EUA)
para analises posteriores. Para a avaliacdo de parametros 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 referéncia com amostras com sorologia confirmada para Hepatite A

Para avaliar o desempenho do teste rapido 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 1gG positivas. Nenhuma das amostras, para ambos os marcadores demostraram
resultados positivos ap6s 20 minutos, tempo preconizado pela bula do teste, apenas ap6s 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 referéncia do teste rapido para deteccdo de Anti-HAV IgM em amostras com
sorologia confirmada

Anti-HAV 1gM

. Resultados Teste
Resultados Elisa

stras o DO DO/CO Réapido
Ame BioKit 10 2%' 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 referéncia do teste rapido para deteccdo de Anti-HAV IgG em amostras com
sorologia confirmada

Anti-HAV 19G

i ; Resul T
Resultados Elisa  Resultados Elisa esultados Teste

Amostras U LS DO DO/CO Rapido

Diasorin BioKit 10° 2%. 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 populacdes de estudo

Amostras (n= 342) de individuos com diferentes perfis sorologicos para hepatite A
foram avaliadas, esta populacédo foi dividida em quatro grupos. O grupo | (n=96) de amostras
proveniente de doadores de sangue foi composto por individuos de ambos 0s sexos com idade
entre 16 e 69 anos.

O grupo 1l (n= 46) foi composto de amostras de individuos 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 Il (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 esporadicos provenientes do Laboratorio de
Referéncia Nacional para Hepatites Virais/ I0C —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. Avaliagdo do estado sorolégico (IgM e IgG anti-HAV) nos grupos estudados
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Todas as amostras bioldgicas (n = 342) foram testadas utilizando o teste rapido para
averiguar a presenca de anticorpos anti-HAV os resultados foram comparados com o0s
resultados de trés ensaios imunoenziméticos (ELISA) diferentes. Para todos 0s grupos
testados o teste t demostrou um valor de p< 0.0001, indicando que os resultados foram

significativos.

Para o grupo | (amostras de doadores de sangue) e o grupo Il (amostras de individuos
vacinados), foi testada a presenca de anticorpos Anti-HAV IgG, segundo os resultados
obtidos para o grupo 1, 33,3% (32/96) foram reagentes para IgG anti-HAV com a utilizacéo
do teste rapido e 67,7% (65/96) foram reagentes para IgG anti-HAV com a utilizacdo do EIE.
Para o grupo 11, 71,7% (33/46) das amostras foram positivas para 1gG anti-HAV utilizando o
EIA, neste grupo apenas as amostras que foram reagentes no EIE foram testadas com o teste

rapido, dessas nenhuma (0/33) foi reagente.

Para o grupo Il (amostras de surto) e IV (amostras de casos esporadicos), foi avaliada
a presenca de anticorpos Anti-HAV 1gG e Anti-HAV IgM. Em relacdo a avaliacdo dos
anticorpos Anti-HAV 1gG, o grupo Il obteve os seguintes resultados no teste rapido 60,1%
(62/103) e no EIE 81,5% (84/103) e em relacdo a avaliacdo dos anticorpos Anti-HAV IgM,
45,6% (47/103) das amostras foram reagentes no teste rapido e 47,5% (49/103) das amostras

foram reagentes no EIE.

Para o grupo 1V, em relacdo a avaliacdo dos anticorpos Anti-HAV 1gG, 61,8% (60/97)
foram reagentes no teste rapido, e 75,2% (73/97) foram reagentes no EIE e em relacdo a
avaliacdo dos anticorpos Anti-HAV IgM, 45,3% (44/97) das amostras foram reagentes no
teste rapido, e 46,9% (46/97) foram reagentes no EIE (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3. Avaliacdo da detec¢do de IgM e IgG anti-HAV em cada grupo estudado pelo teste rapido
e EIE

ANLiCOrpos  Total de amostras EIE amostras reagentes  Teste rapido amostras

Anti-HAV (%) reagentes (%)
Eg“po L 96 65 (67.7%) 32 (33.3%)

Grupo I 16

IgG 33 (71.7%) 0 (0.0%)*

Grupo 111 103

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%)

Grupo |: doadores de sangue; Grupo II: individuos vacinados para hepatite A; Grupo IlI:
amostras de surto e Grupo 1V: amostras de casos esporadicos.

* No grupo Il apenas as amostras positivas no EIA foram avaliadas pelo teste rapido para
analise da resposta vacinal.

5.4. Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e dos valores preditivos positivo e
negativo do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM

Para avaliar a concordéncia dos resultados entre os dois testes foi utilizado a estatistica
Kappa (K). Para a populacao total, o valor de Kappa foi igual a 0,93 em relacéo a deteccédo de
anticorpos anti-HAV IgM e 0,32 para o anticorpos anti-HAV 1gG, demostrando

desempenhos excelente e fraco, respectivamente.

