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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Helena Medina Cruz

A utilizacdo de amostras alternativas ao soro, bem como a avaliagdo do nivel de
conhecimento sobre as Hepatites Virais (HV) poderiam contribuir no aumento do acesso ao
diagndstico do virus da hepatite B (HBV) e elaboragao de planos para prevengao e controle
das HVs. O objetivo deste trabalho foi determinar a aplicabilidade do uso de fluido oral e
sangue seco em papel filtro (SSPF) para a deteccdo do HBV em areas de dificil acesso,
bem como avaliar a percepgao sobre HVs em diferentes grupos. Na avaliagéo dos testes de
diagnostico para HBV, trés grupos foram incluidos: G1) Alta prevaléncia, G2) Baixa
prevaléncia e G3) Individuos com vulnerabilidade para aquisicao de HBV. Foram obtidas
1296 amostras pareadas de fluido oral e soro para avaliagdo do desempenho da deteccéo
do marcador anti-HBc e 2309 amostras pareadas de SSPF e soro para avaliagdo do
desempenho da detecgao de HBsAg, anti-HBc e anti-HBs. Também foram avaliados o teste
comercial otimizado e teste comercial proprio para deteccao do HBsAg em SSPF. Para
avaliar o conhecimento sobre HV, dois estudos foram realizados utilizando um instrumento
de coleta de dados. O primeiro estudo foi composto por 247 participantes em um evento de
saude na regidao Sudeste e moradores de uma cidade do Norte do Pais enquanto o segundo
foi composto por 447 individuos provenientes de cinco diferentes populagdes: ambulatério
de HV da regidao Sudeste; Centro médico das regides Sul e Nordeste, e comunidades
carentes das regides Sudeste e Nordeste. O teste de deteccao de anti-HBc em fluido oral e
SSPF e de HBsAg em SSPF apresentou melhor desempenho no grupo de alta prevaléncia
(67,7%; 75,5%; 77,3%, respectivamente); também houve boa concordancia do SSPF com o
soro entre individuos vulneraveis na detecgéo do anti-HBc (75,2%). O teste de detecgao de
anti-HBs em SSPF apresentou baixo desempenho em todos os grupos avaliados (<44,5%).
O teste de anti-HBc em fluido oral e em SSPF apresentou maior sensibilidade quando
considerados os individuos com infecgao ativa (92,7%; 98,4%, respectivamente). O teste de
deteccao de anti-HBs em SSPF apresentou maior sensibilidade entre individuos com altos
titulos de anticorpo. Observamos bom desempenho do teste de detecgcdo de HBsAg em
SSPF pelo EIE comercial otimizado e EIE proprio. Foi observado baixo nivel de
conhecimento sobres as HVs entre individuos de Manaus e RJ no estudo 1 e individuos do
Centro médico de Fortaleza e comunidades carentes no estudo 2. Por outro lado,
conhecimento desejavel foi observado em ambulatérios da regido Sudeste e Sul do Brasil.
Concluimos que o fluido oral e SSPF podem ser empregados como alternativa ao soro na
deteccdo dos marcadores HBsAg e anti-HBc em estudos de prevaléncia para HBV,
especialmente em grupos com infeccéo ativa. O teste anti-HBs em SSPF n&o foi uma boa
alternativa para avaliar a imunidade da infecgcdo pelo HBV. O conhecimento sobre HVs
observado indica que ha necessidade de aumentar o acesso a educacdo, e promover
campanhas de educacdo em saude, especialmente entre individuos de comunidades
carentes e com menor escolaridade.

Palavras-chave: Diagndstico, Hepatite B, Sangue seco em papel filtro, Fluido oral, Conhecimento,
Hepatites Virais, Brasil sem Miséria.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Helena Medina Cruz

The use of alternative samples to serum as well as the evaluation of the Viral Hepatitis (VH)
knowledge level could contribute to increase the access to hepatitis B virus (HBV) diagnosis and to
develop programs for HVs prevention and control. The objective of this study was to determine the
applicability of oral fluid and dried blood spots (DBS) for the detection of HBV in remote areas and
evaluate VHs perception in different groups. Three different groups were included in the evaluation of
HBYV diagnostic tests: G1) High prevalence, G2) Low prevalence and G3) Individuals with vulnerability
to HBV acquisition. Paired oral fluid and serum samples were obtained from 1,296 individuals to
evaluate the performance of anti-HBc marker detection and 2,309 persons gave paired DBS and
serum samples to evaluate the performance of HBsAg, anti-HBc and anti-HBs detection tests. In
addition, a commercial optimized test to DBS samples and a commercial test developed for HBsAg
detection in DBS were evaluated. To evaluate VH knowledge, two studies were performed using a
data collection instrument. The first study was composed of 247 participants recruited at health event
in the Southeast region and residents of a city in the North of the country. The second study was
composed of 447 individuals from five different populations: HV outpatient clinic in the Southeast
region; Medical center of the South and Northeast regions, and underprivileged communities of the
Southeast and Northeast regions. Anti-HBc detection test in oral fluid and DBS and HBsAg detection
test in DBS showed the best performance in the high prevalence group (67.7%, 75.5%, 77.3%,
respectively); there was also good agreement results for DBS and serum in vulnerable individuals
(75.2%). Anti-HBs detection test in DBS showed low performance in all groups studied (<44.5%). Anti-
HBc detection in oral fluid and DBS showed higher sensitivity when only active cases of HBV infection
were considered (92.7%, 98.4%, respectively). Anti-HBs detection test in DBS showed the highest
sensitivity among individuals showing elevated antibody titers. Good performance was observed for
both assays (optimized commercial assay and specific assay) for HBsAg detection in DBS. A low HVs
knowledge was observed among individuals from Manaus and RJ in study 1 and among individuals
from Medical Center of Fortaleza and underprivileged communities in study 2. On the other hand,
desirable knowledge was observed in outpatient clinics in the Southeast and Southern regions of
Brazil. Oral fluid and DBS may be used as an alternative to serum for detecting HBsAg and anti-HBc
markers in HBV prevalence studies, especially in groups with active infection. Anti-HBs test in DBS
was not a good alternative to evaluate the immunity of HBV infection. HVs knowledge level observed
indicates that is necessary increase the access to education and promote health education
campaigns, especially among individuals from underprivileged communities and with lower education
level.

Key words: Diagnosis, Hepatitis B, Dried blood spots, Oral fluid, Knowledge, Viral hepatitis, Brasil sem
Miséria.
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1. INTRODUGAO

Hepatite € o nome dado ao processo inflamatério que acomete o figado e
pode ser causada por diversos fatores, tais como: consumo excessivo de alcool,
utilizacdo de determinados medicamentos, doenca autoimune, infecgdes bactérias, e
virais. A hepatite viral (HV) pode ser causada por cinco agentes etioldgicos, o virus
da hepatite A (HAV), o virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV), o
virus da hepatite D (HDV) e o virus da hepatite E (HEV) (Ministério da Saude, 2012;
Focaccia, 2013, WHO, 2018). Esses virus causam doengas clinicamente
semelhantes, porém etioldgica e epidemiologicamente distintas. A forma aguda da
infeccao pode levar a casos fulminantes e ocorre entre todas as hepatites. Ja a
forma cronica da infeccdo ocorre entre as hepatites B, C e D, causando sérios
agravos em sua decorréncia, tais como cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC)
(CDC, 2012).

Em sua maioria, sdo doencas silenciosas, que muitas vezes passam
despercebidas. Os sintomas podem ser ausentes ou leves no inicio da infeccéo ou
s aparecerem quando a doenga esta em estado avangado e ja com a presenga de
alguma complicagcédo (Focaccia, 2013; WHO, 2018). As manifestagbes clinicas mais
comuns de hepatite viral sao: febre, fraqueza, dor abdominal, nausea, vomito, perda
de apetite, urina escura, ictericia e fezes palidas (Focaccia, 2013).

As HVs sdo uma das principais causas de doencgas infecciosas que pode
levar ao obito no mundo. Em 2015, um numero estimado de 325 milhdes de
individuos estava cronicamente infectados por HBV ou HCV e cerca de 1,34 milhdo
de individuos morreu em decorréncia dos seus agravos (WHO, 2018). A distribuicéo
destas infecgbes € universal, embora a magnitude dos diferentes tipos varie de
regido para regido. No Brasil, também ha grande variagao regional na prevaléncia de
cada hepatite (Ministério da Saude, 2012). De 1999 a 2016, foram notificados no
Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) 561.058 casos
confirmados de HVs no Brasil (Ministério da Saude, 2017).



1.1.Hepatite B

1.1.1. Breve Histoérico

A Hepatite B foi documentada cientificamente pela primeira vez em 1895
entre trabalhadores em Bremen, na Alemanha, que receberam vacina contra a
variola preparada a partir de linfa humana e logo apés, desenvolveram quadro de
ictericia (Hollinger, 1994; Schimid, 1994; Fonseca, 2010). Porém, somente no final
dos anos 30 que a transmissao parenteral da hepatite foi estabelecida, a partir da
observacao de casos de ictericia ocorridos dois a sete meses apos a inoculagao em
voluntarios de vacina contra febre amarela, preparada com adi¢gdo de soro humano
para fins de estabilizagdo do produto (Findlay & MacCallum, 1937).

No ano de 1945, foi esclarecida a existéncia de duas formas de hepatite, a
hepatite infecciosa e a ictericia sérica, com periodos de incubacdo e modo de
transmissao distintos (Paul et al., 1945). Nessa época entao, foi proposto a utilizagéo
do nome hepatite A para a hepatite infecciosa e hepatite B para a ictericia sérica.

Em 1965, foi identificado no soro pertencente a um aborigine australiano um
antigeno que recebeu o nome de antigeno Australia (AgAu) e reagia com o soro de
dois doentes hemofilicos politransfundidos (Blumberg Alter & Visnich, 1965). Prince,
em 1968, isolou um antigeno em sangue durante o periodo de incubagado de uma
hepatite pds transfusional, que recebeu o nome de antigeno SH, relativo a hepatite
sérica. Posteriormente, comprovou-se que o antigeno SH de Prince era o mesmo
antigeno Australia e mais tarde, passou a ser chamado de HBsAg.

Dane e colaboradores em 1970, por meio de microscopia eletronica,
identificaram a particula viral completa do HBV (Particula de Dane). No ano
seguinte, apds degradagao da particula de Dane com detergentes, foi encontrado
um componente interno, o antigeno do Core ou HBcAg, que reagia com anticorpos
especificos, descrevendo um novo sistema antigeno-anticorpo (Almeida, Rubenstein
& Stott, 1971) e, em 1972, o antigeno “e” do virus (HBeAg) e seu anticorpo

correspondente (anti-HBe) foram descritos (Magnius & Espmark, 1972).



1.1.2. Estrutura viral

O HBYV é classificado na familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus
(Dandri & Petersen, 2017) mede cerca de 42nm de didmetro e internamente
apresenta capsideo icosaédrico eletrodenso de aproximadamente 27nm de didametro
que abriga uma molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) parcialmente dupla
fita, com 3200 pb (Takahashi et al. 1976).

A célula infectada pelo HBV libera particulas completas (particula de Dane)
compostas de envelope e nucleocapsideo (Figura 1.1) e particulas incompletas nao
infeciosas, de formato esférico ou tubular (Figura 1.2), com cerca de 22nm de
didmetro. Diferente das particulas de Dane, as particulas incompletas ndo possuem
nucleocapsideo e DNA, além de serem encontradas em excesso no soro de
individuos infectados (Gerlich, 2013), tendo importancia nas estratégias de escape
do virus a resposta do sistema imunolégico do hospedeiro (Moura, 1997; CDC,
2012). O envelope do HBV é formado por proteinas, lipideos, carboidratos e pelo
HBsAg, enquanto o capsideo, presente apenas na particula completa, € composto

pelo HBcAg e pelo genoma viral (Inoue & Tanaka, 2016 Dandri & Petersen, 2017).

~ Proteina S do antigeno de superficie

Proteina M do antigeno de superficie (S+pré-S2)

4 ".— Proteina L do antigeno de superficie
(S+pré-S2 + pré-S1)

DNA

DNA Polimerase (P)

Figura 1.1 Esquematizacao do virus da hepatite B
(Fonte: AIDS.gov, 2018).
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Figura 1.2 Particulas completas e incompletas do HBV
(Fonte: Adaptado de Dandri & Petersen, 2017)

1.1.3. Estrutura genémica

O genoma do HBV possui 3200 pb e apresenta quatro fases abertas de leitura
(Open Reading Frame- ORFs) sobrepostas, correspondentes as regides pré-S/S,
pré-Core/Core, P e X (Ganem & Varmus, 1987; Tong & Revill, 2016) (Figura 1.3). A
fita maior é complementar ao acido ribonucleico (RNA) mensageiro e, por
convengao, é denominada de negativa. A fita menor, denominada de positiva,
apresenta a porcao terminal 3’ de tamanho variavel. Na porgcédo 5’ terminal de ambas
as fitas de DNA observa-se uma pequena sequéncia de 11 nucleotideos que sao
diretamente repetidas (DR) designadas de DR1 e DR2. Tais sequéncias sao
importantes na iniciagdo da replicagdo do HBV (Ganem & Varmus, 1987; Wei et al.,
2010). Todos os genes sao codificados pela fita longa e possuem pelo menos uma
regido de sobreposicdo, o que aumenta a capacidade da sintese protéica em
aproximadamente 50%.do esperado para a totalidade do genoma (Ganem &
Varmus, 1987).



Figura 1.3 Representacdo esquematica do genoma do virus da hepatite B.
(Fonte: Tong & Revill, 2016).

A ORF preé-S/S é a regidao do genoma responsavel pela sintese das proteinas
presentes no envelope viral (Sherlock, 1990; Yoshida et al., 2005; Dandri &
Locarnini, 2012; Pyrsopoulos, 2017). Nessa regiao estado incluidas as regides pré-
S1, pré-S2 e S com trés codons de iniciacdo na mesma fase de leitura e que dao
origem a trés proteinas. A maior proteina ou L (do inglés large) é sintetizada nas
regides pré-S1, pré-S2 e S, a partir do cédon de iniciagdo localizado no inicio da
regiao pré-S1, € a maior das proteinas (368 aminoacidos) e a menos abundante
(Dandri & Locarnini, 2012; Caligiuri et al., 2016). A proteina de tamanho
intermediario ou M (do inglés middle) com 281 aminoacidos € sintetizada nas
regides pré-S2 e S a partir do cédon de iniciagao localizado no inicio da regido S e
sua fungao é desconhecida (Dandri & Locarnini, 2012; Caligiuri et al., 2016; Inoue &
Tanaka, 2016). A menor proteina ou S (do inglés small) com 226 aminoacidos é
sintetizada a partir do codon de iniciagdo localizado no inicio da regido S, e é
habitualmente conhecida por HBsAg (Datta et al., 2012; Caligiuri et al., 2016; Inoue
& Tanaka, 2016). Essas proteinas possuem o mesmo cédon de terminagéo, o qual
se localiza no final da regido S.

O gene C apresenta dois codons de iniciagdo na mesma fase de leitura aberta

(regibes pré-core e core), que sintetizam duas proteinas com especificidades
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antigénicas distintas: o HBeAg e o HBcAg. O HBeAg com 159 aminoacidos € uma
proteina secretora, ndo estrutural e sua presenca esta associada a infectividade por
ser produzida durante um estagio de replicacao viral intensa O HBeAg é traduzido a
partir do primerio cdédon de iniciagao da regiao pré-C (Locarnini, 2004; Dandri &
Locarnini, 2012; Pyrsopoulos, 2017). O HBcAg é uma proteina estrutural que forma
o capsideo e nao é detectado no soro, apenas nos hepatécitos de pacientes com
hepatite aguda ou cronica e é traduzido a partir do RNA pré-genémico (Locarnini,
2004; Dandri & Locarnini, 2012). O cédon de iniciagdo para o HBcAg esta localizado
a 87 nucleotideos apds o sitio de iniciacao da regiao pré-C. O polipeptidio do core
possui 185 aminoacidos, e o nucleocapsideo viral € formado por 180 monémeros
desta proteina que espontaneamente se agrupam para formar uma particula
icosaédrica (Nassal & Schaller, 1996).

O gene P com 832 aminoacidos € o maior gene do HBV, sobrepondo-se a
todos os outros genes e englobando cerca de % do genoma viral. Codifica uma
enzima multifuncional com atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e
ribonuclease (RNAse H), e estad envolvido na sintese de DNA (Inoue & Tanaka,
2016). A polimerase viral pode ser dividida em quatro dominios, o amino-terminal,
que atua como proteina terminal ou primase, importante para o inicio da sintese da
fita de DNA de polaridade negativa e no empacotamento da pgRNA, a regido
espacgadora que parece nao ter fungao especifica, dominio de transcriptase reversa
e dominio carboxi-terminal que exibe atividade de RNAse H essencial durante
replicacédo do genoma (de Matos, 2007). A transcriptase reversa nao tem a atividade
de revisdo da sequéncia de DNA enquanto realiza a replicagdo do virus. Dessa
forma, conduz a introdugdo de mutagbes randémicas no genoma do HBV. Além
disso, sofre pressédo seletiva devido a administracdo de agentes antivirais sendo
responsavel pela resisténcia aos mesmos (Caligiuri et al., 2016).

O gene X codifica um pequeno polipeptidio de 154 aminoacidos denominado
HBxAg, que € uma proteina que estimula a transcricdo e a replicagao viral, além de
mostrar-se eficiente em ativar as respostas imunes celular e humoral. O HBxAg
também esta relacionado com a regulagédo do ciclo celular e ativagdo das vias de
sinalizagao (Wei et al., 2010). Além disso, recentemente foi comprovado que o HBx
induz o dano celular, bloqueando o reparo do DNA e induzindo a geragao de CHC
(Wang et al., 2014; Dan et al., 2016).