Para o grupo | o valor de K foi de 0,38 demonstrando fraco desempenho. Para o grupo
I11 em relacdo a detecgdo de anticorpos anti-HAV IgM o valor de K foi de 0,96 com nivel de
concordancia considerado excelente, e para detec¢do de anticorpos 1gG o valor de K foi de
0,0045, nivel de concordancia considerado fraco. Para o grupo IV em relacdo a deteccdo de
anticorpos anti-HAV IgM o valor de K foi de 0,67 com nivel de concordancia considerado
bom, e para deteccdo de anticorpos IgG o valor de K foi de 0,60, nivel de desempenho

considerado bom (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4. Grau de concordancia segundo os valores Kappa para cada grupo estudado

Valor de Kappa Nivel de Concordancia
Populacéo total-
IgM 0,93 Excelente
1gG 0,32 Fraca
Grupo | - 1gG 0,38 Fraca
Grupo 111 - IgM 0,96 Excelente
IgG 0,0045 Fraca
Grupo IV - IgM 0,67 Boa
IgG 0,60 Boa

Grupo I: doadores de sangue; Grupo I11: amostras de surto e Grupo 1V: amostras de casos esporadicos.

Os parametros de validade intrinseca do teste rapido 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 populacéo total
em relacdo a deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM foi obtida uma sensibilidade de 94,74%
(1C 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% (1C 95%;
86,62- 98,49). Para deteccdo 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 | 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 Il em relacdo a deteccdo 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%
(1C 95%; 87,69 - 99,56). Em relacdo a deteccdo 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.
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No grupo IV em relacdo a deteccdo 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% (1C 95%; 87,98 - 99,94) e do valor preditivo
negativo foi de 94,34% (IC 95%; 84,34 - 98,82). Em relacdo a detec¢éo de anticorpos Anti-
HAYV I1gG, 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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VP FN VN FP Sens (%) Esp (%) VPP (%) VPN (%)

Grupos/Populacbes

(1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%)
Populagdo geral (n=296) 00 5 104 1 O474(8814-  9905(9481-  98.90(9403- 9541 (36,62
IgM 98,27) 99,98) 99,97) 98,49)

69,61 (62,80- 66,30 (55,70- 82,08 (75,54- 49,59 (40,46-
G 14262 61 31 50y 75.83) 87.49) 58.75)
Grupo |
Doadores de sangue 49,23 (36,60- 100,00 (88,78- 100,00(89,11- i
(n=96) 32 33 31 0 gy 100) 100) 48,44 (35,75-61,27)
Grupo Il
Amostras desurto- IgM 47 2 54 0 9592 (86,02- 100,00 (93,40- 100,00(92,45- 96,43 (87,69-99,56)
(n=103) 99,50) 100) 100)
Amostras de surto- 1gG 78,79 (66,98- 21,62 (9,82- 64,20 (52,77-
(n=103) 52 14 8 29 87,89) 38,21) 74,55) 36,36 (17,20-59,34)
Grupo IV
Casos esporadicos - IgM 93,48 (82,10- 98,04 (89,55- 97,73 (87,98- i
(n=97) 43 3 50 1 98,36) 99.95) 99.92) 94,34 (84,34-98,82)
Casos esporadicos - 1gG 79,45 (68,38- 91,67 (73,00- 96,67 (88,47- i
(n=97) 58 15 22 2 88.02) 98.97) 99'59) 59,46 (42,10-75,25)

Tabela 5.5. Valores de desempenho do teste rapido para detec¢do de anti-HAV IgM/IgG em comparacdo aos resultados obtidos no EIE em amostras de soro
em cada grupo estudado

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 Confianca, P<0,0001.

*Q grupo Il foi utilizado apenas para os testes de avaliacdo da resposta vacinal
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5.5.Deteccdo do RNA do HAV

As amostras de soro incluidas nos grupos Il e 1V foram testadas para a presenga do
RNA do HAV por nested-PCR a partir da amplificacdo dos genes da regido da juncdo da
VP1/2A (243 bp).

No grupo Ill, amostras de surto, 100,0% (103/103) das amostras foram reagentes por
nested-PCR através da amplificacdo da regido VP1/2A. Todas as amostras reagentes pelo
teste rapido (47/103) foram reagentes por nested-PCR, ou seja, continham o RNA viral.
(Gréfico 5.1).

Graéfico 5.1. Resultados por teste realizado com as amostras provenientes do surto

Glil - Surto
150
103
100
49 47

50
47,5% 45,5% 100,0%

0
Elisa Teste Rapido RT-PCR

No grupo 1V, amostras de casos espdradicos, 40,2% (39/97) das amostras
demostraram resultados reagentes por nested-PCR através da amplificacdo da regido VP1/2A
e das 44 amostras reagentes pelo teste rapido, 75% (33/44) também foram reagentes por
nested-PCR (Figura 5.1 e Grafico 5.2).
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Figura 5.1.Deteccdo do RNA do HAV através da amplificacdo regido VP1/2A por nested-PCR em
amotras de soro do grupo 1V. PM: Peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, CA, USA); CN:
controle negativo e CP: controle positivo.

Gréfico 5.2. Resultados por teste realizado com as amostras de casos esporadicos

GIV - Casos Espdradicos
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5.6.Avaliacdo da reprodutibilidade e repetitividade do teste rapido SD BIOLINE HAV
1gG/IgM

Para avaliar a reprodutibilidade as amostras foram testadas em trés dias diferentes. A
tabela 5.1 demostra a avaliacdo da reprodutibilidade do teste rapido. 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 ndo houve concordancia nos resultados em relacdo aos dias em que as amostras
foram testadas. A amostra R1 foi reagente nos trés dias, as amostra R2 e R4 foram reagentes
em dois dos trés dias testado, a amostra R3 foi reagente em apenas um dia e a amostra R5 ndo
foi reagente.

Para as amostras anti-HAV IgM apenas duas das cinco amostras testadas foram
reagentes em vinte minutos (R8 e R10) as outras trés amostras foram reagentes apenas em
quarenta minutos. A amostra R6 foi reagente em dois dos trés dias testado, as amostras R7,
R8 e R10 foram reagentes nos trés dias testados e a amostra R9 nao foi reagente em nenhum
dia testado (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Avaliacdo da reprodutibilidade dos teste rapido com as amostras Anti-HAV IgG e IgM

Anti- HAV 1gG 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
RS 0 0 0 R10 0 2 1

Para avaliar a repetitividade foram testadas cinco amostas Anti-HAV 1gG e anti-HAV
IgM positivas em triplicata (Tabela 5.7). Para anti-HAV I1gG, em todas as amostras somente

em quarenta minutos se observou resultados positivos, as amostras R1, R2 e R4 foram
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reagentes nas trés triplicatas, para a amostra R3 apenas uma das triplicatas foi reagente e a
amotras R5 nédo 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 nao

foram reagentes.

Tabela 5.7. Avaliacdo da repetitividade do teste rapido com as amostras Anti-HAV 1gG e IgM

Anti- HAV 1gG 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 verificacdo da repetitividade e da
reprodutibilidade do teste rapido foram discordantes, com isso encontramos 60% de
repetitividade e 20% reprodutibilidade para deteccdo de anticorpos Anti-HAV 1gG, e 80% de
repetitividade e 20% reprodutibilidade para deteccao de anticorpos Anti-HAV IgM.

5.7. Avaliacao do limite de deteccdo do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM

Para a deteccdo de anticorpos anti-HAV 1gG o limite de detecgéo foi de 10™° no Elisa
e 10 no teste rapido, e para anticorpos anti-HAV IgM, o limite de deteccéo foi de 10 no
Elisa e 10" no teste rapido (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8. Avaliacdo do limite de deteccdo do teste rapido para Anti-HAV 1gG e IgM em
comparagdo ao EIE

Anti-HAV IgG Anti-HAV IgM
Amostra  Elisa Teste Rapido Amostra Elisa Teste Rapido
1 10™° 10 6 107 10
2 10™° 102 7 102 10°
3 10" 10 8 107 107
4 10 1072 9 N&o Detectavel N&o Detectavel
5 10"  N&o Detectével 10 107 107

5.8. Avaliagéo da reatividade cruzada do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM

Para avaliar a presenca de reatividade cruzada no teste rapido 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 rapido SD BIOLINE e nenhuma amostra

demostrou reatividade cruzada com o teste rapido para hepatite A.

5.9. Avaliacdo de resposta vacinal pelo teste rapido

Para avaliacdo da resposta vacinal foram utilizados soros de individuos vacinados
(grupo 1) coletados apos 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 rapido e nenhuma dessas amostras

testadas foi reagente.
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VI. DISCUSSAO

A hepatite A é uma das mais antigas doencas conhecidas pelo homem, sendo
endémica no Brasil, com a prevaléncia sendo maior na regido Norte, quando comparada as
regibes Sul e Sudeste, por apresentarem condi¢Ges socioecondmicas diferentes, e uma
infraestrutura mais precaria fornecida a populagdo (Assis, et al. 2002). A hepatite A atinge
principalmente criangas, pelo fato da doenca estar interligada com condigBes sanitérias
adequadas e de higiene, porém diversos estudos soroepidemiolégicos vém demonstrando uma
reducdo na prevaléncia de anticorpos anti-HAV na populacéo brasileira devido as melhorias
sanitarias que vem ocorrendo principalmente nos grandes centros urbanos. Com isto, tem
ocorrido um crescimento no numero de criangas soro negativas para hepatite A, e um
deslocamento da doenca para idades mais avancadas, tendo cada vez mais adultos
susceptiveis, aumentando o risco de morbidade e mortalidade, pois nesta faixa a doenca tende
a ser mais grave (Tanaka, 2000; Ferreira e Silveira, 2006; Ministério da Saude, 2009;
Jacobsen e Wiersma 2010; Vitral et al. 2012).

Os testes rapidos tém apresentado bom desempenho para o diagnostico laboratorial de
HIV (Zelin et al. 2008), HBV (Cruz et al., 2015) e HCV (Scalioni et al., 2014), aumentando
desta forma a identificacdo de individuos infectados por estes virus. Entretanto, um dos
problemas da utilizacdo dos testes rapidos para o diagnostico de doencas infecciosas esta
relacionado a qualidade e desempenho do teste (Gray et al. 2004). Desta forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar um teste rapido (SD Bioline HAV IgM/IgG (Standard

Diagnostics, Corea) em diferentes populacdes.