O antigeno de superficie do HBV apresenta alta heterogeneidade e baseado
na sua reatividade, o HBV pode ser classificado em dez subtipos. O envelope
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glicoproteico do HBV contém um epitopo grupo-especifico, presente em todos os
subtipos, denominado de determinante comum “a”, que também apresenta
subdeterminantes antigénicos exclusivos (d/y e w/r), além de subtipos, conhecidos
como: adw2, adw4, ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, adrq+, adrg- e ayr (Le Bouvier et al.
1972; Tiollais et al.1985). A identificagdo dos subtipos pode ser util na compreensao
epidemiologica da infecgao pelo HBV e, em alguns casos, ajudar a estabelecer rotas
e mecanismos de transmissao (de Matos, 2007).

O HBV também é dividido em gendtipos definidos por ordem alfabética e
subgendtipos identificados pela nomenclatura por numeros. Os gendtipos séo
definidos pela divergéncia nucleotidica no genoma completo do HBV em mais de
7,5% (Lampe et al., 2017) e subgendtipos sédo definidos quando ha divergéncia
nucleotidica de 4 a 8% dentro de um mesmo grupamento genotipico (Kurbanov,
Tanaka & Mizokami, 2010; Kramvis, 2014). O HBV é dividido em 8 gendtipos (A-H),
(Lampe et al., 2017) com outros dois adicionais propostos (I e J) (Tran et al., 2008;
Tatematsu et al., 2009) . Os gendtipos A, B, C, D, F e | sdo classificados em
subgendtipos A1-A4, B1-B5, C1-C16, D1-D7, F1-F4 e 11 e 12 (Tong & Revill, 2016).
Reinfeccdo e infeccdo simultdnea com diferentes gendtipos do HBV sao descritas
(Kramvis, Kew &Francois, 2005; Schaefer, 2005). Os genotipos apresentam
distribuicdo geografica distinta e caracteristica, no entanto, estudos recentes
demonstram mudangas no seu padrdao de distribuicdo, especialmente em regides
com elevados casos de migragdes (Lampe et al., 2017).

No Brasil, um estudo recente de avaliagdo dos gendtipos corroborou com
dados prévios de circulagdo predominante dos genodtipos A, D e F. Também foi
observada no estudo uma menor proporgao dos tipos E, G, C e B, sendo sugerida
uma relagao entre a presencga desses gendtipos no pais com o fluxo migratério de
populagdes com origem nos paises onde esses gendtipos s&o mais frequentes
(Lampe et al., 2017).

Diferengcas relacionadas a evolugao, progndéstico da hepatite crbénica e
resposta a terapia antiviral em pacientes com HBV podem ser observadas de acordo
com os genotipos do HBV. Como, por exemplo, maior predisposi¢do de individuos
com o gendtipo A a cronificarem (lto et al., 2014), atraso na soroconversdo do
HBeAg, pior resposta ao tratamento com Interferon e maior risco de progressao

entre individuos com gendtipo C (Tong & Revill, 2016).



1.1.4. Replicagao viral

A replicagdo do HBV ocorre nos hepatdcitos e a interagdo entre o virus e a
célula € mediada por proteinas presentes no envelope viral e receptores dos
hepatdcitos (Sureau & Salisse, 2013). O receptor de polipepitideo cotransportador
de taurocolato de sédio (NTCP) foi recentemente identificado como receptor de
entrada do HBV (Yan et al., 2012).

O ciclo da replicagao inicia-se entdo, com a entrada do virus nos hepatécitos
mediada pela ligagdo da proteina Jlarge ao NTCP hepatocelular e
subsequentemente, internalizam-se em vesiculas endossomais (Yan et al., 2012; Ni
et al, 2014; Valaydon & Locarnini, 2017). O HBV é um pararetrovirus em virtude de
sua estratégia de replicagdo remanescente dos retrovirus, ou seja, é um virus de
DNA, que replica o seu material genético gerando moléculas de RNA fita simples
intermediarias, por meio da agdo da enzima transcriptase reversa. O genoma
presente no interior do capsideo é parcialmente dupla fita de DNA circular relaxado
(do inglés relaxed circular DNA — RC-DNA). A fita positiva € completada por agéo da
DNA polimerase celular, em uma forma circular covalentemente fechada (covalently
closed circular - cccDNA) (de Matos, 2007; Inoue & Tanaka, 2016).

Este cccDNA é responsavel pela persisténcia viral e altamente resistente a
terapia antiviral (Inoue & Tanaka, 2016). E uma forma estavel de DNA que permite
que o HBV persista no hepatécito, portanto, garantindo a produgdo continua de
virus. Ele é produzido cedo, dentro de 24 horas, e em grandes quantidades. Em uma
infeccdo natural pelo HBV ha mais de 50 copias de cccDNA em um hepatdcito
(Valaydon& Locarnini, 2017).

A RNA polimerase celular transcreve o genoma do HBV a partir do cccDNA
em RNAs diferentes em tamanhos. Existem dois transcritos genémicos de 3,5kb
cada e trés transcritos subgendmicos de 2.4 kb (RNAm para tradugédo da proteina
Large), 2.1 kb (RNAm para a tradugédo das fungdes de transcricdo de Middle e
Small) e 0.7 kb (RNAm para tradug&o da proteina X) (Valaydon & Locarnini, 2017).

Os transcritos gendmicos de 3,5kb incluem o RNA mensageiro (RNAm) pré-
core e o RNA prégenémico (pgRNA). O RNAm de precore é semelhante a proteina
do nucleo, mas tem uma extensao na extremidade terminal N e codifica para
HBeAg. O pgRNA codifica para proteina do core e Pol e também é o modelo para
transcricdo reversa para gerar DNA de HBV sendo convertido em DNA de cadeia
dupla (ds-DNA) (Locarnini & Omata, 2006; Valaydon & Locarnini, 2017).
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No processo de transcrigdo reversa a partir do pgRNA, a polimerase do HBV
inicia a sua funcdo a partir da estrutura de stem-loop (estrutura em forma de
grampo) da extremidade 5’ até a formacéo de trés ou quatro pares de base. Nesse
ponto, a polimerase junto com a cadeia nascente de DNA é transferida para a cépia
homodloga da DR1 na extremidade 3’. A polimerase viral entdo estende a cadeia de
DNA de polaridade negativa enquanto a mesma enzima degrada o molde de RNA
através da sua atividade de RNAse H. Quando a polimerase do HBV alcanca a
extremidade 5, ela deixa uma pequena sequéncia de RNA intacta, o que
compreende a sequencia de DR1, o qual é translocado para anelar-se a regiao DR2
da extremidade 5 do DNA de polaridade negativa. Esse oligorribonucleotideo é
entdo utilizado como iniciador da fita de DNA de polaridade positiva pela polimerase
viral. A fita de polaridade positiva € menor, pois ndo € completamente sintetizada,
uma vez que logo que sua sintese € iniciada, as particulas do core, que contém o
genoma viral adquirem o envoltorio (Seeger & Zoulim, 2007; Quasdorff & Protzer,
2010).

O DNA recém-sintetizado, entdo, é transportado ao nucleo para manter o
conjunto de cccDNA ou sera envelopado com proteinas de superficie e exportados
como novos virions (Valaydon& Locarnini, 2017). O esquema da replicagdo do HBV
estda demonstrado na Figura 1.4. Mesmo apos a formagédo de anticorpos contra o
antigeno de superficie (anti-HBs), um risco de reativagdo ainda esta presente no
contexto da imunossupressao (Chang & Lewin, 2007; Vierling, 2007). Além disso, o
DNA do HBV também tem a capacidade de se integrar ao genoma do hospedeiro
apos entrar no hepatdcito. Especula-se que essa integragdo é responsavel pela

atividade hepatocarcinogénica intrinseca do HBV (Pyrsopoulos, 2017).
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Figura 1.4 Esquematizagcédo da Replicagao do HBV
(Fonte: Inoue & Tanaka, 2016).

1.1.5. Transmissao

A transmissdo do HBV pode ocorrer por diferentes vias, tais como: sexual,
vertical (m&e para o filho) e parenteral. A principal forma de transmissdo & por
exposicao percutdnea ou permucosa a fluidos corporais contendo HBVY,
principalmente o sangue (Inoue & Tanaka, 2016).

Sao consideradas pessoas em situagao de risco para a infecgao por hepatite
B: criangas nascidas de maes infectadas, parceiros sexuais de pessoas infectadas,
pessoas com multiplos parceiros sexuais, pessoas com histérico de infeccao
sexualmente transmissivel (IST), homens que fazem sexo com homens (HSH),
usuarios de drogas injetaveis (UDI), pessoas que possuem contatos domiciliares
com infectados, profissionais expostos a material bioldgico no trabalho, pacientes de
hemodialise, pessoas privadas de liberdade e viajantes para regides com taxas

intermediarias ou altas de endemicidade da hepatite B (CDC, 2017).
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A transmissdo vertical pode ser intrauterina, pré e pods-parto e depende do
perfil dos marcadores HBsAg e HBeAg nas gestantes. A probabilidade de
transmissao vertical € maior quando a mée é infectada pelo HBV no ultimo semestre
de gestacgao (60% dos casos) em comparagao com infecgdo no primeiro trimestre da
gravidez (<10% dos casos) (Ministério da Saude, 2016). Além disso, quando a
gestante é portadora de infecgao crénica por HBV, o perfil sorolégico HBsAg/HBeAg
influencia na transmissdo. Em gravidas HBsAg+/HBeAg+, a transmissao ocorre em
70-90% dos casos, ja entre as gestantes HBsAg+/HBeAg-, esse indice varia de 40-
70% (Ministério da Saude, 2008). Sem a imunoprofilaxia adequada no momento do
parto, a maioria das criangas recém-nascidas desenvolvera infecgcdo aguda por
HBV, com progressdo para infeccdo crbnica, além de complicagbes da doenga
hepatica cronica na idade adulta (Ministério da Saude, 2016).

A transmissao sexual pode ocorrer através de sémen e secrecdes vaginais
contaminadas em relagdes sexuais desprotegidas. Este tipo de transmissdo é
comum entre HSH com multiplos parceiros e pelo fato do sexo anal ser mais
traumatico que o sexo vaginal, no entanto também é comum entre heteroxessuais
que tém multiplos parceiros ou contato com profissionais do sexo. (Inoue & Tanaka,
2016) e apresenta taxas de transmissdo de 40% para parceiros nao-imunes de
pacientes com infecgdo cronica (Inoue & Tanaka, 2016; Mohr, Boesecke &
Wasmuth, 2017). No Brasil, dentre os casos notificados mais da metade nao
informou a causa de transmissao. Entretanto, dentre aqueles em que a provavel
fonte ou mecanismo de transmissao era conhecido, a maioria ocorreu por via sexual
(51,2%), seguido por transmissdes domiciliares (9,3%) e uso de drogas (4,3%)
(Ministério da Saude, 2016).

1.1.6. Patologia e manifestagoes clinicas

Durante a infec¢ao pelo HBV, a resposta imune do hospedeiro provoca tanto
o dano hepatocelular, quanto a eliminagao viral (Lampertico et al., 2015). A hepatite
B pode se apresentar nas formas aguda, crénica ou fulminante. O periodo de
incubacgdo entre a exposi¢cao até o inicio dos sintomas varia de 60 a 150 dias, com
média de 90 dias (Inoue & Tanaka, 2016), dependendo de fatores como idade do
paciente, modo de transmissao, porta de entrada e resposta imune do hospedeiro
(Befeler & Di Bisceglie, 2000; Juszczyk, 2000; de Matos, 2007).
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A infeccao pelo HBV causa doenga clinica (ictericia) em 10% dos casos em
menores de cinco anos e de 30-50% em maiores de cinco anos. Além disso, 30%
dos casos em que ha manifestacbes clinicas, as mesmas sao brandas ou
transitorias (de Matos 2007). A infeccdo é autolimitada na maioria dos pacientes
adultos com infeccdo aguda. Cerca de 1% a 2% dos pacientes progridem para
insuficiéncia hepatica fulminante e <10% para infecgao cronica (Meireles et al., 2015;
Inoue & Tanaka, 2016, Mohr, Boesecke & Wasmuth, 2017). No entanto, mais de
90% dos bebés e entre 25-50% das criangas entre um e cinco anos infectadas
desenvolvem a infecgdo crbénica (Inoue & Tanaka, 2016; Mohr, Boesecke &
Wasmuth, 2017).

A infeccdo crénica pelo HBV pode gerar doenga hepatica compensada por
anos, com continua inflamacgao e necrose dos hepatécitos, progredindo para cirrose
hepatica e hipertensdo portal, com edema, circulagcdo colateral, ascite e
encefalopatia, com risco de evolugdo para hepatocarcinoma (Focaccia, 2013). O
risco de progressao para cirrose e carcinoma hepatocelular é proporcional aos
titulos do DNA do HBV mantido persistentemente ao longo do tempo (Dienstag
2008).

O curso classico da infecgao aguda pelo HBV agudo € apresentado em quatro
fases: periodo de incubagao, prodromica (pré-ictérica), doenga clinica (ictérica) e de
convalescéncia (Focaccia, 2013). Logo apds o periodo de incubagao ocorre a fase
pré-ictérica que é caracterizada por sinais e sintomas inespecificos como febre, mal-
estar, fadiga, mialgia, anorexia, nauseas, além de perda de peso e dor no quadrante
superior esquerdo e hepatomegalia. Pode ocorrer ainda a fase ictérica, que é
resultado do aumento dos niveis de bilirrubina no sangue, ocasionando a presencga
de urina escura (coluria), fezes esbranquigadas (acolia fecal) e pele, mucosa e
esclerotica amarelados. Esta fase dura cerca de trés a quatro semanas e nem
sempre se faz presente. O periodo de convalescenga € marcado pela eliminagao
viral e melhora do quadro clinico, com duracao de 20 a 30 dias (Focaccia., 2013).

A forma aguda da infecgdo (Figura 1.5) inicia-se com o aparecimento do
HBsAg em torno da 42 a 6% semana, antes mesmo do aparecimento dos sintomas.
Simultaneamente ou logo apds o aparecimento do HBsAg, o HBeAg pode ser
detectado e sua presenca indica replicagdo viral ativa e, com isso maior
infectividade. Apds o desaparecimento do HBeAg, surge o anticorpo anti-HBe que

caracteriza o fim da fase replicativa do virus (CDC 2012).
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O antigeno do core do HBV (HBcAg) é intracelular e, por este motivo ndo é
detectado no soro dos individuos infectados. Seu anticorpo, o anti-HBc, indica uma
exposi¢cao prévia ao HBV. Poucos dias apds o aparecimento do HBsAg, anticorpos
dirigidos contra o HBcAg do tipo IgM (anti-HBc IgM) surgem e indicam infecgéo
recente pelo HBV, em seguida, ha o aparecimento dos anticorpos dirigidos contra o
HBcAg do tipo IgG (anti-HBc 1gG), que permanece detectavel no soro em valores
mais baixos, na maioria dos individuos, pelo resto da vida, mesmo apds a cura,
indicando infeccdo por HBV em um tempo indefinido no passado (CDC, 2012;
Fourati & Pawlotski, 2016).

O fim da fase aguda ocorre quando o HBsAg desaparece e da lugar ao
anticorpo anti-HBs, algumas semanas ou meses depois, indicando a convalescencga
com evolugdo para cura e imunidade contra reinfecgéo (Ferreira, 2000; Park & Keefe
2004). Além dos antigenos e anticorpos, o HBV DNA também é encontrado no soro
dos individuos com infecgdo aguda, estando associado com replicagao viral, e seu
desaparecimento na fase aguda indica a resolugdo espontédnea da infec¢ao (de
Franchis et al. 2003; Pawlotsky, 2003; Fourati & Pawlotski, 2016). Além do
aparecimento dos antigenos e anticorpos, o HBY DNA também é encontrado no
soro de individuos na fase aguda, no momento da replicagdo viral, seu
desaparecimento indica resolu¢ao da infeccao espontaneamente (Pawlotsky, 2003;
Fourati & Pawlotski, 2016).

anti-HBS (remissdo)

/ HBsAg (crénico)

anti-HBc Total

DNA viral (crénico)

HBeAg (crénico)

Concentracdo Relativa

soroconversao anti-HBe

anti-HBc IgM (agudo)

Tempo

Figura 1.5 Evolugédo dos marcadores do HBV nas infecgdes agudas e cronicas
(Fonte Ministério da Saude, 2015).
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O curso clinico da infecgdo crénica (Figura 1.5) é determinado pela
persisténcia do HBsAg detectavel independente do titulo no soro por mais de 6
meses, sem apresentar soroconversdo para anti-HBs (Focaccia, 2013). Uma
particularidade da infecgao viral crénica é a possibilidade de evolugdo para cancer
hepatico, independentemente da ocorréncia de cirrose, fato considerado pré-
requisito nos casos de surgimento de carcinoma hepatocelular nas demais infecgbes
virais cronicas (Ministério da Saude, 2015). A infecgdo crbnica pode entdo ser
dividida em quatro fases de acordo com status do HBeAg, niveis de HBV-DNA e
aminotransferases.

1) Fase de imunotolerancia, caracterizada por intensa atividade de replicagéo
viral revelada por altos titulos de HBeAg além de altos niveis de HBV-DNA, niveis
normais de aminotransferases e niveis minimos de inflamacéo e fibrose hepatica;

2) Fase imunorreativa, caracterizada pela presenca do HBeAg, niveis de
aminotransferases elevados de forma persistente ou intermitente, niveis flutuantes
de HBV DNA e necroinflamagao e/ou fibrose;

3) Fase inativa, caracterizada por niveis baixos ou indetectaveis de HBeAg,
com normalizagdo das transaminases e, habitualmente, soroconverséao do HBeAg
para anti-HBe;

4) Fase de reativagao, caracterizada pela reativagdo viral, com retorno da
replicagdo com niveis elevados e flutuantes de enzimas hepaticas e replicacao viral,
porém com baixos niveis de HBV DNA (Ministério da Saude, 2015; Fourati &
Pawlotski, 2016).

A infeccao pelo HBV pode ocorrer em individuos com a presenca do HBV
DNA no figado, HBV DNA detectavel ou ndo no soro, mas com o marcador HBsAg
negativo, sendo conhecida como hepatite B oculta. O HBV DNA, quando presente
no soro pode estar em niveis muito baixos (<200 Ul/mL). De acordo com o perfil
soroldgico, a hepatite B oculta pode ser dividida em: soropositiva (anti-HBc e/ou anti-
HBs positivos), neste caso, o HBsAg pode estar negativo apds a resolugao de uma
infeccdo aguda ou apds anos de infecgdo cronica; e soronegativa (anti-HBc e anti-
HBs negativos) neste caso, os individuos podem ter perdido progressivamente os
anticorpos especificos ou nunca os terem tido desde o inicio da infecgdo (Raimondo
et al., 2008). O HBsAg pode nao ser detectado devido a mutagdes no gene S, que
produzem um HBsAg ndo detectavel por alguns testes sorolégicos comerciais
(Raimondo et al.,, 2008; ElI Chaar et al., 2010), mutagbes que pode reduzir a
expressdo de HBsAg, diminuir o reconhecimento do virus pelo sistema imune e
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prejudicar o final da replicagdo (Besharat et al., 2014) além da resposta imune do
hospedeiro, co-infeccdo com outros agentes infecciosos, e fatores epigenéticos
(Raimondo et al., 2007)

Baixos niveis de HBV-DNA podem ser detectados em mais de 30% de
pacientes com doenga no figado de etiologia prévia desconhecida. (Lamontagne,
Bagga & Bouchar, 2016). Com a melhoria da especificidade de técnica para
deteccdo do HBV DNA, tem sido observado um aumento crescente do numero de
individuos portadores de HBV DNA como o unico marcador de infecgao (Bernieh,
2015).

1.1.7. Epidemiologia

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 257 milhdes de
individuos vivem com a infecgdo pelo HBV, em que cerca de 240 milhdes sao
portadores crdnicos e foram documentadas 887 mil mortes no ano de 2015 em
decorréncia do HBV e suas complicagbes (WHO, 2018).

Em todo o mundo, a prevaléncia estimada da infecgao crénica pelo HBV é de
3,7%. E, existe uma grande variacao (0,1% a 20%) de prevaléncia nas diferentes
partes do mundo de acordo com a presenga o marcardor HBsAg (Figura 1.6).

Nas regides de baixa prevaléncia (<2%), o risco de infecgdo por HBV ao longo
da vida é inferior a 20%, compreende cerca de 12% da populagao global e incluem a
Europa Ocidental, os Estados Unidos e Canada, Australia e Nova Zelandia (Mohr,
Boesecke & Wasmuth, 2017). Nestas regides, a transmissdo sexual e percutanea
sdo as principais rotas de infec¢do e ocorre em grupos de alto risco relativamente
bem definidos, que incluem usuarios de drogas injetaveis, HSH, profissionais de
saude e pacientes que realizam transfusdes de sangue regulares ou hemodialise
(Inoue & Tanaka, 2016).

Nas regides de prevaléncia intermediaria (2% a 7%,), o risco de infecg¢ao é de
20 a 60%, compreende cerca de 43% da populagdo global e inclui o paises do
Mediterraneo, Japao, Asia Central, Oriente Médio e América Latina e do Sul (Mohr,
Boesecke & Wasmuth, 2017). Nessas regides as transmissdes sexuais, a
percutanea e a vertical sdo as principais vias de infecgao (Inoue & Tanaka, 2016).

Nas regides de alta prevaléncia (28%), a probabilidade de infec¢gdo ao longo

da vida é superior a 60% e incluem areas do Sudeste Asiatico, China e a Africa
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Subsaariana (Mohr, Boesecke & Wasmuth, 2017). Altas taxas de prevaléncia
também foram relatadas em outras populagdes em regides remotas, como Bacia
Amazoénica e nativos do Circulo Artico (Souto, 2016). Nessas regides a transmissao
vertical ocorre predominantemente.

Aproximadamente 45% dos individuos infectados com HBV vivem em regides
com economias em desenvolvimento e com alta densidade populacional, incluindo
China, Sudeste Asiatico, Indonésia, Africa Subsaariana, as llhas do Pacifico, partes

do Oriente Médio e Bacia Amazénica (Inoue & Tanaka, 2016).

Prevaléncia do HBsAg
m Alta > 8% o~
B Intermediaria 2%-7% }{
[0 Baixa <2% J

¢

Figura 1.6 Prevaléncia do HBV de acordo com o marcador HBsAg no mundo.
(Fonte: adaptado de Price, 2014)

No Brasil, a hepatite B € uma doenca de notificagdo compulséria. De 1999 até
2016, 212.031 casos confirmados foram notificados em todo o pais. No ano de 2016,
foram confirmados 14.199 casos sendo maior 0 numero na regiao Sul seguido pelas
regides Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-Oeste (Figura 1.7) (Ministério da Saude,
2017).
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Figura 1.7 Numero de casos confirmados de HBV em cada regido do Brasil em 2016
(Fonte: Ministério da Saude, 2017)

No periodo de 1999 até 2016, 54,2% dos casos ocorreram entre homens e
13,4% dos individuos apresentavam de 30 a 34 anos, porém em 2016 foi observada
maior prevaléncia entre aqueles com 60 anos ou mais (13,1%). Nos ultimos dez
anos foi possivel observar um aumento na taxa de detecgdo do HBV em individuos
com 45 anos ou mais, e uma queda entre aqueles com idade inferior a 35 anos
(Ministério da Saude, 2017).

Entretanto, segundo Souto (2016), os dados do Sistema de Informagado de
Agravos de Notificacdo (SINAN) devem ser analisados com cautela, uma vez que o
aumento do numero de notificagdes parece corresponder a melhorias no sistema de
vigilancia epidemiolégica e notificagdes para doengas transmissiveis no Brasil e,
podem estar gerando a falsa impressao de que a prevaléncia de muitas doengas
infecciosas estd aumentando no pais, apesar de melhores condi¢des
socioecondmicas e de higiene em uma grande parte do pais.

Diminuicbes na prevaléncia de HBV, especialmente entre criancas, estado
ocorrendo desde a implementacdo da vacina no calendario nacional, em 1998.
Embora a analise dos numeros em bruto de notificagbes n&o sugira controle
iminente do HBV no Brasil, a tendéncia de diminui¢ao ou estabilidade da prevaléncia
entre menores de 20 anos de idade indica os efeitos positivos da vacinacgéao (Villar et
al., 2014a; Souto, 2016).
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O inquérito epidemiolégico de base populacional realizado no Brasil entre
2004 e 2009 demonstrou prevaléncia do marcador HBsAg menor que 1% no
conjunto das capitais brasileiras de cada macrorregiao e do Distrito Federal, além de
aumento da positividade do anti-HBc IgM + IgG (anti-HBc total) de acordo com a
idade. A prevaléncia dos marcadores anti-HBc e HBsAg foram maiores na Regido
Norte e menores na Regidao Centro-Oeste do Brasil (Ximenes et al., 2010). Esses
numeros classificaram o Brasil como uma regido de baixa prevaléncia para hepatite
B, porém o inquérito epidemiolégico ndo avaliou locais com histérico de alta
prevaléncia para infecgdo. Além disso, uma vez que essas regides estdo longe da
capital, melhorias nas condigbes de vida e higiene sdo geralmente implementadas
de maneira mais devagar (Souto, 2016)

Diferentes taxas de prevaléncia de hepatite B variam de acordo com o grupo
populacional no Brasil. A infecgdo ativa foi observada em 8% de manicuras e/ou
pedicuras em Sao Paulo (Oliveira &Foccacia, 2010); 6,2% dos usuarios de crack no
Rio de Janeiro e 0% neste mesmo tipo de populacdo em Salvador (Santos-Cruz et
al., 2013), de 36,7% entre usuarios de drogas ilicitas nas Ilha de Marajé (Andrade et
al.,, 2017). Prevaléncia global foi observada em 5,64% de gestantes em Goias
(Fernandes et al., 2013) e em 21,8% de pessoas alojadas em abrigo publico em
Goias (Carvalho et al., 2017). Prevaléncias de infecgao ativa e passada foram de
2,9% e 41,7% entre pacientes internados para tratamento de alcoolismo em Santa
Catarina; 1,8% e 3,6% em criangas e adolescentes de escolas e creches no Rio de
Janeiro; 0% e 5,9% entre profissionais da area da beleza no Rio de Janeiro; 0% e
4,1% de militares no Rio de Janeiro; 1,8% e 32,1% em individuos situados em
localidades ribeirinhas de Rondénia; 0% e 15,7% entre alcoolistas em Minas Gerais
(Pazeto et al., 2012; Villar et al., 2014; Villar et al., 2014b; Villar et al., 2015; Silva et
al.,2015; Cortes et al., 2017).

1.1.8. Prevencgao e Tratamento

A prevengao para a infecgao pelo HBV tem como objetivo a redugéo de casos
de hepatite B e seus agravos subsequentes. Algumas medidas s&o: educagado em
saude publica, uso de materiais perfurocortantes descartaveis ou esterilizados,
praticas sexuais mais seguras, por exemplo, com o uso de preservativos (Mohr,

Boesecke & Wasmuth, 2017), a introducdo em 1978 de testagem obrigatéria para o
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HBV em bancos de sangue, tornando esta via de transmissao remota (MS 2008) e a
aplicagao da vacina que € a principal medida de prevencdo. A primeira vacina foi
registrada em 1981 e era derivada do plasma de portadores do HBsAg, no entanto,
em 1986 a vacina derivada de plasma foi substituida pela vacina contra o HBV
produzida por engenharia genética, até hoje utilizada apresentando 90 a 95% de
eficiéncia (Blumberg 2006). No Brasil, a vacina foi implementada em 1992 e, desde
1998, o Programa Nacional de Imunizagbes (PNI) do Ministério da Saude
recomenda que criangas, a partir do seu nascimento, sejam vacinadas contra HBV.
Atualmente, o Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza gratuitamente vacina
contra o HBV em qualquer posto de saude para todos os individuos de qualque
idade (Portal da saude, 2017).

A imunizacgao s6 é efetiva quando se toma as trés doses, com intervalo de um
més entre a primeira e a segunda dose e de seis meses entre a primeira e a terceira
dose. Ensaios clinicos mostram que a eficacia protetora esta associada ao
aparecimento de anticorpos anti-HBs em concentragcdes acima de 10 Ul/mL, apds o
cronograma de vacinagao adequado sendo estimado que a prote¢ao dure por pelo
menos 25 anos (Leuridan & Van Damme, 2011). No entanto, estudos com recém-
nascidos mostram a negativagcdo dos anticorpos anti-HBs apés 5 a 10 anos em 15 a
50% dos respondendores, parecendo ser proporcional aos titulos de anticorpos
inicialmente adquiridos (Meireles et al., 2015).

Cerca de 5% a 10% dos adultos vacinados ndo produzem niveis protetores de
anti-HBs e podem ser considerados nao-respondedores. Varios fatores foram
associados a uma menor taxa de resposta a vacina da hepatite B, tais como:
condicdes de armazenamento da vacina, administracao fora das recomendacoes,
idade, indice de massa corporal, alcoolismo crénico, cirrose ou insuficiéncia renal
cronica, imunossupressao, transplante de o6rgdos, hemodialise, diabetes tipo |,
doenca celiaca, tabagismo e abuso de drogas (Meireles et al., 2015).

Algumas situagdes sao recomendadas para administragdo de imunoglobulina
humana anti-hepatite tipo B (IGHAHB): 1) Prevencado da infecgao perinatal pelo
HBV; 2) Vitimas de acidentes com material biolégico HBV positivo ou fortemente
suspeito de infecgdo por HBV; 3) Comunicantes sexuais de casos agudos de HBYV;
4) Vitimas de violéncia sexual; 5) Imunodeprimidos apds exposig¢ao de risco, mesmo
que previamente vacinados (Ministério da Saude, 2014).

N&o existe um tratamento especifico para a forma aguda da infec¢ao, sendo
realizado apenas para minimizar a sintomatologia. De acordo com o Protocolo

19



Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para o Tratamento da Hepatite Viral
Crénica B e Coinfecgbes (Ministério da Saude, 2016), o tratamento da infecg&o
cronica tem como objetivo principal a redugcédo do risco de progressao da doenca
hepatica e de seus desfechos primarios, especificamente cirrose, CHC e 6bito.

O desfecho ideal desejado apds a terapia € a perda sustentada do HBsAg,
com ou sem soroconversdo para anti-HBs. Quando o resultado ideal é improvavel,
em pacientes HBeAg reagentes, a soroconversao para anti-HBe é um desfecho
satisfatorio; em pacientes HBeAg nao reagentes e anti-HBe reagentes, o desfecho
desejado € a normalizagéo da ALT e a redugao do HBV-DNA para menos de 2.000
Ul/mL ou no limite de indetectabilidade. Nos pacientes cirréticos, a redug¢ao da carga
viral e o desaparecimento do HBeAg, espontaneos ou induzidos por tratamento,
associam-se a diminuicdo no risco de carcinogénese, descompensacgao clinica e
melhora da qualidade de vida.

As opgdes farmacologicas disponiveis para o tratamento da hepatite viral
cronica B e as coinfecgdes deste com HDV, virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

e HCV sao: alfapeguinterferona 2a e 2b, e os analogos de nucleosideo entecavir e

de nucleotideo tenofovir (Ministério da Saude, 2016). O tenofovir constitui a primeira
linha de tratamento para a hepatite B crénica. Quando ha contraindicagdo ao seu
uso, indica-se o tratamento com entecavir. A alfainterferona € um grupo de proteinas
e (glicoproteinas com atividade antiviral, antiproliferativa e imunomoduladora,
indicada para tratamento alternativo de 48 semanas, entre pacientes portadores de
infeccao pelo HBV com exame HBeAg reagente e deve ser substituida por tenofovir

ou entecavir caso ndo ocorra soroconversao do anti-HBs ao final do tratamento

1.1.9. Diagnéstico

O diagndstico laboratorial do HBV é realizado através de testes bioquimicos,
soroldégicos e moleculares em amostras de soro ou plasma, (Villar et al., 2015b). Os
testes bioquimicos sdo empregados rotineiramente a fim de avaliar os niveis séricos
das transaminases alanina e aspartato aminotransferases (ALT e AST
respectivamente) e bilirrubinas; sdo testes inespecificos que indicam dano hepatico,
mas nao identificam o HBV. O aumento trés vezes acima do valor normal das

transaminases séricas e de 25 vezes acima do valor normal das bilirrubinas, indica
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dano hepatico. Os niveis de AST no sangue se correlacionam com o grau de cirrose
hepatica (Rotman, Brown &Hoofnagle, 2009).

Os testes sorologicos séo utilizados para detec¢ao de antigenos e anticorpos
especificos do HBV. Diferentes metodologias de detecc¢ao séo utilizadas, tais como:
radioimunoensaio (RIA), ensaio imunoenzimatico (EIE), imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) imunoensaio de quimioluminiscéncia (CLIA),
ensaio imunoenzimatico de micro-particulas (MEIA) (Villar et al., 2015b). O HBsAg,
anti-HBs e anti-HBe também podem ser detectados por meio de testes rapidos (TR),
que usam a tecnologia de imunocromatografia de fluxo lateral (Ministério da Saude,
2015; Cruz et al., 2015; Cruz et al., 2017).

O primeiro ensaio a ser utilizado no diagdstico do HBV foi o RIA, que
apresenta reagentes conjugado a radioisotopos (Yalow & Berson, 1959; Annesley,
2010) e por isso apresenta alto risco para quem opera o teste, apesar de ter boa
sensibilidade (Villar et al., 2015). O EIE e o ECLIA sdo os ensaios mais utilizados no
diagndstico laboratorial do HBV. Eles detectam antigenos e anticorpos e apresentam
padrdao de qualidade adequado e ja padronizado, o que garante resultados
confiaveis (Ministério da Saude, 2015).

O ECLIA pode ser quantitativo ou qualitativo e envolvendo uso de substéncia
luminescente e a captacdo e analise dessa luz para resultado € realizada em
equipamento proprio que ainda tem custo elevado consumido pela enzima, produzira
um produto detectavel (colorido ou insoluvel) (Ministério da Saude, 2015). Ja os
EIEs foram desenvolvidos por volta dos anos 70 (Diepersloot et al., 2000) e
envolvem a imobilizacdo de um antigeno (na detec¢cdo de anticorpo) em uma
superficie sélida e o anticorpo da amostra se liga a esse antigeno, um conjugado
(anticorpo ligado a uma enzima) € acrescentado ao sistema e se liga ao complexo
enzimatico (antigeno + anticorpo + anticorpo-enzima). A detecgao ocorre por meio
da incubacdo desses com um substrato que, ao ser consumido pela enzima,
produzira um produto detectavel (colorido ou insoluvel) (Ministério da Saude, 2015).
Sensibilidade analitica de 4 UkmL entre 17 EIEs para HBsAg foi descrita em estudo
de revisdo da literatura, no entanto a sensibilidade foi reduzida em amostras
contendo gendtipos /subtipos dos genes D / ayw3, E / ayw4, F / adw4 e S mutantes
(Scheiblauer et al., 2010). Além disso, resultados positivos fracos em ECLIA foram
negativos em testes EIEs (Xu et al., .2012).

Os testes rapidos foram desenvolvidos na década de 1990 para a detecgao
do HBsAg eles sao simples, necessitam de poucos equipamentos, treinamento
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minimo para sua execuc¢ao e sdo armazenados e realizados a temperatura abiente
(Vilar et al., 2015). Estes ensaios usam aglutinagdo de particulas,
imunocromatografia, imunodot ou imunofiltracdo, o dispositivo contém um suporte
sélido (celulose ou membranas de nylon, microparticulas de latex ou cartbes de
plastico) onde os antigenos virais ou anticorpos sao fixados e os resultados podem
ser lidos em até 10 min (Khuroo, Khuroo & Khuroo, 2014).