No Brasil, os testes rapidos vem sendo empregados como testes de triagem (sifilis e
hepatites virais) ou confirmatorios (sifilis e HIV), conforme algoritmos publicados nas
Portarias SVS/MS N° 29, de 17 de dezembro de 2013 (sobre o diagndstico sorologico da
infeccdo pelo HIV), n°. 3.242, de 30 de dezembro de 2011 (sobre o diagndstico soroldgico da
sifilis) e Oficio Circular n°. 76/2011 — DHRV/DST-AIDS-HV/SVS/MS (sobre os testes
rapidos para hepatites B e C). Para esses mesmo agentes infecciosos o Ministério da Saude
dispde de fluxogramas que indicam as melhores estratégias de testagem realizadas em locais
que permitam o fornecimento do resultado durante o periodo da visita do individuo (consulta

médica, atendimento em Centro de Testagem e Aconselhamento - CTA, atendimento em
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domicilio, atendimento em unidade de testagem movel, organizacdo ndo governamental etc.)
(Ministério da Saude, 2013). Porém, para a hepatite A ainda ndo ha nenhuma nota técnica ou
portaria que regulamente o uso de testes rapidos para o diagndstico ou mesmo as melhores
estratégias de testagem.

O estabelecimento do diagndstico laboratorial precoce da infeccdo pelo HAV é de
grande importancia para guiar a implementacdo de medidas de controle que visem a
prevencdo de surtos. Até o presente momento, apenas um ensaio imunocromatografico (teste
rapido) estd disponivel para detec¢do de anticorpos anti-HAV no Brasil, e poucos estudos
locais que avaliem o desempenho desse teste estdo disponiveis. Um estudo realizado por Flosi
(2015) avaliou a sensibilidade do teste rapido SD Bioline para o anti-HAV IgM, utilizando
307 amostras nos diferentes cursos clinicos da infeccdo pelo HAV e encontrou uma
sensibilidade que variou de 63 a 88,9% dependo da fase clinica da infec¢do, sendo na fase
intermediaria I, com amostras dos pacientes que apresentaram ictericia de oito a 15 dias
anteriores a realizacdo do teste onde a maior sensibilidade foi encontrada. No entanto, o
método padréo-ouro utilizado nesse trabalho foi o Architect (Abbott, Alemanha), que se
baseia em um sistema automatizado de imunoensaio de microparticulas por

qguimioluminescéncia (Chemoluminescent Microparticle Immunoassay ou CMIA).

Vaérias razdes podem contribuir para as diferencas na sensibilidade e na especificidade
entre as amostras analisadas utilizando o mesmo kit. A primeira razdo sdo as caracteristicas da
amostra, se foi uma amostra obtida durante um periodo 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 &gua ou alimentos contaminados com o HAV ou apresentarem sintomas
agudos da infeccdo ou a partir de um individuo saudavel, se trata-se de uma amostra fresca ou
armazenada, e as condi¢cdes de armazenamento ou de tratamento da amostra. A segunda razdo
é que a sensibilidade e especificidade do método do teste pode variar, dependendo da

sensibilidade e especificidade do método comparativo.
A concordancia de resultados dentro de um mesmo laboratério se constitui em uma

medida da precisdo, avaliando a capacidade das reacdes de fornecerem o mesmo resultado

para uma dada amostra. A reprodutibilidade intrateste dos resultados séo ferramentas, para o
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controle de qualidade interno das reagOes, atestando assim a qualidade na execucdo dos

ensaios e, avaliando a precisdo destas reacdes (Hulley et al., 2003).

Neste estudo, a variavel a ser comparada foi o resultado de exames sorolégicos, todos
eles expressos de forma dicotdmica como reagente ou ndo reagente. Ha diversas maneiras de
verificar a concordancia de resultados entre leituras de um mesmo evento ou comparar
metodos diagndsticos diferentes, e assim, estimar a discordancia na sua afericdo. No presente
estudo, foi avaliada a reprodutibilidade intraobservador, sendo este o grau de concordancia
entre resultados de um mesmo laboratorio e a repetitividade intra-teste sendo realizada em

ensaios em replicata (a0 mesmo tempo) (Hulley et al., 2003).

No presente trabalho para o teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM foi encontrada
uma taxa de 60% de repetitividade e 20% reprodutibilidade para deteccéo de anticorpos Anti-
HAYV IgG, e 80% de repetitividade e 20% reprodutibilidade para deteccdo de anticorpos Anti-
HAV IgM. Resultados obtidos por Smith e colaboradores (2011) na analise de 3 diferentes
testes rapidos de detecgdo de anti-HCV em amostras de sangue e fluido oral testado por 3
operadores, a reprodutibilidade e repetitividade teve 100% de concordancia. Em um outro
estudo publicado por Scalioni e colaboradores (2014) para avaliacdo da reprodutibilidade e
repetitividade de dois testes rapidos para deteccdo de anti-HCV dos fabricantes WAMA
Imuno-Rapido HCV (WAMA Diagnostica) e Bioeasy HCV Rapid Test (Bioeasy Diagndstica
Ltda), com amostras anti-HCV reagentes e ndo-reagentes também foi alcancado 100% de
concordancia entre os resultados de cada teste rapido. Demostrando assim um melhor
desempenho em ralagcdo a reprodutibilidade e repetitividade dos testes rapidos para outras

hepatites virais.