Atualmente, também s&o avaliados imunosensores criados a partir da
nanociéncia e nanotecnologia no diagndstico do HBV. Eles consistem em um
aparelho de biosenssibilidade baseado em ligantes de estado sélido que combinam
reacdes imunoquimicas a transdutores. O elemento sensor € composto por meio da
imobilizagdo de antigenos ou anticorpos, e o evento de ligagdo € transformado em
um sinal mensuravel pelo transdutor proporcional a concentragdo de analito (Uliana
et al., 2014; Malhotra & Turne, 2003; Nakamura & Karube, 2003; Yao & Fu, 2014).
Estudos com essa técnica demonstram a quantificacdo do HBsAg até 0,01 Ul / mL,
limite de detecc¢ao cerca de 40 vezes inferior ao do método EIA (Wang et al., 2010;
Hu, Zhao & Wan, 2011; Nourani, Ghourchian & Boutorabi, 2013). Um estudo recente
observou resultados comparaveis os ensaios comerciais a partir do uso de
nanoparticulas em um medidor de glicose pessoal observou valores de limite de
deteccdo de 0,3 a 0,4ng/ml” para os subtipos "ay" e "ad" do HBsAg,
respectivamente (Taebi, Keyhanfar & Noorbakhsh, 2018).

O HBV apresenta diferentes marcadores sorolégicos com diferentes
significados (Quadro 1.1) e a combinagdo destes marcadores possibilita definir a
fase da infecgdo em que o paciente se encontra (Quadro 1.2). O Ministério da Saude
recomenda um fluxograma para testagem das amostras, em que o primeiro teste
consiste em imunoensaio para detecgdo do HBsAg e caso o mesmo seja reativo,
deve ser feito outro imunoensaio para detecg¢ao do anti-HBc total para que a amostra
seja classificada como reagente para HBV. Caso o resultado do teste anti-HBc total
seja negativo, deve ser realizado teste de quantificacédo de carga viral. (Figura 1.8)
(Ministério da Saude, 2015).
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Quadro 1.1 Significados dos marcadores soroldgicos do virus da hepatite B.
(Fonte: adaptado de Ministério da Saude, 2008).

Marcador Significado
Primeiro marcador a aparecer no curso da infeccgao;
HBsAg . . i . N -
Permanéncia por mais de 24 semanas apos a infecg¢ao indica cronicidade.
Anti-HBc IgM Marcador de infecgao recente;

Encontrado no soro até 32 semanas apoés a infecgao.

Anti-HBc total

Infecgbes agudas pela presencga de IgV;
Infecgdes cronicas pela presenga de IgG;

(IgM +1gG) Representa contato prévio com o virus.
HBeAg Marf:laclior de.re;l)licagé(l) viral; o

Positividade indica maior chance de transmissao.
Surge apds o desaparecimento do HBeAg;

Anti-HBe Sua presenca sugere redug¢ao ou auséncia de replicagdo viral, exceto nas cepas
com mutagao pré-core (nao produtoras da proteina “e”).
Surge apods desaparecimento do HBsAg;

Anti-HBs Indicador de cura e imunidade;

Esta presente isoladamente em pessoas vacinadas.

Quadro 1.2 Interpretagao dos resultados no diagndstico da hepatite B.
(Fonte: Ministério da Saude, 2015)

Teste soroldgico

Resultado Interpretacao

HBsAg
Anti-HBc total
Anti-HBs
HBsAg
Anti-HBc total
Anti-HBs
HBsAg
Anti-HBc total
Anti-HBs
HBsAg
Anti-HBc total
Anti-HBs

N&o reagente o o

_ Auséncia de contato prévio com o HBV.
N&o reagente ] ) _

_ Susceptivel a infecgéo pelo HBV.
Nao reagente

Nao reagente
Reagente Imune apos infecgao pelo HBV.
Reagente

N&o reagente

N&o reagente Imune apds vacinagao contra o HBV.
Reagente
Reagente
Reagente Infecgao pelo HBV.

Nao reagente
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Amostra (sangue)
soro ou plasma

Realizar teste
HBsAg

Amostra

Sim Realizar teste Resultado S Reagente
reagente?

Resultado
reagente?

anti-HBc para HBV

Realizar teste de Amostra
quantificacdo daCarga [Nt Reagente
Viral para HBV

v
cv

Amostra ndao reagente

para HBsAg

detectavel

l
Ndo

Amostra ndo
reagente para HBsAg

Figura 1.8 Fluxograma para testagem de amostras no diagnostico do HBV
(Fonte: Ministério da Saude, 2015)
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Os testes moleculares detectam o genoma viral e podem ser qualitativos ou
quantitativos (demonstrando a carga viral presente no soro ou plasma). Esses
ensaios auxiliam no progndstico e monitoramento da infecgdo (determinagcédo de
infeccao ativa pelo HBV, diagndstico precoce, confirmagao de resultados sorolégicos
duvidosos e progressdo para complicagdes), na definicdo do inicio da terapia, no
monitoramento do tratamento e na identificagao de resisténcia aos antivirais (Villar et
al., 2015b).

O HBV-DNA ¢é detectado no inicio da infeccdo, cerca de 1 més apos a
exposi¢cao ao virus, chegando ao seu pico cerca de 3 meses apds a exposi¢cao
(usualmente mais de 108 copias/mL) (Villar et al., 2015b). Os ensaios comerciais e in
house disponiveis para detectar e quantificar o DNA do HBV sao baseados nos
principios de amplificacdo de alvo, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
ou na amplificagdo do sinal, tais como a técnica de DNA ramificado (bDNA) e
captura hibrida (Villar et al., 2015b; Portilho et al., 2018).

Atualmente, o método de escolha para deteccdo e quantificacdo do HBV-
DNA, pela maioria dos laboratérios, € a PCR em tempo real devido a sua alta
sensibilidade (10-15 Ul/mL) e extensa faixa de detecgédo (variagdo de 7-8 log10
Ul/mL). Além disso, o risco de contaminagao € menor e podem ser completamente
automatizados, reduzindo a manipulagdo com amostras contaminadas e o tempo de
trabalho do operador (Gullet & Nolte, 2015). No monitoramento da terapia, os testes
mais sensiveis e com o menor limite de detec¢cao sao recomendados para deteccéo
inicial da reativacdo. Além disso, o teste empregado deve igualmente quantificar
todos os genotipos do HBV (Pawlotsky, 2008).

1.1.10. Uso de fluido oral e sangue seco em papel de filtro como

espécimes alternativos ao soro no diagnéstico do HBV

O HBV DNA pode ser detectado em diferentes fluidos biolégicos, como saliva,
sémen, leite materno, secre¢des pancreaticas, biliares e vaginal, lagrima, liquidos
menstrual, pleural e nasofaringeano (Komatsu et al.,, 2012; Yang et al, 2016).
Segundo o CDC (2012), a concentragdo do virus € alta em sangue e exsudatos,
moderada em sémen, fluido vaginal e saliva, baixa ou nado detectavel em urina,
fezes, lagrimas e suor. Desses fluidos corporais, o soro, a saliva, o sémen e as

lagrimas demonstraram ser infecciosos em humanos ou em modelos experimentais
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de animais (Krugman, Giles & Hammond, 1967; Bancroft et al., 1977; Scott et al.,
1980; Komatsu et al., 2012).

Para a realizacdo de testes imunonenzimaticos, € necessaria a coleta de
amostras de sangue por pungao venosa e obtencdo da amostra de soro ou plasma.
Para isto, € necessaria infraestrutura para coleta e processamento das amostras de
sangue, o que € bastante dificil em areas remotas com recursos escassos. Além
disso, essa coleta por ser invasiva e dolorosa, muitas vezes inviabiliza um estudo
epidemiologico quando envolve grande numero de individuos ou em grupos com
acesso venoso dificil, como usuarios de drogas endovenosas, idosos e criangas. Por
este motivo, varios estudos tém avaliado o uso de espécimes clinicos alternativos,
tais como fluido oral e sangue seco em papel filtro (SSPF), para a pesquisa de
marcadores sorologicos da hepatite B (O'Connell et al, 2001; Fisker et al., 2002;
Hutse et al. 2005; Amado et al., 2006; Quoilin et al., 2007; Forbi et al., 2010; Cruz et
al, 2011; Villar et al., 2011; Scalioni et al. 2013, Ross et al., 2013; Kania et al., 2013;
Méossner et al. 2016; Stene-Johansen et al., 2016; Cortes et al., 2017; Flores et al.,
2017).

1.1.10.1. Uso de amostras de fluido oral no diagnéstico do HBV

A saliva tem um papel importante na manutencdo da saude oral, com
atividade antiviral e antibacteriana, na lubrificacdo e reparo da mucosa oral, no
paladar e na digestdo (Castagnola et al.,, 2011). Ela se origina das glandulas
salivares mistura-se ao fluido originado na mucosa orofaringea (sangue, células,
bactérias, fungos e virus), células epiteliais orais, detritos alimentares e compostos
derivados do sangue, tais como proteinas plasmaticas, eritrocitos e leucocitos (Leon,
2013).

Logo, além do grande numero de enzimas necessarias para a digestdo dos
alimentos, muitas moléculas circulatérias (DNA, RNA e proteinas) estdo presentes
nesse fluido (Wong et al., 2015). A variedade de componentes n&o s protege a
integridade dos tecidos bucais, mas também fornece biomarcadores salivares que
estdo sendo explorados como meios de monitoramento da saude e doengas
(Amado-Leon et al., 2015).

Uma vez que a pipetagem da saliva nao tratada pode ser dificil, foram
desenvolvidos dispositivos projetados para coletar fluido oral, que sdo simples,
seguros e convenientes de usar e fornecem uma amostra homogénea adequada
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com baixa viscosidade (Leon, 2013). Além disso, a sua coleta é pouco invasiva, o
que reduz a ansiedade e desconforto para o paciente e, para os profissionais de
saude (Lee, Garon & Wong, 2009). A técnica adequada de coleta de amostras é
essencial para obter amostras confiaveis para a detecgdo viral porque a
concentragao de IgG entre as amostras de fluido oral € menor que as presentes nas
amostras de soro (Chiappin et al 2007; Amado-Leon et al., 2015).

A precisao da deteccado dos marcadores de HBV nas amostras de fluido oral
também depende do tipo de método de detec¢cdo empregado (Leon, 2013). Diversos
estudos ja demonstraram a utilizagdo desse espécime clinicona detecgdo dos
marcadores de HBV (Nokes et al., 2001; Fisker et al., 2002; Hutse et al. 2005;
Amado et al., 2006; Cruz et al, 2011; Arora et al 2012; Scalioni et al. 2013; Cortes et
al., 2017; Flores et al., 2017), Nestes estudos, que estdo listados no quadro 1.3,
diferentes percentuais de sensibilidade, especificidade, coletores e testes de

detecgédo foram relatados demonstrando a utilidade deste espécime.

Quadro 1.3 Relagao de ensaios utilizando amostras de fluido oral na detecg¢ao do
HBV.

Marcador Populagao Coletor Ensaio Se% Es% Referéncia
. . Organon Nokes et al,
Anti-HBc Comunidade rural Sponge swabe Teknika 43,0 87,0 2001
. Doadores de sangue e . Murex ICE Fisker et al.,
Anti-HBc uDI Omni-Sal HBC 85,9 100,0 2002
= ETI-MAK-4 Hutse et al.,
HBsAg Populacao geral Oracol Diasorin 90,7 100,0 2005
. Ambulatério de Organon Amado et al.,
Anti-HBc Hepatites Virais Orasure Teknika 130 1000 2006
Ambulatério de Slivete Radim 85,1 94,1 Cruz et al.,
HBsAg Hepatites Virais 2011
P Saliva total Radim 93,6 92,6
Pacientes com e sem Arora et al.,
HBsAg HBY NI NI 74,3 100,0 2012
Ambulatérios de Chembio Diasorin 95,2 100,0
Hepatites e populagao Scalioni et al.,
HBsAg do Pantanal do Mato Salivett Radi 783 899 2013
Grosso do Sul alivette adim ’ ’
HBsAg Alcoolistas Salivette Diasorin NR 100,0 Cort;os1e7t al.,
. Ambulatdrio de . . . o Flores et al.,
Anti-HBc Hepatites Virais Salivette Diarorin 82,4% 96,9 2017

Legenda: Se: sensibilidade; Es: especificidade; UDI: Usuarios de drogas injetaveis, NI: ndo
informado; NR: Nao realizado
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1.1.10.2. Uso de amostras de SSPF no diagnéstico do HBV

O SSPF ja é utilizado desde 1963 para diagnéstico de desordens metabdlicas
congénitas em recém-natos (Guthrie, 1963). No Brasil, seu uso no diagnostico
dessas desordens foi introduzido em 1976, pelo pediatra Benjamin J. Schmidt e se
tornou obrigatério em todo o pais em 1990, através da lei federal n. 8.069/90.

O uso de SSPF para detecgdo de HBsAg foi descrito inicialmente em 1978
(Farzadegan, Noori & Ala, 1978). De acordo com a portaria n.° 247 de 09 de
novembro de 2012 do Ministério da Saude, testes em papel de filtro podem ser
utilizados para triagem da toxoplasmose, Imunoglobulina M (IgM) e Imunoglobulina
G (IgG), Hepatite B (Anti-HBc e HBsAg), hepatite C (anti-HCV), TSH, sifilis
recombinante e HIV em gestantes.

A principal vantagem do SSPF sobre o soro ou plasma € que a amostra pode
ser armazenada a temperatura ambiente por semanas sem degradagdo de acidos
nucléicos (Stene-Johansen et al., 2016). O SSPF pode ser preparado aplicando
poucas gotas de sangue fresco coletado por pung¢do venosa, ou pela pungao digital
com lanceta retratil em um papel de filtro absorvente. O sangue é saturado no papel,
seco a temperatura ambiente por 4 horas, e encaminhado dentro de um envelope
para o laboratério.

O SSPF por ser aplicado em papel de filtro absorvente ocupa pouco espaco,
e também nado necessita de refrigeragdo para transporte, facilitando a coleta,
principalmente em estudos populacionais de larga escala e areas remotas, e 0 envio
de amostras de areas de dificil acesso para grandes centros urbanos (Villar et al.,
2011; Marques et al., 2012; Dokubo et al., 2014).

Diversos estudos ja demonstraram a utilizagdo do SSPF para detecgédo dos
marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs, no entanto, diferentes papéis de filtro
absorventes, tamanho de corte de papel, tampéo de eluicdo, volume do tampéo,
volume de amostra empregada nos testes e tipo de método de detecgao foram
utilizados. Esses estudos demonstram, de forma geral, a utilidade deste espécime,
um resumo dos valores de sensibilidade e especificidade encontrados nesses

estudos se encontra no quadro 1.4.
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Quadro 1.4 Relacdo de ensaios utilizando amostras de SSPF na detec¢cdo dos
marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs em diferentes populagodes.

Marcador n Populagao Se% Es% Pais Referéncia

HBsAg 10 NI 100,0 NR Iran Farzadegan, Noori &

Ala 1978
HBsAg NI NI 1000  100,0 Egito ErglTEly i
1990
HBsAg 24 Pacientesde clinicasde 14455 4099 Italia Villa et al., 1981
hepatite,
HBsAg 90 Pacientes em um Hospital NR 100,0 Austrélia Zhuang et al., 1982
HBsAg 90 Populagao geral 100,0 100,0 Paquestéo Khan & Sadiq, 1996
HBsAg 300 Populagao geral 78,6 88,6 Nigéria Forbi et al. 2010
Controle negativo (70) e
HBsAg 78 pacientes HBV" ®8) 100,0 NR Alemanha Lukacs, 2005
HBsAg 150 Pacientes HBV" e HCV" e 96,5 97,8
estudantes de medicina Malasia Lee et al., 2011
Anti-HBs 150 vacinados contra HBV 74,2 86,9
HBsAg 133 97,6 96,7
Anti-HBc 155 Ambulatério de HV 90,5 92,6 Brasil Villar et al., 2011
Anti-HBs 134 78,0 97,3
HBsAg NI N 98,0 100,0 Reino Brown, Klapper
Anti-HBs 134 780 973 Unido & Guiver, 2012
HBsAg 100,0 100,0
Anti-HBc 32 Pacientes em clinicade 455y Republica Alidjinou, 2013
hepatologia do Congo
Anti-HBs 100,0 100,0
HBsA R 3 96,0 100,0 i
9 g Individuosatendidos em BUIGUINa  ania of al, 2013
Anti-HBc s 993 987
HBsAg 299 98,6 100,0
Anti-HBc 305 Populagao geral 86.3 100,0 Alemanha Ross et al., 2013
Anti-HBs 310 94.3 100,0
HBsAg 96,5 99,4
Clinicas de reabilitagao,
Anti-HBc 404 prisioneiros, pacientes com 68,0 99,6 Dinamarca Méssner et al,. 2016
HVs e doadores de sangue
Anti-HBs 42,0 100,0
HBsAg 347 Ambulatérios de HV e HIV 85,6 96,3
Campanhas de testagem Brasil Flores et al., 2017
Anti-HBc 188 para HVs no RJ 76,9 91 ,7
HSH e pacientes HIV+ e / ou Paises
HBsAg 202 HBV+ 90,0 99,0 Baixos van Loo et al., 2017

Legenda: Se: sensibilidade; Es: especificidade; : reagente; NI: Nao informado, NR: Nio
realizado
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1.2. Avaliagao do nivel de conhecimento sobre as hepatites virais
1.2.1. Conhecimento em saude

O conhecimento pode ser definido como uma informagdo factual e
interpretativa que leva a compreensdo ou que é util para se tomar alguma decisao
ou desenvolver alguma ac&o informada previamente (Glanz et al, 2002). O
conhecimento das pessoas pode ser capturado, codificado, armazenado e
disponibilizado para outros individuos (Savi, 2011). Enquanto a sua disseminagéo
ocorre quando uma experiéncia, habilidade ou percepcdo de uma pessoa é
adequadamente reconstruida por outro individuo a partir de uma acido de
comunicacéo face a face ou pela interagdo com uma midia (Savi, 2011).

O conhecimento sobre um determinado desfecho em saude pode ser util para
ajudar a evitar o surgimento de um agravo, podendo também influenciar na busca
pelo tratamento, quando ja se tem informagbes precisas sobre a doenca
estabelecida (Ducan et al., 2012). O conhecimento que se desvia dos conceitos
biomédicos geralmente é denominado como "crengas" (Tannahill, 2008). As
pesquisas de conhecimento sdo representativas de uma populacio especifica, para
coletar informagdes sobre o que € conhecido, acreditado e feito em relagdo a um
topico especifico e é ainda a ferramenta de estudo mais utilizada na pesquisa de
comportamento de busca de saude (WHO, 2008).

Diversos estudos na area da saude fazem a avaliacdo de conhecimento sobre
os mais diferentes topicos. No ano de 2017 alguns temas explorados foram, por
exemplo: autismo, sindrome do colon irritavel, higienizagdo das maos, Zika,
tuberculose, HPV (Tiwari & John, 2017; Kelava,Karabeg & Spehar, 2017; Labrague
et al., 2017;Huang et al., 2017; Hassan et al., 2017;Khan et al., 2016). Quando é
feita a avaliacdo do conhecimento sobre doencas infecciosas, as questdes incluidas
sao relacionadas a causas, sintomas, transmissdo, prevencdao da infeccdo ou
doenca investigada (Eguchi & Wada, 2013, Wu et al., 2015). No entanto, diversos
fatores podem influenciar no conhecimento, como por exemplo, escolaridade, renda

salarial mensal, idade, entre outros (Wu et al., 2015).
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1.2.2. Aspectos gerais das hepatites virais

Como citado anteriormente, as HVs podem ser causadas pelos virus das
hepatites A, B, C, D e E. O HAV (Figura 1.9) teve seu primeiro relato escrito em 1745
relacionado a epidemia na Ilha de Menorca, na Espanha (Cockayne, 1912), o termo
“‘hepatite A” foi introduzido em 1944 (MacCallum, 1944). O HBV foi detalhado no
tépico 1.1. O HCV (Figura 1.9) foi descrito no final da década de 80 como o principal
agente etiologico das hepatites “ndo-A ndo-B” (NANB) (Choo et al., 1989). O HDV
(Figura 1.9) foi inicialmente descrito como sendo um antigeno do HBV (Rizzetto et
al., 1977), posteriormente, confirmou-se a presenga de anticorpos contra o antigeno
delta (anti-HDV) e a infeccdo pelo HBV, demonstrando que estes anticorpos
somente eram detectados em pacientes HBsAg positivos (Rizzetto et al., 1979). Ja o
HEV (Figura 1.9) foi descrito no inicio dos anos 80 e teve seu genoma identificado
apenas em 1991 (Tam et al., 1991).

)

Regido do core 4 y Envelope viral

Proteinas do
envelope wral

Antigeno de
superficie
HBsAg

W)

P SO0 - 3TN s

Figura 1.9 Esquematizacdo do HAV (1); HCV (2); HDV (3) e HEV (4)
(Fontes: AIDS.gov, 2018).
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O HAV e o HEV sao transmitidos principalmente pela via fecal-oral por agua
ou alimentos contaminados (Ministério da saude, 2012; Focaccia, 2013) podendo
manter a viabilidade e infecciosidade por longos periodos em fomites, alimentos crus
e pelo ambiente (Bell & Feinstone, 2004; Bosch et al. 2008; Mirazo et al. 2014).

A infecgcdo pelo HAV usualmente resulta da exposi¢cdo a comida ou agua
contaminada, porém, também pode ocorrer de forma horizontal, via pessoa-a-
pessoa (Mohsen & Levy, 2017). A aglomeragdo de individuos susceptiveis
associada aos maus habitos higiénicos favorece a disseminagdo da doenca (de
Paula et al., 2002; Villar et al., 2002; Morais et al., 2006). A transmiss&o sanguinea é
rara e, quando ocorre, esta mais frequentemente associada a transfusdées de sangue
(Castkova & Benes, 2009; Pischk & Wedemeyer, 2017). Ja o risco de transmissao
parenteral € mais alto entre os usuarios de drogas injetaveis (Diel & Schneider,
2001) e vem aumentando em individuos com este fator de risco (Castkova & Benes,
2009). Grupos de risco para a aquisicdo de uma infeccdo pelo HAV em paises
desenvolvidos sdo profissionais da area de saude, militares, pacientes psiquiatricos
e homens que fazem sexo com homens (Pischk & Wedemeyer, 2017).

A prevaléncia de HAV tem grande variagao pelo mundo, sendo considerada
alta em paises em desenvolvimento e baixa em paises desenvolvidos. (Mohsen &
Levy, 2017). Estima-se que anualmente ocorram 126 milhdes de novos casos em
todo o mundo com pelo menos 1,5 milhdo de infecgcbes assintomaticas e 35 mil
mortes (Franco et al., 2012; Aggarwal & Goel, 2015; Zhang et al., 2016). O HAV é
considerado a causa mais comum de HV aguda. Nos paises em desenvolvimento,
90% das criancas foi infectada com o HAV antes dos 10 anos de idade devido as
condi¢des sanitarias e praticas higiénicas precarias (Jacobsen & Wiersma, 2010).
Cerca de 1% dos casos resulta em insuficiéncia hepatica aguda (Ogholikhan &
Schwarz, 2016). Em criangas menores de cinco anos, a infecgao € assintomatica em
80-95% dos casos demonstrando a importancia desse grupo na transmissdo da
infeccdo, enquanto em adultos, de 70%-95% das infecgbes resultam em alguma
forma de sintomatologia (Ogholikhan & Schwarz, 2016).

O HEV pode ser transmitido por agua contaminada ou pela ingestdo de carne
contaminada de caga e de suinos ou seus derivados (linguigas de figado de porco)
crua ou mal cozida (Teshale et al., 2010; Khuroo, Khuroo & Khuroo, 2016). Estudos
ja relatam transmissdo pessoa-a-pessoa em epidemias de HEV que ndo possuem
fonte comum de infecgcdo e transmissao vertical intrauterina com alta mortalidade
materna e fetal, além de diferentes casos de infecgbes associadas a transfusao de
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sangue ou hemoderivados em varios paises tornando o rastreiode doadores de
sange necessario, especialmente, em paises de alta prevaléncia (Yamamoto et al.,
2004; Matsubayashi et al., 2008; Khuroo, Khuroo & Khuroo, 2016).

A infeccao por HEV ocorre em todo o mundo, com cerca de 20 milhdes de
infeccbes e 56.000 mortes anuais em areas pobres em recursos (WHO, 2018). O
HEV é endémico em paises da Asia, Africa, Oriente Médio e América Central
(Debing et al.,, 2016), ocorrendo casos esporadicos ocasionais em paises
desenvolvidos (WHO, 2018). O Brasil é considerado como regido de baixa
endemicidade ata HEV com poucos dados sobre sua circulagdo e estudos
reportando prevaléncias variando entre populagdes ribeirinhas da Amazénia (6,1%),
pacientes que passam por hemodialise em S&o Paulo (4,9%), entre doadores de
sangue (2%) e casos de hepatite aguda reportados em Salvador (29%), em
Manguinhos no Rio de Janeiro/RJ (2,4%), usuarios de drogas injetaveis (11,8%) e
ndo-injetaveis (6,5%). (Focaccia et al.,1995; Pang et al., 1995; Parana et al.,1999;
Trinta et al., 2001; Santos et al., 2002; Santos, Oliveira Filho & Pinto, 2013).

A melhor forma de prevenir HAV e HEV é melhorando as condicbes de
higiene e o saneamento basico, como por exemplo: lavar as maos apos ir ao
banheiro; ao trocar fraldas e antes de comer ou preparar alimentos; cozinhar bem os
alimentos antes de consumi-los; evitar a construcdo de fossas proximas a pogos e
nascentes de rios; ndo tomar banho ou brincar perto de valdes, riachos, chafarizes,
enchentes ou proximo de esgoto a céu aberto; adogcdo de medidas rigorosas de
higiene, tal como a desinfec¢cado de objetos, bancadas e ch&o utilizando hipoclorito
de sodio a 2,5% ou agua sanitaria, entre outros em creches, pré-escolas,
lanchonetes, restaurantes e instituigdes fechadas (AIDS.gov, 2018).

Desde a década de 1990, varias vacinas contra o HAV ja foram
disponibilizadas, incluindo vacinas inativadas e atenuadas. (Ogholikhan & Schwarz,
2016). No Brasil, a vacina contra a Hepatite A de dose unica foi introduzida no
calendario infantil em 2014 e atualmente esta disponivel para criangas de 15 meses
a 4 anos, 11 meses e 29 dias. Essa vacina é altamente eficaz, com taxas de
soroconversao de 94% a 100% sendo uma importante medida de prevengao para
esta infeccdo (Portal da Saude, 2017). Atualmente uma vacina € comercializada na
China, demonstrando imunidade duradoura (Ogholikhan & Schwarz, 2016), o Brasil,
no entanto, ndo apersenta vacinas disponiveis contra o HEV.

A infecgdo pelos virus das hepatites B, C e D tem como forma de transmiss&o
as vias sexual, vertical (mé&e para o filho) e parenteral. Estes virus sdo transmitidos
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por via percutanea e através das mucosas tendo como veiculo 0 sangue e outros
fluidos corporais infectados, como sémen e secregdo vaginal. A transmisséo
parenteral pode ocorrer por compartihamento de objetos perfurocortantes, tais
como: alicates de unha, agulhas para tatuagem, piercing e acupuntura, e também
durante hemodialise ou através de transfusdo de sangue e hemoderivado (Focaccia,
2013; Ogholikhan & Schwarz, 2016; WHO, 2018).

A principal via de transmissao do HCV €& a parenteral, sendo exposi¢cao ao
sangue ou seus derivados contaminados e o uso de drogas intravenosas oOs
principais modos de transmissao em paises desenvolvidos, representando 40 a 50%
dos casos. Ja nos paises em desenvolvimento, as principais vias de infeccdo sdo os
procedimentos médicos como: cirurgias, hemodialises e transfusdo de sangue e
derivados (Lanini et al., 2016). A transmissdo sexual do HCV é pouco eficiente e
ocorre, sobretudo, em individuos com multiplos parceiros e praticas sexuais de risco,
sem uso de preservativo (Bradshaw, Matthews & Danta, 2013). Surtos significativos
de infeccdo entre HSH HIV-positivos tém ocorrido entre europeus, australianos e
norteamericanos (Klenerman & Fitzmaurice, 2015).

Geralmente, os pacientes com HCV n&o eliminam o virus naturalmente, de
modo que a infecgdo evolui para forma persistente (Dwyre, Fernando & Holland et
al. 2011). Estima-se que 71 milhdes de individuos estejam cronicamente infectados
com HCV e que entre 60 e 80% dos individuos infectados irdo desenvolver a forma
cronica do HCV com risco de cirrose de 15-30% dentro de 20 anos (WHO, 2018). A
prevaléncia da infecgdo pelo HCV no mundo é mais elevada em paises como Egito
(14%), Camardes (13,8%) e Mongolia (10,7%) e prevaléncias mais baixas foram
documentadas na regido da Australia e Oceania (1,2%) (Lavanchy, 2011; Lanini et
al., 2016). Dependendo do pais, a infeccdo pelo HCV pode ser maior em certas
populagdes (por exemplo, entre pessoas que injetam drogas) (WHO, 2018).

O HDV é um virus defectivo que depende da presenca do envelope do HBV
para dar inicio a uma infeccdo na calula alvo (adsorg¢ao). Sendo assim, s6 pode
estabelecer uma infecgao na presenca do HBV, portanto, compartilham as mesmas
vias de transmissdo (Hughes et al. 2011), sendo a via parenteral a principal na
transmissao dessa infecgcdo. A distribuicdo da infeccdo por HDV varia em todo o
mundo. Segundo a WHO (2018), dos 257 milhdes de individuos infectados com
HBV, estima-se que 15 milhdes estejam coinfectados com HDV. Areas de alta
prevaléncia incluem: Mediterraneo, Oriente Médio, Paquistdo, Asia Central e do
Norte, Japdo, Taiwan, Gronelandia, partes da Africa, Bacia Amazonica e certas
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areas do Pacifico. Ja, baixa prevaléncia ocorre na Ameérica do Norte, norte da
Europa, Africa do Sul e Asia Oriental.

De uma forma geral, as medidas de prevengao, para essas hepatites seriam a
utilizacdo de preservativos em todas as relagdes sexuais, 0 ndo compartilhamento
de objetos de uso pessoal e que possam ter entrado em contato com sangue, como
laminas de barbear e depilar, escovas de dente, material de manicure e pedicura,
equipamentos para uso de drogas, confec¢ao de tatuagem e colocagao de piercings.
Além disso, toda mulher gravida precisa fazer o acompanhamento pré-natal e os
exames para detectar as hepatites. Como ja citado, existe uma vacina eficaz e
disponivel para hepatite B, porém nao existem vacinas para hepatite C (pela
diversidade genética do virus e falta de modelos experimentais) nem para a hepatite
D, o que seria importante especialmente entre individuos ja infectados com HBV,
uma vez que a coinfeccdo HBV/HDV tem maior gravidade (Ogholikhan & Schwarz,
2016). A imunizagdo ativa com a vacina contra o HBV é indicada também como
prevencgao para HDV entre individuos nao infectados por HBV (Rizzetto, 2009).

No Brasil, dos casos confirmados de HVs entre 1999 e 2016 (561.058), 29%;
37,8%, 32,5% e 0,7% eram referentes aos casos de HAV, HBV, HCV, HDV,
respectivamente, sendo a maior proporgdo de HAV na regidao Nordeste (30,8%), de
HBV e HCV na regido Sudeste (35,4% e 62,2%, respectivamente) e de HDV na
regido Norte (76,8%) (Figura 1.10). Além disso, dos 61.297 obitos por HVs, 1,7%;
21,6%, 75,6% e 1,1% foram associados ao HAV, HBV, HCV, HDV, respectivamente
(Ministério da Saude, 2017).
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Figura 1.10 Proporgao de casos de HVs segundo as regides brasileiras entre 1999 e 2016.
(Fonte: Ministério da Saude, 2017)
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1.2.3. Conhecimento sobre as Hepatites virais

Como anteriormente exposto, as HVs causam anualmente, mais de um
milh&o de mortes, e mais de 300 milhdes de individuos sdo cronicamente infectados
por HBV ou HCV. Devido a auséncia de sintomas, as hepatites sdo conhecidas
como doencas silenciosas sendo consideradas um sério problema de saude publica.
No Brasil, as infecgbes vém se mantendo constantes ao longo dos ultimos anos e,
uma falha no conhecimento dessas infecgdes pode contribuir para o aumento do
numero de casos.

Até 2030, a agenda das Nagdes Unidas pretende erradicar as epidemias de
AIDS, tuberculose, malaria e doengas tropicais negligenciadas e também combater a
hepatite, e outras doengas transmissiveis. De acordo com os objetivos globais, é
fundamental promover acesso universal a informacao e educacao, a fim de prevenir
doencgas infecciosas como a hepatite (United Nations, 2017).

Diversos estudos no mundo ja foram realizados com o intuito de observar o
conhecimento sobre as diferentes HVs (quadro 1.5). A grande maioria destes
estudos esta relacionada com populacdes especificas, como estudantes de
medicina, profissionais da area de beleza, pacientes, entre outros, bem como no
geral, estes estudos avaliam o conhecimento de uma ou duas hepatites, na maioria
dos casos HBV e/ou HCV (Amodio et al., 2010; Joukar et al., 2012; Ataei et al.,
2013; ul Haq et al., 2013; Sacchetto et al., 2013; Adoba et al., 2015; Wu et al., 2015;
Al-Hazmi, 2015). No entanto, ainda ha poucos estudos sobre o conhecimento de tais
doencgas na populacao geral (ul Haq et al., 2012; Brouard et al., 2013; Chemaitelly
Abu-Raddad & Miller, 2013).

A avaliagao do nivel de conhecimento sobre as HVs em grupos especificos,
bem como entre individuos pertencentes a populagdo em geral, que sejam
provenientes de areas com variados recursos e condi¢bes de educacao e saude,
pode auxiliar na identificacdo de possiveis lacunas de conhecimento. Esses dados
podem ser utilizados por autoridades competentes no desenvolvimento de
programas de prevengao em saude e programas de educagao com a finalidade de

diminuir o numero de casos dessas infec¢gdes nessas areas.
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Quadro 1.5 Relagao de alguns estudos avaliando o conhecimento sobre Hepatites

virais em diferentes populagdes do mundo nos ultimos anos.