O tempo preconizado pela bula do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM, para
interpretacdo dos resultados € de 20 minutos, no presente estudo os resultados foram lidos
apos trés tempos diferentes de 10, 20 e 40 minutos apds a adicdo do tampdo, a fim de
determinar o tempo 6timo necessario para leitura dos mesmos. Para o anticorpo anti-HAV
IgG, apenas ap6s 40 minutos foi possivel a leitura de resultados reagentes, para o anticorpo
anti-HAV IgM o tempo de 20 minutos foi suficiente para a interpretacdo dos resultados. Um
teste rapido para a detecgdo do anticorpo IgM para o virus 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 determinacéo
dos resultados recomendado pelo fabricante para o teste rapido 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 rapido 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 deteccdo de anti-HAV IgM, o tempo preconizado pelo fabricante foi o suficiente para a
interpretacéo dos resultados. No entanto, 0 mesmo tempo néo foi suficiente para a deteccao de
anticorpos anti-HAV 1gG.

A andlise do limite de deteccdo do teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM pelo
método de diluicdo das amostras conhecidamente reagentes para a deteccdo dos dois
marcadores em comparacdo ao EIE demostrou resultados discordantes. Para anticorpos anti-
HAV IgG o limite de detecco do teste rapido foi de 10 a 10, e o do teste padréo ouro (EIE)
foi de 10" a 10™. Para os anticorpos anti-HAV IgM, o limite de deteccdo no teste rapido foi
de 10™ a 10, similar e/ou um titulo maior em relagdo ao padrdo ouro que foi de 10" a 102
Resultados similares aos encontrados no nosso estudo foram encontrados por Lee e
colaboradores (2010), utilizando o mesmo teste rapido para o anticorpo anti-HAV IgM, onde
com o teste rapido pode-se detectar o anti-HAV IgM numa titulacdo de 10 a 10 quando
comparado ao teste MEIA AXSYM HAVAB-M 2.0 (Abbott Laboratory, USA) que conseguiu

detectar o anti-HAV IgM a uma diluicio méxima de 10,

Nosso estudo também avaliou um fator de interferéncia importante no controle
laboratorial de resultados verdadeiros positivos e negativos para a deteccao de anticorpos anti-
HAV que é a reacdo cruzada com outros agentes infecciosos. Uma vez que o teste é um
imunoensaio rapido baseado em captura para a deteccdo 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 reumatdide positivas e dez amostras de doentes
com mieloma multiplo, também obtiveram o mesmo resultado, ou seja, auséncia de

reatividade cruzada (Kim et al., 2013).
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O desempenho do teste rapido avaliado no presente estudo variou de acordo com a
populacdo estudada, isso pode ser dependente da distribuicdo dos titulos de anticorpos nas

amostras utilizadas para analise.

Na populacéo total de amostras testadas para esse marcador, o valor de Kappa (K) foi
de 0,32, nivel de concordancia 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 concordancia do teste rapido SD BIOLINE HAV
IgG/IgM com os testes imunoenzimaticos para o diagndstico de anticorpos anti-HAV 1gG de
infeccdo passada e para a avaliacdo da resposta humoral apds a vacinacdo contra a hepatite A.
Em outro estudo também foi observado essa baixa concordancia desse mesmo teste rapido em
comparagdo com os testes imunoenzimaticos para o diagnostico de anti-HAV IgG e para a
avaliacdo da resposta vacinal, situacdes nas quais os titulos de IgG sdo mais baixos. A
diferenca pode ter ocorrido devido ao fato de que os ensaios imunoenzimaticos para a hepatite
A sd0 ensaios competitivos e detectam anti-HAV total, enquanto que o teste rapido detecta

IgM e 1gG separadamente [De Paula VS, dados ndo publicados].

Nossos resultados sdo similares a um estudo que utilizou um painel de 184 amostras
de soro de individuos com suspeita de dengue, para avaliar o teste rapido dengue Duo
Cassette (Panbio, Australia) em comparacdo 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
deteccdo de IgG o teste de ELISA é mais sensivel que o teste imunocromatografico (Naz et
al., 2014).

Ao compararmos 0s resultados nos grupos testados para o marcador IgM, podemos
observar que obtivemos resultados semelhantes de taxa de deteccdo entre o teste rapido e o
ELISA nos dois grupos testado para esse marcador. Para o Grupo Ill obtivemos 47,5% de
amostras reagentes no ELISA e 45,6% de amostras reagentes no teste rapido, 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 o0s resultados foram

similares, com 46,9% de amostras reagentes no ELISA e 45,3% de amostras reagentes no
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teste rapido, 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 rapido para deteccdo de anti-HAV IgM na
populagdo 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, nivel de concordancia considerado excelente.