HVs

Grupo avaliado . Achados Pais Referéncia
avaliadas
Bom nivel de conhecimento, porém Amodio ef al
Cabelereiros HBV e HCV  praticas inseguras que podem levar a Italia 2010 ”
infecgdes.
Baixo nivel de conhecimento sobre Oliveira &
Manicuras e pedicuras HBV e HCV rotas de transmisséao, prevengao, Brasil Focaccia,
biosseguranca e risco 2010
Populagio saudavel HBV Falta de compreensaowsobre: controle Paquistdo ul Haq et al.,
€ prevengéo. 2012
S . Nivel de conhecimento aceitavel, com
Profissionais de saude . . . ~ Joukar et al.,
. HCV insuficiente informagéo sobre Iran
de um Hospital el 2012
complicagdes do HCV
Cabeleireiros HBV e HCV Assomalgao entre conhemmento e Iran Ataei et al.,
nivel de escolaridade 2013
Participantes da Hepatites CEnlnEEmeEnD gerl bor_n q_ugndo . Delvaux et al.,
« . i comparado a grupos de individuos Brasil
Parada Gay Virais : 2013
heterossexuais
Necessidade de treinamento continuo Gongalves &
Enfermeiras e médicos HBV de profissionais envolvidos em Brasil Gongalves,
cuidados pré-natal, parto e pés-parto. 2013
Falta de compreenséo basica sobre ul Haq et al
Pacientes com HBV HBV infecgdo, controle e gerenciamento da Paquistao 2313 v
doenca.
Falta de clareza quanto as formas de
Estudantes de infecgéo e prevencdo bem como . Sacchetto et
. HBV Y N L Brasil
Odontologia baixa imunizagdo na maioria dos al., 2013
estudantes.
Falta de consciéncia sobre
Estudante da area da HBY transmissao e prevencao além da Etiépia Mesfin &
saude falta da vacinagéo na maioria dos P Kibret, 2013
estudantes.
Profissionais da area Hepatites Malorla_ bem informado; !acunal no . Villar et al.,
. conhecimento sobre desinfecgao e Brasil
de beleza Virais . e Y 2014b
procedimentos de esterilizacao.
Barbeiros HBV e HCV Baixo conhecimento observado. Gana Adol2)81est gt
Ilmlgran.tes HBV e HCV  Déficit no conhecimento foi observado EUA Strong et al.,
Vietnamistas 2015
Pacientes em Clinicas HBV Lacunas no conhecimento foram Polbnia Ganczak et
de Atengao Primaria observadas. al., 2015
Conhecimento nos EUA e China
urbana foram semelhantes e
L EUA
Pacientes com HCV HCV significativamente melhores do que na China rural e Wu et al.,
China rural. urbana 2015
Melhoria no conhecimento deve ser
realizada em todas as regibes.
. Conhecimento adequado sobre os -~ . Al-Hazmi,
eI (3R modos de transmissao do VHB. AT SRl 2015
Conhecimento adequado sobre:
Estudantes de - s ~
o A riscos, transmissao e prevengao, -~ Abdela et al.,
medicina e de ciéncias HBV R ; Etiépia
porém falta do esquema vacinal dos 2016

da saude

estudantes
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2. JUSTIFICATIVA

A hepatite B € uma doenca de notificagdo compulséria no Brasil e o aumento
no numero de infecgdes relacionadas ao status socio-econdémico ja foi observado.
Isso provavelmente se deve a dificuldade de acesso aos servicos de saude e de
informacgéo (Ministério da Saude, 2012). O seu diagndstico € realizado em amostras
de soro na deteccdo de antigenos e de anticorpos, no entanto, a utilizacdo de
espeécimes clinicos alternativos, como fluido oral e SSPF, apresentariam vantagens
pela facilidade de coleta e transporte. O diagnéstico e o tratamento do HBV sao
disponibilizados pelo Ministério da Saude, e o0 aumento da prevaléncia da infecgao
gera aumento dos custos para o SUS. Assim, a utilizagdo de um teste menos
oneroso em sua coleta e realizagdo ajudaria no aumento ao acesso ao diagnostico
entre individuos de regides com baixa-infraestrutura e/ou dificil acesso.

Estudos ja demonstraram a deteccdo de marcadores do HBV em amostras de
fluido oral e SSPF, porém a maioria empregou amostras de referéncia ou
provenientes de grandes centros (Amado et al., 2006; Hutse et al., 2005; Cruz et al.,
2011; Villar et al., 2011; Scalioni et al., 2013). Neles foram observados valores de
sensibilidade acima de 78% e de especificidade acima de 92%, para HBsAg, anti-
HBc e anti-HBs em SSPF e valores de sensibilidade a partir de 13% e de
especificidade acima de 87% para anti-HBc no fluido oral, portanto, adaptagdes no
ensaio tiveram que ser realizadas para aumentar a sensibilidade. Logo, torna-se
necessario avaliar a eficiéncia do ensaio otimizado e a sua utilizagdo no diagnéstico
e estudos de prevaléncia em individuos com perfis distintos e de diferentes regides
geograficas do Brasil.

As HVs constituem grave problema de saude publica, sendo uma das
principais causas de doencas infecciosas que leva ao 6bito no mundo, com 1,34
milhdes de mortes em 2015 (WHO, 2018). A avaliagdo prévia do conhecimento
sobre essas infeccbes por meio de questionario abordando causas, sintomas,
transmissao e prevencdo da infeccdo ou doencga investigada, pode ser uma
ferramenta util na observacdo de possiveis lacunas de conhecimento que também
podem ser influenciadas por fatores como escolaridade, renda salarial mensal,
idade, entre outros (Wu et al., 2015). As falhas de percepg¢ao observadas podem,
entdo, ser trabalhadas, futuramente, através de medidas educativas que permitam

aumento do nivel de informacéao e, provavel diminuicdo da incidéncia das HVs.

38



O presente estudo faz parte do Plano “Brasil sem miséria” (BSM) do convénio
entre o Ministério do Desenvolvimento Social (MDS), a Fiocruz e a Coordenacgao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes), em que 0s eixos saude e
educacdo do BSM visam enfrentar multiplas questdes dessas areas nas regidoes
onde a pobreza ainda é muito prevalente. Baseado em dados do Censo 2010, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil possui 16,2 milhdes
(8,5%) de individuos vivendo em situagao de pobreza extrema, sendo 18,1%, 16,8%,
4,0%, 3,4% e 2,6% de individuos vivendo nessa situagao, respectivamente, nas
regides Nordeste, Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. O estudo contou com
participantes das cinco regides brasileiras, incluindo areas de dificil acesso, com
muitos participantes apresentando pouco acesso a condigdes de saneamento basico
e saude e vivendo com renda inferior a 77 reais por més (IBGE, 2016).

Foram incluidos individuos residentes nos estados de Ceara e Piaui na regido
Nordeste, sendo estes os terceiro e oitavo estados da federagdo com maior numero
de pessoas em situacdo de pobreza extrema. Também foram incluidos residentes
de areas ribeirinhas, povoados rurais e area urbana de Manaus e Tocantins na
regiao Norte. Na regido Centro-Oeste, participaram dos estudos, moradores de
regides alagadas do Pantanal do Mato Grosso do Sul situados a mais de 200km de
grandes cidades, constituidas por pescadores, piloteiros de barco e servigos gerais
turisticos. A regidao Sudeste contou com participantes recrutados das comunidades
do entorno da Fiocruz (Amorim, Mandela de Pedra, Parque Jodo Goulart), das
cidades de Nova Iguacgu, Petropolis, Macaé e pacientes com hepatite do Ambulatoério
de Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ) e da UFRJ. Por fim, da regido Sul foram
incluidos individuos que realizaram testes para diagndstico de HVs, HIV e Sifilis.

As informacdes sobre as HVs sao importantes na sua prevencao e controle,
além disso, o diagnostico do HBV é fundamental na identificacdo de casos agudos e
crbénicos, auxiliando no encaminhamento do individuo para tratamento, diminuindo o
risco do desenvolvimento de cirrose e/ou cancer hepatico. Desta forma, a avaliacéo
do nivel de conhecimento das HVs e o diagnéstico do HBV em populagbes com
acesso remoto € de extrema importancia, uma vez que a avaliagéo das lacunas de
conhecimento pode auxiliar em medidas educativas, e o rapido diagndstico da
infecgao proporcionar o tratamento adequado e melhores condi¢des de vida.

Desta forma, duas perguntas foram levantadas: “o uso de fluido oral e SSPF
como substitutos ao soro podem ser uteis no diagndéstico da hepatite B?”; e “qual o
nivel de conhecimento sobre hepatites virais em diferentes localidades do Brasil?”.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Avaliar o uso de fluido oral e sangue seco em papel de filtro como espécimes
clinicos alternativos ao diagnodstico e estudos de prevaléncia da Hepatite B bem
como avaliar o nivel de conhecimento de diferentes populagdes sobre as hepatites

virais.

3.2.0bjetivos especificos

1. Adaptar um ensaio imunoenzimatico comercial e determinar o seu
desempenho na deteccdo do marcador anti-HBc em amostras de fluido oral
provenientes de individuos de diferentes regides geograficas brasileiras;

2. Determinar o desempenho da detec¢ao dos marcadores da hepatite B (HBsAg,
anti-HBc, anti-HBs) em amostras de sangue seco em papel de filtro provenientes
de individuos das diferentes regides geograficas brasileiras utilizando um EIE
adaptado;

3. Comparar o desempenho de SSPF em EIE adaptado e EIE préprio para o

material em grupos reagentes e nao reagentes para o marcador HBsAg.

4. Avaliar o conhecimento sobre hepatites virais (A, B, C, D e E) em grupos com
condicdes distintas de vulnerabilidade;

5. Elaborar produtos para incremento ao acesso a informacgao sobre as hepatites

virais.
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4. CONSIDERAGCOES ETICAS

Todos os estudos foram aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP)
de: Universidade UNIGRANRIO sob o numero 0086.0.317.000-8 (ANEXO 10.1),
plataforma Brasil sob numero CAAE 38846914.5.0000.5248 (ANEXO 10.2), e
numero CAAE 34055514.9.0000.5248 (ANEXO 10.3).

Todos os individuos que participaram dos estudos foram previamente
informados e tiveram suas duvidas esclarecidas. Quando gerados resultados, os
mesmos foram encaminhados aos individuos e, sendo eles portadores de alguma
infecgcdo, foram encaminhados aos servicos de saude para aconselhamento e
tratamento necessarios.

Somente foram inclusos aqueles individuos que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) de cada estudo (APENDICE 11.1, 11.2 e
11.3), menores de idade incluidos, tiveram o termo assinado pelo representante
legal, participantes que doaram amostras de soro e SSPF também responderam um
questionario com perguntas socio-demograficas (APENDICE 11.4). Os participantes
dos estudos de conhecimento sobre as hepatites virais também responderam
questionarios especificos (APENDICES 11.5 e 11.6)

5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados na forma de
manuscritos sendo dois publicados e trés submetidos em revistas cientificas
indexadas na base de dados da CAPES. Os artigos estao listados a seguir na ordem

dos objetivos e que serdo discutidos.

Artigo 1: Usefulness of oral fluid samples for hepatitis B antibody detection

according to background prevalence

Artigo 2: Dried Blood Spot samples as alternative specimen to evaluate hepatitis B

virus prevalence in different endemcity groups

Artigo 3: Comparison of the performance of enzyme immunoassays for hepatitis B

and C detection in dried blood spot
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Artigo 4: A cross-sectional study of viral hepatitis perception among residents

from Southeast and North regions of Brazil.

Artigo 5: Cross sectional study to determine viral hepatitis knowledge in different

urban populations in Brazil.

Material educativo: Folheto educativo sobre Hepatites Virais

Durante o periodo do doutorado foram realizados trabalhos em colaboracéo, que

ndo serdo anexados, mas est&o listados a seguir:

Scalioni Lde P, Cruz HM, de Paula VS, Miguel JC, Marques VA, Villela-Nogueira CA,
et al. Performance of rapid hepatitis C virus antibody assays among high- and low-
risk populations. J Clin Virol. 2014 Jul;60(3):200-5.

Villar LM, Cruz HM, Barbosa JR, Bezerra CS, Portilho MM, Scalioni Lde P. Update
on hepatitis B and C virus diagnosis. World J Virol. 2015 Nov 12;4(4):323-42.

Cruz HM, Scalioni Lde P, de Paula VS, da Silva EF, do O KM, Milagres FA, et al.
Evaluating HBsAg rapid test performance for different biological samples from low
and high infection rate settings & populations. BMC Infect Dis. 2015 Nov 30;15:548.

Villar LM, © KM, Scalioni LP, Cruz_HM, Portilho MM, Mendonca AC, et al.
Prevalence of hepatitis B and C virus infections among military personnel. Braz J
Infect Dis. 2015 May-Jun;19(3):285-90.

Flores GL, de Almeida AJ, Miguel JC, Cruz HM, Portilho MM, Scalioni Lde P, et al. A
Cross section study to determine the prevalence of antibodies against HIV infection
among Hepatitis B and C infected Individuals. Int J Environ Res Public Health. 2016
Mar 11;13(3). pii: E314.

Costa V, Coimbra L, Cruz HM, Fernandes JJ, Santos AS, Lanzarini NM, et al. Viral
hepatitis and mass gathering events. Virus Rev Res. 2016;21, p. 19-24.
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Flores GL, Cruz HM, Potsch DV, May SB, Branddo-Mello CE, Pires MMA,et al.
Evaluation of HBsAg and anti-HBc assaysin saliva and dried blood spot samples
according HIV status. J Virol Methods. 2016 Sep;247:32-37.

Cruz_HM, Scalioni LP, Paula VS, Miguel JC, O KM, Milagres FA, et al. Poor
sensitivity of rapid tests for the detection of antibodies to the hepatitis B virus:
implications for field studies. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2017 Mar;112(3):209-213.

Flores GL, Cruz HM, Marques VA, Villela-Nogueira CA, Potsch DV, May SB, et al.
Performance of ANTI-HCV testing in dried blood spots and saliva according to HIV
status. J Med Virol. 2017 Aug;89(8):1435-1441

Cortes VF, Taveira A, Cruz HM, Reis AA, Cezar JS, Silva BS, et al. Prevalence of

Hepatitis B and C virus infection among alcoholic individuals: importance of

screening and vaccination. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2017;59:e47.
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5.1.Artigo 1: Usefulness of oral fluid samples for hepatitis B antibody
detection according to background prevalence

Os resultados apresentados neste manuscrito sdo referentes ao seguinte
objetivo: Adaptar um ensaio imunoenzimatico e determinar o seu desempenho
na detecgdo do marcador anti-HBc em amostras de fluido oral provenientes de

individuos de diferentes regidoes geograficas brasileiras.

Situagcdo do Manuscrito: Submetido para ser considerado para publicagdo como
artigo completo na revista BMC Infectious Diseases em 22/12/2017

Qualis B1 na area Medicina |l

Fator de impacto - 2.768

Referéncia: Cruz HM; de Paula VS, da Silva EF, do O KMR, Milagres FAP,
Santos-Cruz M, Bastos Fl, Pollo-Flores P, Leal E, Morra-Castro ARC, Lewis-
Ximenez LL, Lampe E, Villar LM. Usefulness of oral fluid samples for hepatitis B

antibody fetection according to background prevalence.
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SUMMARY

Background: Hepatitis B virus (HBV) testing in oral fluid samples may provide
advantages in the diagnosis, screening or prevalence studies, especially among
individuals with venous access difficulties. This study aims to optimize commercially
available assays for detecting total anti-HBc marker in oral fluid samples according to
background prevalence to allow prevalence and diagnosis studies. Methods: Oral fluid
was collected using a Salivette device and some parameters were initially evaluated:
type of elution buffer and sample volume. After, the usefulness of oral fluid samples for
detecting anti-HBc was evaluated in real life conditions in three groups where 1,296
individuals gave serum and oral fluid samples and were divided into three groups: high,
low-prevalence and vulnerable groups. All serum samples were submitted to
commercial EIAs to detect anti-HBc total, according to manufacturer’s instructions and
oral fluid samples according to previously optimization. Results: In optimization
evaluation, PBS/BSA 0.5% and 100 pL of oral fluid (twofold increased compared to
serum in EIA) were chosen as transport buffer and sample volume. In field study, anti-
HBc was detected in 211 out of 1296 serum samples giving oral fluid sensitivities of

70.6%, 30.7% and 57.1% in high-, low-prevalence and vulnerable groups, respectively.
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Specificities were above 91% in all groups studied. Meanzstandard deviation values of
optical density/cutoff (OD/CO) in serum samples were higher in false-negative oral
fluid samples than those seen in true positive samples. Sensitivity was higher in those
presenting active infection compared to past infection and it was increased in high-
prevalence group when HIV and HCV individuals were excluded. Conclusions: Oral
fluid could be used for anti-HBc detection particularly among HBV monoinfected

individuals from high prevalence settings.

KEYWORDS: hepatitis B virus; Oral fluid; Anti-HBc marker; Enzyme Immunoassay;

prevalence.

1. INTRODUCTION

Health, social and economic burden of Hepatitis B virus (HBV) infection is
substantial once that is a global public health problem with 257 million HBV chronic
carriers [1]. Screening of infected, cured and vaccinated individuals is necessary to
identify the presence of chronically infected reservoirs, immune and susceptible
individuals [2]. Diagnosis of HBV infection is made using serum or plasma samples [3]
collected by venipuncture that is an invasive, expensive, potentially painful and arduous
in some individuals like drug users, patients under hemodialysis, obese and elder
people. In regions where financial resources are scarce, it would be beneficial to use
methods with low cost and biological risk, such as oral fluid samples. Their collection is
less invasive, less painful, simpler and safer than blood collection allowing obtainment
of a vast number of samples for epidemiological and prevalence studies [4-8].

Oral fluid contains saliva from the salivary glands and gingival crevicular fluid,

which is a transudate plasma derived from the capillary bed beneath the tooth—gum
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margin [9; 10]. The inconvenience is the fact that the concentration of 1gG in oral fluid
has been reported to be substantially lower (average 300 times) when compared to its
concentration in serum [11-14].

The use of oral fluid samples as a noninvasive alternative to blood for the
detection of virus-specific antibodies was first promoted by Parry et al. [15]. Since then
these samples were used to detect Varicella, Herpes simplex, human immunodeficiency
Virus (HIV), Hepatitis A virus (HAV) and Hepatitis C virus (HCV) markers [10; 14;
16-19; 20].

HBV markers were detected in oral fluid samples, especially the surface antigen
of the hepatitis B virus (HBsAg) [4; 21-28]. However, few studies evaluated the
usefulness of oral fluid samples for detecting Antibodies directed against the core
protein (anti-HBc marker). In these studies, sensitivities vary from 13.0% to 85.9% and
specificities ranged from 78.0% to 100.0% [8; 29-31].

Anti-HBc appear shortly after HBsAg in acute infection (Anti-HBc IgM) and
persist detectable in patients with past HBV and among chronic cases (anti-HBc 1gG) of
HBV infection [3]. Since total anti-HBc marker indicates previous contact to virus, your
assessment using oral fluid sample could help the surveillance and control of HBV.

This study aims to optimize commercially available assays for detecting total
anti-HBc marker in oral fluid samples according to background prevalence to allow

prevalence and diagnosis studies.

2. MATERIALS AND METHODS

The Ethics Committee of Oswaldo Cruz Institute approved this study under

CAAE number 34055514.9.0000.5248. Each participant (or legal guardian) gave
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informed consent before entering the study. Laboratory results were sent to members
and, in the case of carriers, they were referred to Health Services for Orientation and

treatment needed.

2.1. Optimization of anti-HBc assay for oral fluid samples

Serum and oral fluid samples were obtained from confirmed suspect cases of
viral hepatitis that were referred to the National Reference Laboratory for Viral
Hepatitis (LRNHV) in the Oswaldo Cruz Institute (Rio de Janeiro, Brazil). Inclusion
criteria for this group were acute, chronic or suspected cases of hepatitis B infections,
with and without previous treatment, the age of more than 18 years.

Blood samples were collected by venipuncture and centrifuged to obtain serum.
Oral fluid was obtained using a commercial device (Salivette, Sarstedt, Germany) and
processed as previously described [27]. All samples were stored at -20°C until analysis.

To optimize Enzyme immunoassay (EIA) for anti-HBc (ETI-AB-CORECK-
PLUS, Diasorin, Italy), two parameters were evaluated: 1) transport buffer for oral fluid
samples [(T1) phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2; (T2) PBS/Tween 20 0.05%; (T3)
PBS/Tween 20 0.05%/ 0.005% sodium azide; (T4) PBS/Tween20 0.2%/ bovine serum
albumin (BSA) 5%, and (T5) PBS/BSA 0.5%]; and 2) Sample VVolume: 100uL of oral
fluid sample +50 pL of neutralization buffer; and 100uL of oral fluid sample + 25 uL of
neutralization buffer (in sera: 50uL of sample +50 uL of neutralization buffer + 50 pL

of sample dilution).

2.2.Field Study evaluation

To evaluate the usefulness of oral fluid samples for detecting anti-HBc in real
life conditions, serum and oral fluid samples were collected from 1,296 individuals at

7
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same time and were divided in three groups, defining a panel including people living in
settings with low and high background prevalences.

Group | (GI) was considered the high-prevalence group up composed of 291
individuals recruited at LRNHV. The inclusion criteria for this group were acute,
chronic or suspected cases of hepatitis B infections and aging more than 18 years.

Group Il (GII) was considered the low-risk group where 659 individuals living
in Southeast (95 individuals from Rio de Janeiro State), North (336 people from
Tocantins State) and Midwest (228 individuals from Mato Grosso do Sul State) regions
of Brazil were recruited. Those individuals lived at in remote areas and/or deprived
communities and did not report parenteral exposure (i.e. did not inject drugs) or
multiple sexual unprotected intercourse.

Group I (GIII) was composed of 346 especially vulnerable individuals,
including beauticians (n= 277) and crack users (n= 69) from Rio de Janeiro State

(Southeast region of Brazil).

A questionnaire comprising demographic (gender and age) and socioeconomic
aspects (education level, family income, and home characteristics) was applied to these

individuals. Data collection took place just before the moment of the samples collection.

2.3. Laboratory Tests

All sera samples were submitted to commercial EIAs to detect anti-HBc total,
antibodies directed against HBV surface antigen (anti-HBs) and HBsAg, (ETI-AB-
COREK-PLUS, ETI-MAK-4, and ETI-AB-AUK-3, Diasorin, Italy, respectively)
according to manufacturer’s instructions. Reactive samples were retested in duplicate to

confirm results.
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2.4. Data analysis

Anti-HBc detection in serum samples was used as a gold standard for the
assessment of the sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative
predictive value (NPV) of the oral fluid HBV assay. Descriptive statistics comprise the
mean or median * the standard deviation (SD). Categorical variables were compared
between groups using the chi-square test or Fisher’s exact test, and noncategorical
variables were analyzed by the Mann-Whitney U test. A p-value of <0.05 was
considered significant. Concordance between the results obtained for the paired oral
fluid and sera samples were established using the Kappa index (k) and can be
interpreted as follows: <0.20 is poor agreement t; 0.21-0.40 is fair agreement; 0.41-
0.60 is moderate agreement; 0.61-0.80 is good agreement, and 0.81-1.00 is very good
agreement [32]. The data analyses were performed using GraphPad InStat, version 3.01
(GraphPad Software, San Diego, CA), MedCalc, version 9.2.1.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium) and Statistical Package for the Social Sciences (SPSS for

Windows, release 10.0; SPSS Inc., Chicago, IL).

3. RESULTS

3.1. Laboratory parameters evaluation

Transportation buffer and volume of sample in the assay were evaluated to
detect anti-HBc total marker using oral fluid samples in commercial EIA. PBS/BSA
0.5% was chosen as transport buffer, once their optical density (OD) values were closer

to the serum samples OD values (Figure 1). A sample volume of 100 pL of oral fluid

9
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and 25 uL of neutralization buffer was chosen as defined by lower OD values in

positive samples (Figure 2).

Figure 1. Optical Density (OD) mean values (X+SD) obtained in saliva samples
according to transport buffer. Transport Buffers: (1) PBS pH 7.2; (2) PBS/Tween 20
0.05%; (3) PBS/Tween 20 (0.05%)/Sodium azide (0.005%); (4) PBS/Tween 20
(0.2%)/BSA 5%; (5) PBS/BSA 0.5%. OD mean value among paired negative serum
samples was 1.050+0.213 and among positive serum samples was -0.002+0.003.
Differences were not significant to negative samples (P = 0.112) but significant to

positive samples (P = 0.042)

Figure 2. Optical Density (OD) mean values (X+SD) obtained according different
sample volume on assay. OD mean value among negative serum samples was 0.644+
0.203 and among positive serum samples was 0.009 + 0.025. Differences were

significant (P < 0.0001).

3.2.Field Study evaluation

3.2.1. Demographic characteristics

Female gender was predominant in all studied groups. Mean + standard
deviation of age was 50.5+13.4; 31.3+18.0 and 35.1+14.3 in GI, GIlI and GllII,
respectively. Most of individuals aged less than 40 years (53.3%), have completed high

school (29.6) and receive a monthly income U$276.00 to 828.00 (32.2) (Table 1).

10
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238  Table 1 - Socio-demographic characteristics of each group analyzed in the study.

Gl (291) GII(659) GIII(346) Total (1296)
Data
n (%) n (%) n (%) n (%o)
Grander
Female 175(60.1) 347 (52.7) 218 (63.0) 740 (57.1)
Male 108 (37.1) 264 (40.1) 121(35.0) 493 (38.0)
Not declared 8 (2.7) 48 (7.3) 7(2.0) 63 (4.9)
Age (years)
<40 63 (21.6) 407 (61.8) 221(63.9) 691 (53.3)
>40 219 (75.3)  177(26.8) 118(34.1) 514 (39.7)
Not declared 9(3.1) 75 (11.4) 7 (2.0) 91 (7.0)
Mean + standard
50.5+13.4 31.3+18.0  35.1+14.3 36.8+17.8
deviation
Education level
Basic education 64 (22.0) 55 (8.3) 75 (21.7) 194 (15.0)
Elementary School 77 (26.5) 83 (12.6) 42 (12.1) 202 (15.6)
High school 88(30.2)  112(17.0) 184(53.2) 384 (29.6)
Graduate 28 (9.6) 49 (7.4) 38 (11.0) 105 (8.8)
Not declared 34 (11.7) 360 (54.6) 7 (2.0) 401 (30.9)
Income (according to Brazilian Minimum salary)
< US$276.00 14 (4.8) 31(4.7) 7(2.0) 52 (4.0)
U$276.00 to 828.00 152 (52.2) 123 (18.7) 143(41.3) 418 (32.2)
>U$828.00 61(20.9) 119(18.0) 122(352) 302 (23.3)
Not declared 63 (21.9) 386 (8.5) 74 (21.4) 524 (40.4)

239
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3.2.2. Anti-HBc testing in oral fluid according to background prevalence.

Among 1,296 individuals, anti-HBc marker was detected in 211 serum samples

and no detected in 1085, the serological profile can be viewed in figure 3.

Figure 3. Serological profile of HBsAg, anti-HBc and anti-HBs markers from

participants of study. Legends: - negative; + positive

Full concordance between anti-HBc results in oral fluid and sera was 54.6%, but
differences were observed according to the group under study. High concordance was
observed in Gl (67.7%) followed by crack users from GIlII (45.1%) and individuals
from North region of Gll (39.9%). Specificity values were above 91.5% for all groups,

whereas sensitivities vary from 21.6% to 70.6% (Table 2).

12
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Table 2 — Quality parameters of anti-HBc detection in oral fluid samples using commercial EIA according background prevalence.

Sensitivity%o Specificity% PPV% (I NPV% (CI
Profile TP FN TN FP k (IC)
(Cl1%) (Cl%) Cl%) %)
G1: High prevalence group 86.7 (77.5- 85.6(80.0- 67.7 (58.5-
72 30 178 11 70.6(60.7-79.2) 94.2(89.8-97.1)
(291) 93.2) 90.0) 76.8)
62.8 (46.7-  90.1(87.5-  35.6 (22.0-
G2: Low risk group (659) 27 61 555 16 30.7(21.3-41.4) 97.2(95.5-98.4)
77.0) 92.3) 49.1)
G2: MidWest region 88.9 (51.7-  86.8 (81.5- 30.4 (7.1-
8 29 190 1 21.6(9.8-38.2) 99.5(97.1-99.9)
subgroup (228) 99.7) 90.9) 53.6)
G2: North region subgroup 65.4 (44.3- 90.0 (86.1-  39.9 (22.4-
17 31 279 9 35.4(22.2-50.5) 96.9 (94.1-98.7)
(336) 82.8) 93.1) 57.4)
G2: Southeast region 2 1 8 6 66.7(9.4-99.2) 935(86.3-97.8) 25.0(3.2- 98.8 (93.8- 33.3 (0.0-
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subgroup (95)

G 3: Vulnerable group
12 9 309 16

(346)

G 3: Crack users subgroup

(69)
G 3: Beauticians subgroup
7 5 254 11
(277)
104
All groups (1296) 111 100 43
2

57.1 (34.0-78.2)

55.6 (21.2-86.3)

58.3 (27.7-84.8)

52.6 (45.6-59.5)

95.1 (92.1-97.2)

91.7 (81.6-97.2)

95.8 (92.7-97.9)

96.0 (94.7-97.1)

65.1)

42.9 (24.5-
62.8)
50.0 (18.7-
81.3)
38.9 (17.3-

64.2)

72.1 (64.3-

79.0)

99.9)

97.2 (94.7-
98.7)
93.2 (83.5-
98.1)
8.1 (95.5-

99.4)

91.2 (89.4-

92.8)

80.9)

45.2 (24.5-
65.9)
45.1 (11.6-
78.5)
43.7 (17.0-

70))

54.6 (47.6-

61.6)

Legends: TP = True positive; FN= False-negative; TN = True negative; FP = False-positive; PPV = Positive Predictive Value; NPV = Negative

Predictive Value; k = kappa index; n = number of samples; Cl = confidence interval
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Meanzstandard deviation values of optical desity/cutoff (OD/CQO) in sera
samples were higher in false-negative oral fluid samples than those seen in true positive
samples, as follows: 1.516+0.251 vs. 0.074+0.333 (p<0.0001) in GI; 1.494+0.566 vs.
0.700+ 0.253 (p<0.0001) in GlI; 1.491+0.236 vs. 0.623+0.270 (p<0.0001) in GlII.

The sensitivity of anti-HBc marker was also assessed according to active
infection (HBsAg*/anti-HBs") and past infection (HBsAg/anti-HBs®), and sensitivities
were 92.7% (51/55) and 37.0% (44/119) in active and past infection, respectively.

Sensitivity was also evaluated by comparing all individuals and excluding those
with at least one of the HIV and/or HCV infections (n=233). The sensitivity values
increased from 52.6% to 54.0% in total population, from 70.6% to 90.9% in GI, from

30.7% to 31.0% in Gll and from 57.1% to 52.6% in GlII.

4. DISCUSSION

In this study, a commercial EIA was optimized for anti-HBc detection in oral fluid
samples demonstrating good performance in high-prevalence groups compared to other
populations/individuals living in different settings. First, commercial EIA was adapted
for oral fluid samples where elution buffer PBS /BSA 0.5% (buffer 5) was the most
appropriate to anti-HBc detection as demonstrated by OD/CO values, probably due to
the presence of bovine albumin that could avoid unspecific reactions. The same buffer
was also used for HBsAg and anti-HCV detection in oral fluid samples using optimized
commercial EIAs [20; 27].

In addition, oral fluid sample was twofold increased in assay compared to serum,
probably due to the low amount of antibodies in the first, as seen in similar studies to

detect viral hepatitis markers in oral fluid [4; 20; 31; 33].
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When anti-HBc assay in oral fluid was evaluated in different groups, good
concordance was observed in group | (high-prevalence group, k = 67.7%), fair
concordance in group Il (low-prevalence group, k = 35.6%) and moderate concordance
in group 111 (especially vulnerable group, k = 45.2%). These differences could be due to
the presence of active infection (acute or chronic cases), since individuals from high-
prevalence group tend to have has high probability to present HBsAg in their sera. It is
important to note that anti-HBc assay in oral fluid had high sensitivity in individuals
presenting active infection compared to those with past HBV infection corroborating
previous observation of best performance of HBV assay in oral fluid samples from high
prevalence settings [30].

Anti-HBc assay in oral fluid samples demonstrated high specificities in all groups
(above 91.5%) as the same as observed in different settings, like viral hepatitis clinics
[31] and blood donors and injecting drug users [30]. It is interesting to observe that low
number of false negative results for oral fluid were found in Southeast region compared
to other regions where background prevalences are low, probably due to the short
interval between sample collection and transportation to the laboratory. Scalioni et al.
[6] have showed that HBsAg titers diminished between 15 to 30 days when stored at
37°C, the same temperature observed in several months in the Midwest and North
regions of Brazil.

Sensitivities of anti-HBc assay in oral fluid vary between groups and subgroups
from 21.6% in the Midwest region of Brazil (subgroup from GllI) to 70.6% in high-
prevalence group (GI) probably due to the high number of cases of active infection in
group . Previous studies also demonstrated low sensitivity of anti-HBc detection in oral

fluid samples, 13% and 43% reported by Amado et al. [31] and Nokes et al. [29],

16
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respectively. High sensitivity was found among the injecting drug users group (85.9%)
[30] what could also be the result of a high number of active infection in this group.

The differences in anti-HBc testing performance could also be the result of distinct
oral fluid collector devices and EIA used: Oracol (Malvern Medical Developments) and
Organon Teknika [29]; Omni-SAL® (Saliva Diagnostic Systems, Singapore) and
Murex ICE HBc (Murex Biotech Ltd., UK) [30] and Orasure® (Orasure Technologies
Inc., Bethlehem, PA, USA) and Organon Teknika [31].

As expected, the values of OD were lower in the saliva samples when compared to
serum, however, false negative samples demonstrated in their paired serum samples
both low and high values of OD demonstrating that serum anti-HBc concentration was
probably not associated to saliva anti-HBc detection. We also observed high sensitivity
in high-prevalence group, when HCV and HIV subjects were excluded showing the
impact of these infections in anti-HBc assay in oral fluid samples. Low sensitivity
values of anti-HBc assay was also observed in HIV infected individuals, particularly,
among those receiving antiretroviral treatment [8], where they suggest interference by
the presence of HIV or ARV treatment. At our knowledge, it was not observed the
interference of HCV infection in anti-HBc assays in oral fluid samples previously.

In conclusion, optimized assay adapated for anti-HBc detection in oral fluid
samples is not an attractive alternative for HBV diagnosis in all populations, but it could

be used in high prevalence settings, like viral hepatitis ambulatories.

Abbreviations
Anti-HBc 1gG: Antibodies directed against the core antigen 1gG; Anti-HBc IgM:
Antibodies directed against the core antigen IgM; Anti-HBc total: Antibodies directed

against the core antigen; Anti-HBs: Antibodies directed against hepatitis B surface
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National Reference Laboratory for Viral Hepatitis; NPV: Negative predictive value; n:
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DBS and sera); TP: True positive result (positive in both DBS and sera).
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5.2. Artigo 2: Dried Blood Spot samples as alternative specimen to evaluate

epatitis B virus prevalence in different endemcity groups

Os resultados apresentados neste manuscrito sdo referentes ao seguinte
objetivo: Determinar o desempenho da detecgao dos marcadores da hepatite B
(HBsAg, anti-HBc, anti-HBs) em amostras de sangue seco em papel de filtro,
provenientes de individuos das diferentes regides geograficas brasileiras
utilizando um EIE adaptado.