Resultados similares foram obtidos por Lee e colaboradores (2010) que demonstram
100% de especificidade e sensibilidade do mesmo teste rapido utilizado no presente estudo,
quando utilizado frente a 150 amostras de soro IgM anti-HAV positivas e 75 negativas
provenientes de individuos saudaveis. Um outro estudo que avaliou 485 amostras de pacientes
com hepatite A, casos suspeitos de hepatites virais agudas, contactantes intradomiciliares e
individuos que realizaram os testes como triagem durante surtos ocorridos no periodo foram
analisadas simultaneamente pelo o teste rapido SD Bioline e pelo método CMIA para anti-
HAV IgM e na comparacao 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
caracteristicas do desempenho do teste rapido SD Bioline HCV (Standard Diagnostics,
Corea), utilizando 100 amostras de soro anti-HCV reagentes e 100 amostras ndo 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 individuos com
infeccdo recente confirmada pelo virus Chikungunya e 74 amostras de individuos com dengue
ou doenca febril ndo-dengue e ndo-chikungunya, a sensibilidade do teste rapido 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 Tailandia relatou uma taxa de 37% de sensibilidade para o
SD Bioline CHIK IgM quando calculada em compara¢do com a detec¢do da infeccdo por
ELISA IgM ou PCR (Rianthavorn et al., 2010).

A avaliacdo de outro teste rapido 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 convalescenca e com a confirmacao da infeccdo
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usando EIE IgM como padrdo-ouro, o teste rapido demostrou uma sensibilidade de 75,6% e
especificidade de 97,1%. A porcentagem do valor preditivo positivo e negativo desse mesmo
teste rapido foi avaliada como 97,1% e 75%, respectivamente (Tontulawat et al., 2011).

Nossos resultados demostram que o teste rapido é bastante eficiente para detectar
aqueles individuos que estdo com infeccdo ativa para deteccdo de anti-HAV IgM, e deste
modo poderiam ser beneficiados com o encaminhamento precoce para o tratamento e
acompanhamento diagndstico. Em uma revisdao sobre hepatite A publicada em 2012 por De
Paula foi relatado que o teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM foi muito util para a
investigacdo de surtos, situacdo na qual o paciente apresenta altos titulos de anticorpos IgM
anti-HAV. Surtos de hepatite A vem ocorrendo em comunidades brasileiras, tais como escolas
publicas e creches. Os inqueritos sorolégicos de alguns desses surtos tém relatado que apesar
do baixo nivel socioecondmico dos individuos envolvidos nestes surtos notificados, mais de
50% das pessoas com idade inferior a vinte anos eram suscetiveis a infec¢éo pelo HAV antes
do surto. Em epidemias envolvendo criangcas menores de 5 anos de idade, apenas 16% eram
anti-HAV positivas antes do surto (Vitral et al., 2008). A existéncia de areas de endemicidade
intermediaria para infeccdo pelo HAV pode levar a surtos como foi descrito nos ultimos 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 individuos na faixa dos 20 anos, 0 que sugeriu que este grupo representa um

maior risco de adquirir a infeccdo pelo HAV.

No nosso estudo também foi realizado a testagem das amostras dos grupos Il e 1V por
nested-PCR através da amplificacdo da regido VP1/2A do HAV. No grupo Ill, 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 rapido e nested-PCR, respectivamente. Nesse grupo a
amplificacdo do RNA viral por PCR foi 0 método mais sensivel. Estudos demostram que a
deteccdo por PCR do RNA do HAV tem um papel importante no diagndstico precoce da
infeccdo, especialmente no periodo de janela imunoldgica durante surtos e em casos de
hepatite aguda de etiologia desconhecida. A deteccdo do RNA do HAV antes da
soroconversao de anti-HAV IgM pode ser utilizada como um método diagndstico precoce

durante surtos de hepatite A. Testes de deteccdo do RNA viral também pode ser Uteis 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 disponivel
comercialmente para deteccdo do antigeno NS1 e do anticorpos IgM, SD BIOLINE Dengue
Duo rapid test (Standard Diagnostics, Corea), em comparacdo com outros métodos
laboratoriais existentes, como semi-nested PCR e ELISA IgM para confirmacdo da infeccéo,
utilizando 237 soros provenientes de individuos em fase aguda, demostrou que a
porcentagem de amostras de DENV-positivas por semi-nested PCR, teste rapido 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 sdo similares aos encontrados no nOsso
em relacdo ao grupo 1V, amostras de casos esporadicos, onde obtivemos 46,9% (46/97) das
amostras reagentes no ELISA, 45,3% (44/97) de amostras reagentes no teste rapido e 40,2%
(39/97) das amostras com resultado positivo por nested-PCR através da amplificacdo da
regido VP1/2A. Esses resultados podem ser devido as amostras do grupo IV serem de
individuos no final da infeccdo ou no inicio da fase convalescente, onde os titulos de RNA

viral no soro ja declinaram ou sdo indetectaveis pela PCR convencional.

Os ensaios rapidos sdo muito utilizados como ferramentas de triagem nos paises em
desenvolvimento, o Consércio Internacional para Seguranca do Sangue (ICBS) realizou um
estudo para avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes rapidos utilizados para detec¢édo
de anticorpos para o virus da hepatite C e descobriu que a maioria dos testes rapidos tem
menor sensibilidade do que os métodos convencionais utilizados no laboratério (Scheiblauer
et al., 2006). No entanto, ensaios rapidos tém algumas vantagens, eles séo faceis de executar,
ndo requerem equipamento caro ou pessoal experiente, e 0s resultados podem ser obtidos
imediatamente. Eles tém o potencial de proporcionar uma melhor acessibilidade e

flexibilidade em varios cenarios clinicos.

Portanto, de modo geral, o teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM utilizado no
nosso estudo se mostrou sensivel e especifico para utilizacdo no diagnéstico da hepatite A,
através da deteccdo de anticorpos Anti-HAV IgM em surtos e casos esporadicos. Com isso, 0

teste rapido, pode ser uma alternativa para o diagnostico da hepatite A no Brasil, em casos
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esporédicos e de surto, pois apresenta maior facilidade operacional, além de especificidade e

sensibilidade semelhantes ao ensaio imunoenzimatico comercial.

Os dados obtidos no presente estudo de avaliacdo poderdo contribuir para a realizagéo
de avaliacbes de custo-efetividade de testes diagndsticos para hepatite A, fornecendo
estimativas de sensibilidade e especificidade para inclusdo em modelos, fortalecendo assim a
tomada de decisdo sobre a implantacdo desse método diagndstico nos servigos de salde e para
a construcdo de fluxogramas que indicam as melhores estratégias de testagem utilizando o
teste rapido SD BIOLINE HAV IgG/IgM.
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VII.CONCLUSOES

O teste répido SD Bioline HAV IgM/IgG demonstrou possuir reprodutibilidade de
20% para ambos os marcadores; No entanto, o teste demostrou uma melhor
repetitividade em relacdo a deteccdo de IgM (80%) e na deteccdo 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 deteccdo do teste rapido para anticorpos anti-HAV IgG foi menor (107 )
em relacdo ao teste padrao-ouro (10™°) e para anticorpos anti-HAV IgM o teste rapido
demonstrou limites de deteccéo iguais (102) ou superiores (10®) ao padrao-ouro;

O teste rapido ndo demonstrou reatividade cruzada com outros agentes infecciosos,
como HBV, HCV, Dengue e HIV, sendo considerado um teste com especificidade
para deteccdo de anticorpos contra o virus da hepatite A,;

O teste rapido demonstrou ter uma taxa de deteccédo similar comparada ao EIE para o

marcador IgM e uma taxa de deteccdo menor comparada ao EIE para o marcador 1gG;

Os niveis de concordancia utilizando o indice Kappa (k) foram considerados de fracos
a bons nos grupos | e Il testados para o marcador 1gG e de excelentes a bons em

relacdo ao marcador IgM para os grupos Il e 1V, respectivamente;

A sensibilidade e a especificidade do teste rapido para deteccdo de anti-HAV IgM

foram maiores do que para a deteccdo de anti-HAV IgG;

Em todas as amostras de surto o HAV-RNA foi detectado em todas as amotras
(100%), demonstrando que a deteccdo molecular foi fundamental nesse grupo para o

diagndstico precoce do virus no periodo de janela imunolégica;

O teste apresentou melhor desempenho para o diagnéstico da hepatite A em casos de
surtos e casos esporadicos para deteccdo de anticorpos IgM, porém para deteccdo de

infeccdo passada e resposta vacinal o teste ndo foi adequado.
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venficado um aumento de surtos opiiémicos devido ac grande nimero de adultos suscoptiveis A infecgds
gragas a meihoria das condigdes de sancamento basico e abastecimento de 8gua, 0 que dificulta o contato
com o vitus na infancia. b
Por se tratar de uma doenga onde a transmisso se 34 pela via fecal-oral, a transmissdo pessca-pessoea ¢
muito faciitada, especialmente quando ha contato pessoal intimo ¢ prolongado dos doentes com Individuos
suscativeis 3 infecgdo. Este fato, atrolado a ausdnca de boas praticas higsdnicas e ao compartéhaments do
objetos nc ambiente domicdiar, podem corroborar para o dasenvolvimenio de ambiente propicso para o
disserminacdo da doenga, 0 que vem sendo reistado em muitos arigos para outros agravos

O presente estudo tem como objotivo realizar a investigagdo de surtos de hepatite A associados 4
lransmissdo intradomiciliar, para isso, paclentes do ambulaténio de Hepalites Virais da FIOCRUZ, com
etiologia comprovada por Soroicgsa para a infecsdo cavsada pelo virus da Hepatide A, serdo convidados &
participar do estudo juntamente com os seus famikares. Os individuos que acesarem a partcipar do estudo
© assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serdo submaticos & coleta de sangue

O RNA viral sera extraido para realizagdo da gonotipagem viral por seguenciamento a fim de caracterizar
molecularmante ©s 1501ados envolvidos nos surtos. A comprovacdo da ransmiss&o pessoa-pessca do caso
pRmano aos seus contactantes sera realizada através ca homaologa de
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sequencias obtidas do HAV-RNA. Sera realizado também a quantificagéo das particulas virais presentes nas
amostras utilizando o Real Time PCR a fim de determinar a taxa de transmissdo do HAV. Os dados obtidos
com esse estudos poderdo ser uteis para reiterar 3 necessidade da implementagéo da vacina de hepatite A
no calendario de vacinagdo como uma forma eficaz de prevenir e interromper surtos, causando impacto na
incidéncia geral da doenga no pais.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar surtos intradomiciliares de hepatite A que ocorreram/ocorerrao no Rio de Janeiro.

Realizar a investigagao epidemiolégica dos surtos intradomiciliares;

Estabelecer a taxa de transmissdo do HAV entre os casos priméarios e os contactantes;

Determinar a caracterizagdo molecular do HAV-RNA em individuos expostos a surtos intradomiciliares;
Comprovar a transmissao pessoa-a-pessoa através da determinagdo do gendtipo e homologia das
sequéncias nucleotidicas, e

Correlacionar as seqiiéncias nucleotidicas encontradas com cepas do HAV sequenciadas disponiveis no
GenBank.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos e desconfortos para os pacientes s3o aqueles relacionados com a coleta de sangue que
serao minimizados por uma coleta realizada dentro das normas de biosseguranga. Podera haver pequends
hematomas, sangramento coagulado no local da pungso venosa o que € comum na coleta de sangue.

Beneficios:

Os pacientes que participarem do estudo podera obter o beneficio pessoal de ser informado sobre o estado
imunolégico, a possivel forma transmissdo do virus da hepatite A, além de estar contribuindo para o
progresso da pesquisa cientifica sobre a hepatite A.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta suficientemente claro em seus propésitos e devidamente fundamentado. & do Grupo Il e,
portanto, ndo necessita de submissdo a CONEP antes de ser iniciado.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Nessa segunda versdo do projeto, a pesquisadora responsavel incluiu os documentos solicitados no
primeiro parecer.

Recomendagoes:
Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatério final do projeto de pesquisa é responsabilidade
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indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciagao do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de
acordo com as atribuicdes definidas na Resolugado CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do projeto de
pesquisa proposto.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Consideracées Finais a critério do CEP:

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na tltima pagina do referido Termo. .
O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

RIO DE JANEIRO, 31 de Outubro de 2012

Assinador por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)
Enderego: Av. Brasil 4036 Sala 705
Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: etica@fiocruz.br
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO

Ministério da Saude
Fundacdo Oswaldo Cruz
INSTITUTO OSWALDO CRUZ
LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

FIODCRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conforme a Resolucéo n° 466, do Conselho Nacional de Saude de 12 de dezembro de
2012)

Instituicdo; Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia - Instituto Oswaldo
Cruz -Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Hepatites de transmissdo entérica e herpes virus associados a casos
agudos e fulminantes

Pesquisador:. Dra Vanessa Salete de Paula, PhD. — Matricula/MS:1555973

€/0U MEU FeSPONSAVE === == mm e e e

fomos convidados a participar de um estudo que visa otimizar o diagnodsticos das hepatites
entéricas e dos herpes virus 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 doenca, na qual os sintomas sdo mais intensos e com consequéncias mais

graves.

Fui informado que o objetivo deste trabalho serd diagnosticar e caracterizar
molecularmente as hepatites de transmissdo entérica e herpes virus associados a casos agudos
e fulminantes. Para isto, sera coletado 5 mL de sangue por pun¢do venosa com auxilio de
técnicos especializados. Os possiveis riscos e desconfortos sdo aqueles relacionados com a

retirada rotineira de sangue, dor ou edema no local.
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No material coletado sera realizada a pesquisa das hepatites entéricas e herpes virus,
dos anticorpos contra esses virus e dos genes envolvidos na resposta a estas infec¢fes, com a
finalidade de compreendermos melhor os mecanismos de defesa contra estes. Estou sendo
informado (a) que receberei o laudo dos exames e posso ndo ter beneficio 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 ambulatério especializado de
hepatologia da rede publica para acompanhamento.

Recebemos também informagdes de que as amostras que estdo sendo fornecidas
deverdo ser armazenadas para que possam ser adequadamente utilizadas no decorrer da
pesquisa e que as mesmas poderdo ser utilizadas para pesquisas futuras. Recebemos as
orientacdes de que temos a liberdade de participar ou ndo da pesquisa, sem que haja qualquer
prejuizo no caso de ndo aceitarmos participar. A participacdo no estudo é voluntaria e eu
poderei me retirar a qualquer

momento.

Declaro ter recebido informacdes a respeito deste estudo e autorizo o autor do projeto
a utilizar uma amostra do material para realizacdo de exames para hepatite e herpes para
otimizacdo do diagnostico, a fim de esclarecer a etiologia da doenca. Os resultados desta
pesquisa serd me fornecido de maneira confidencial, e sera utilizados para publicacéo

cientifica com sigilo da nossa identidade.

Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode

entrar em contato o pesquisador responsavel ou com o comité de ética:

Vanessa Salete de Paula - Pavilhdo Helio e Peggy Pereira 2° andar, fone 2562 1876

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos-CEP Fiocruz-10C
Fundacdo Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - S. 705 (Expansao)
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

Vanessa Salete de Paula

Assinatura do pesquisador responsavel

Testemunha 1:

Testemunha 2:
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