Situagcdo do Manuscrito: Submetido para ser considerado para publicagdo como
artigo completo na revista “Journal of Clinical Microbiology” em 27/07/2018

Qualis A2 na area Medicina |l

Fator de impacto — 3.993

Referéncia: Cruz HM, de Paula VS, Cruz JCM, do O KMR, Milagres FA,
Bastos Fl, Mota JC, Santos-Cruz M, de Andrade TM, Flores PP, Keak E, Mota-
Castro ARC, Ivantes CAP, Bezerra CS, Barbosa JR, da Cruz JNM, Lewis-Ximenez,
LL, Lampe E, Villar LM. Dried Blood Spot samples as alternative specimen to

evaluate Hepatitis B virus prevalence in different endemcity groups.
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ABSTRACT

Dried blood spots (DBS) testing might increase the access for Hepatitis B virus (HBV)
diagnosis, but little is known about the performance of these assays in different
background prevalence profiles. This study aims to evaluate the detection of HBsAg,
anti-HBc and anti-HBs in DBS in populations with different background prevalence
(infection rates). Paired sera and DBS samples were obtained from 2,309 individuals
from 3 groups, defined as follows: G1: high-prevalence group (n= 509), G2: low-
prevalence group (n= 1,305) and G3: vulnerable individuals living in settings with
varied background prevalence (n= 485). Sera and DBS were tested using commercial
enzyme immunoassay (EIA), with some modifications added. Specificity values were
above 90% for HBsAg and anti-HBc in all groups and for anti-HBs range to 58.6% to
85%. HBsAg testing performed was good in GI (sensitivity = 84.4%) and in those
samples that had anti-HBc (sensitivity = 91.6%) or HBV DNA detected in serum
(sensitivity = 92.2%). High sensitivity of anti-HBc testing was observed in GI (80.8%)
and among active cases (HBsAg+/anti-HBc+) (98.4%). Testing of anti-HBs in DBS
showed the highest sensitivy in GIII (65.5%), in previous exposed and cured individuals
and when serum titers were above 100 IU/mL (86.7%). Anti-HBs testing in DBS
demonstrated low performance, but could be a screening method to identify individuals
presenting high antibody titers. DBS samples could be used for screening and
prevalence studies for HBsAg and anti-HBc, especially in high-prevalence settings and

HBYV active cases that should be treated.

KEYWORDS: Dried Blood Spot; Diagnosis; Hepatitis B, Prevalence, Enzyme

Immunoassay
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INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) has been estimated to be present in approximately 257
million of chronic carriers, worldwide (1, 2). In Brazil, 6.9 cases per 1,000 inhabitants
were reported in 2016 and from 1999 to 2016, 212,031 confirmed HBV cases were
notified. Of these, most were reported in the Southeast (35.4%), followed by South
(31.6%), North (14.2%), Northeast (9.4%), and Midwest region (9.3%) (3).

Enzyme immunoassays (EIA) or electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA) together with serum samples are conventionally employed for detecting HBV
antigens, antibodies and viral genome (4). DBS samples have been used for detecting
several infectious agents, like viral hepatitis, and their use would be advantageous over
conventional blood collected, especially in population studies on a large scale and in
remote areas. DBS could be collected without highly trained professionals and transport
of samples from remote areas to reference laboratories occupy little space, are easy to
store or mailed and cannot be broken or spilled (5-9).

We previous optimized commercial assays to detect anti-HBc, HBsAg and anti-
HBs in DBS (5, 10) with reasonable accuracy. However, most samples are from
individuals attended at centers for the diagnosis and treatment of viral hepatitis in
Southeast region of Brazil Janeiro. Previous studies demonstrated good performance to
detect HBV markers (11- 17). Therefore, it is important to evaluate the applicability of
DBS to detect HBV markers in populations with different background prevalence and
geographic areas to evaluate the suitability of these samples in the concerted effort to
increase the access to HBV diagnosis.

The present study was designed to evaluate DBS as an alternative for serum
samples to detect HBsAg, anti-HBc and anti-HBs markers in different background

prevalence populations using an adapted commercial EIA.
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MATERIALS AND METHODS

Study population

Individuals were previously informed about the study and included after signing
informed consent form (ICF). Ethical approval for the study was issued by the Oswaldo
Cruz Foundation Ethics Committee (CAAE 34055514.9.0000.5248).

Paired serum and DBS samples were obtained from 2,309 individuals distributed
in 3 different groups according to their prevalence and vulnerability vis-a-vis HBV
acquisition, also considering the contexts where they live and interact. The eligibility
criteria for all groups were: both genders, which were not using psychoactive drug at the
time of interview and signed (or signed via their legal representative) the ICF.

Group I (GI) was considered the high-prevalence group and was composed by
519 individuals referred to centers for the diagnosis of viral hepatitis located in
Northeast (Public Health Central Laboratory, Ceard, Fortaleza, n=145); Southeast
(Fiocruz Viral Hepatitis Ambulatory, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, n=288) and South
regions (Orientation and Counseling Center, Curitiba, Parand, n=86), from 2009 to
2014. The eligibility criteria for this group were acute, chronic or suspected cases of
hepatitis B infections, among people aged +18 years, with or without other infections
such as HIV and HCV.

Group II (GII) was defined as the low-prevalence group and was composed by
1,305 individuals living in three Brazilian geographical regions: Southeast (Rio de
Janeiro State or RJ from Petropolis, Macaé and Nova Iguagu cities, n=378), North
(Tocantins State or TO from Tocantinopolis city, n= 595) and Midwest region (Mato
Grosso do Sul State or MS from Pantanal region, n=332), from 2009-2013. The

eligibility criteria for this group were to be living in the region of the study and the
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absence of diagnosed viral hepatitis or suggestive symptoms of such putative infection
at the time of study inception.

Group III (GIII) was composed of 485 vulnerable individuals (individuals who
are exposed for some reason to material contaminated with blood) including 314
beauticians recruited in 2010 from Rio de Janeiro State, and 171 users of crack cocaine,
between 2011 and 2012, from Rio de Janeiro and Salvador (Rio de Janeiro and Bahia
States). The eligibility criteria for this group were to be more than 18 years, to being a
beauty professional, such as manicures, pedicures, hairdressers and epilators; or,
alternatively, to being individuals who have used non-injectable drugs in the past 12
months and were not under the effect of the drug at the time of collection of

sociodemographic, behavioral and biological information, as well as biological samples.

Sample collection

Serum samples were obtained from blood collected in BD tubes (San Jose, CA,
USA) with anticoagulant. DBS was collected in Whatman filter paper 903 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ) using blood from BD tubes without anticoagulant and
alternatively using finger prick and prepared as previously described (5). DBS were
maintained at room temperature (22-25°C) for 4h and cut into disks of 6 mm and eluted
in 700 pl of PBS/BSA 0.5% buffer for detecting HBsAg and total anti-HBc and in disks

of 12.5 mm and eluted in 300 pl of PBS/BSA 0.5% buffer for detecting anti-HBs.

Laboratory Analysis
All serum samples were submitted to commercial EIAs to detect HBsAg, anti-
HBc total and anti-HBs (ETI-MAK-4, ETI-AB-COREK-PLUS and ETI-AB-AUK-3,

Diasorin, Italy, respectively) according to manufacturer’s instructions. All initially
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reactive sera samples were tested in duplicate. HBsAg reactive samples with appropriate
volume were tested for HBV-DNA by commercial test (Abbott Real time HBV, Abbott,
USA). DBS samples were tested for HBsAg, anti-HBc total and anti-HBs using the
same EIAs reported for serum.

DBS samples were tested as previously described (5), where sample volume and
cut-off value of assays were modified as follows: HBsAg (150uL of eluate and reactive
samples with optical density OD > 0.115), anti-HBs (50uL of eluate and reactive
samples presenting OD > 0.095) and anti-HBc total (100uL of eluate and reactive

samples with OD < 0.261).

Statistical analysis

Serum samples were used as a gold standard to assess sensitivity, specificity,
positive (PPV) and negative (NPV) predictive values. The Kappa index was used to
assess agreement between results obtained for DBS and serum samples. Ninety-five
percent confidence intervals (95% CI) were calculated and presented together with point
estimates for each result.

Categorical variables were compared using the X” test (or, alternatively, Fisher’s
exact test), and non-categorical variables were compared using the Mann—Whitney U
test. The variables were selected from questionnaires assessing sociodemographic,
behavioral and clinical data, for their relevance (according to the international literature)
and statistical significance, using bivariate and multivariable analyses (logistic
regression). A p value of <0.05 was defined as significant for exploratory analyses.
Intermediate and final models fitness were assessed using the Hosmer-Lemeshow

statistics. Putative interactions were assessed introducing interaction terms into the
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intermediate models and verifying the possible collinearity of variables assessing

similar phenomena at different levels (for instance, distal vs. proximal determinants).
All data analysis was performed using the GraphPad InStat, 3.01 (GraphPad

Software, San Diego, USA), MedCalc, 9.2.1.0 (MedCalc Software, Mari-akerke,

Belgium) and SPSS for Windows, 20.0 (SPSS Inc., USA).

RESULTS

Demographic characteristics

In this study, mean + standard deviation of age in GI, GI and GIII was
50.5+13.5, 30.2+£18.4 and 34.9+14.3 years, respectively. Most individuals were female
(52.3%), aged less than 40 years (56.4%), had secondary education (27.6%), and an
intermediate (~U$276.00 to 828.00; taken in consideration Brazilian standards) monthly
family income (30.9%) (Table 1).

Regarding HBV presumptive risk factors, the most frequent reported in all
groups were dental treatment, followed by working history as manicure and pedicure
(59.1%) in GI (high-prevalence group), history of surgery (22.9%) in GII (low-
prevalence individuals) and GIII (vulnerable individuals recruited from varied contexts)
(42.1%). Most individuals reported to have had sexual intercourse with individuals from
the opposite sex in the last 6 months and to have had a stable partner. History of
previous vaccination for HBV was uneven in all populations under analysis (Table 1).

In-group I (high prevalence group), HBsAg and anti-HBc were used as the
dependent variable (outcome) to evaluate putative associations with the outcome
(presumptive risk behaviors for HBV acquisition). Tables 2 and 3 summarize the
bivariate and multivariable analyses taking HBsAg as the dependent variable using

serum and DBS. At multivariable analysis, previous vaccination for HBV, hepatitis
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history and anti-HCV positivity, were independently associated with HBsAg (in serum)
and DBS, whereas age was independently associated with the outcome only among
DBS samples.

Tables 4 and 5 summarize the bivariate and multivariable analyses considering
the anti-HBc marker as the dependent variable using serum and DBS. At multivariable
analysis, previous vaccination for HBV, history of hepatitis were independently
associated with anti-HBc, considering both serum and DBS results, anti-HCV positivity
were significantly associated with anti-HBc just for DBS, whereas gender was

independently associated with anti-HBc when serum was taken in consideration.

DBS evaluation

Among serum samples tested, HBsAg, anti-HBc and anti-HBs were detected in
239, 492 and 872 samples, respectively. On the other hand, they were not detected in
2,070, 1,817 and 1,437 samples, respectively. HBV-DNA was performed on 128 out of
239 HBsAg reactive samples (53.5%) and 90 had been found to have detectable HBV-
DNA (70.3%). A summary of the serological profile of all individuals under analysis
can be seen in table 6.

Performance of DBS testing have varied according to the HBV marker and
group under study. High sensitivity values were obtained in GI for both HBsAg and
anti-HBc, whereas in GIII for anti-HBs. Specificity values were above 90% for HBsAg
and anti-HBc in all groups and varied from 58.6% to 85.0% for anti-HBs (Table 7).

Good agreement was found for HBsAg and anti-HBc markers in GI (77.3% and
75.5%, respectively), while moderate agreement was found for anti-HBs in GII
(44.29%). When agreement was evaluated for each one of the locations/populations in

GII and GIII, regular values of agreement for HBsAg were found in Tocantins State
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(33%) and among crack cocaine users (44.8%); good agreement for anti-HBc was
observed in Rio de Janeiro State (82.8%) and among crack cocaine users (77.5%),
whereas the highest agreement for anti-HBs was found in Mato Grosso do Sul State
(50%), Tocantins State (46.8%) and among beauty professional (49%) (Table 7).

High sensitivity values for HBsAg detection in DBS were observed in
individuals who were anti-HBc reactive in their sera (187/204, 91.6%), compared to
those seronegative for anti-HBc (7/35 20.0%). HBsAg sensitivity in DBS was also
evaluated considering only those among whom HBV DNA was detected in serum.
Considering this specific segment, sensitivity values increased from 84.4% (184/218) to
92.2% (83/90).

Higher sensitivity of anti-HBc assay in DBS was observed in active cases (anti-
HBc'/HBsAg /anti-HBs") (180/183 98.4%), compared to previous exposed and
protected individuals (anti-HBc'/HBsAg/anti-HBs ") (103/225 45.8%). Anti-HBs assay
in DBS demonstrated higher sensitivity in previous exposed and protected individuals
(174/246 70.7%) compared to vaccinated persons (Anti-HBs'/anti-HBc") (349/626
55.7%). Anti-HBs was also evaluated according to titers and 573 of the 872 anti-HBs
reactive samples had their anti-HBs titers measured. High sensitivity values were
observed in those presenting titers higher than 100 IU/mL (306/353; 86.7%) compared
to those showing titers lower than 100 IU/mL (87/220; 39.5%).

HBV-DNA was not performed for all reactive samples due to the low remaining
volumes for biological samples. Among 45 false-negative samples, HBV-DNA was

performed in 14 respective serum sample and seven had detectable HBV-DNA.
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DISCUSSION

In this study, we evaluated the suitability of DBS as an alternative of serum
sample for detecting HBV markers in populations with different background prevalence
and have found different performances according to the group and clinical conditions
under analysis.

HBsAg assessment performed well in high prevalence settings (Viral Hepatitis
Outpatient clinics) and among those individuals who were anti-HBc reactive in serum.
Concordances between DBS and sera were 77.3% and sensitivity and specificities were
higher than 84%. Similar values were observed among individuals from high
background prevalence sites from Brazil (sensitivity and specificity higher than 85%)
(5, 10) as well as in Malaysia, Burkina Faso and Denmark (over 96.0% of sensitivity
and specificity) (12, 16, 17). In addition, a sensitivity increase was observed when
samples presented HBV DNA.

HBsAg testing in DBS of vulnerable individuals from different contexts (GIII)
also showed high sensitivity and specificity (80.0% and 96.2%, respectively), however
low values of concordance (28.4%) were observed, probably due to high number of
false positive samples and consequently a low positive predictive value. In the low-
prevalence group (GII), low sensitivity and high specificity of HBsAg were observed
(37.5% and 92.7%, respectively), probably due to the low prevalence of HBsAg. These
low sensitivities were different from those observed in studies carried out among the
general population from both Nigeria (78.6%) and Germany (98.6%) (Forbi et al. 2010;
Ross et al. 2013) probably due to the differences in the number of samples (about 300 in
previous studies and 1,300 in the present one), type of assays used in the different

studies, as well as different HBV prevalences. One must observe that despite differences
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297

were much less pronounced vis-a-vis the findings from the present study, findings from
Nigeria and Germany differ substantially between each other

Anti-HBc testing in DBS performed well in high-prevalence groups (sensitivity
80.5%). This good performance might be secondary to the high number of individuals
HBV active cases (HBsAg'/anti-HBc"), strongly speaking in favor of their usefulness
and applicability, especially among infected individuals. As observed respecting
HBsAg, these results do agree with previous results from former studies enrolling
outpatients from clinical services (5,10,16,17). Sensitivity among individuals from GIII
was 63.9% and among those from the low-prevalence group, such figure corresponded
to 42.6%. Ross and colleagues in Germany (15) found higher values of sensitivity for
anti-HBc than those observed in the present study (86.3%) (12), which may be related
to differences in methodologies, HBV prevalence, as well as the number of samples
(and, much probably, the respective statistical power of the different studies).

Anti-HBs detection in DBS have shown low sensitivity and specificity in all
groups studied. Previous studies demonstrated high sensitivities and specificities of anti-
HBs testing in DBS, in outpatient groups, medical students and blood donors (5, 12,
15). However, a smaller number of samples was evaluated, compared to the present
study. DBS analysis for anti-HBs performed well in individuals with previous infection
(anti-HBc/anti-HBs+) (sensitivity of 70.7%) and those presenting titers above 100
IU/mL (sensitivity of 86.7%).

In low-prevalence setting, the test showed low sensitivity for all HBV markers.
Some factors may explain these results, like the less than optimal handling of serum
samples, delayed processing process of biological samples, and putative difficulties in
the shipping of samples to the reference laboratory, located in Rio de Janeiro State,

especially considering far away locations. Indeed, cooler are recommended to optimally
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preserve HBV markers since a significant drop in HBV levels was observed in DBS
stored at temperature higher than 22°C in sealed bags (5).

When risk behaviors were evaluated as covariates putatively associated with
HBsAg and anti-HBc using serum and DBS, similar results were found in bivariate and
multivariable analyses. Previous history of hepatitis and previous HBV vaccination
were associated with the presence of HBsAg and anti-HBc in serum and DBS. Blood
transfusion has been associated with HBV in previous control studies carried out in
Palestine and Brazil (18, 19), to have used illicit drugs and to have been tattooed were
found to confer protection against infection (HBsAg) in the present study, what
constitutes a paradoxical, counter-intuitive finding. However, since G1 was composed
by individuals referred to viral hepatitis ambulatories and included individuals infected
with HCV, such data were included in the intermediate models. When such putative
confounders were introduced in the models, those variables did not remain in the model,
probably due to confounding secondary to vaccination and other protective measures
against HBV.

The present study has some limitations, such as the absence of additional
information on clinical history and status, as well as about putative therapeutic regimens
and coinfection to other viruses, such as, HIV. There is no information either on HBV
DNA and HBsAg titers in HBsAg reactive serum samples or about the procedures
actually implemented in the storage and shipping of samples from distant/remote
locations to the reference lab, data collection had a selection bias, because it was
performed differently between groups. Although the latter were carried out in real-life
conditions, which take place on a daily basis in a country as large and heterogeneous as
Brazil, such conditions are obviously distinct from those observed in fully standardized

laboratory studies.

13



323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

DBS samples seems to be a valid tool for both screening and prevalence studies
for HBsAg and anti-HBc, especially in high-prevalence settings, where a substantial
fraction is composed by HBV active cases. Anti-HBs marker seems to be a less than
optimal indicator when different profiles of HBV immune individuals should be
assessed, but it can be used to identify those individuals presenting high titers of
antibodies or seroconvert after the complete vaccination schedule. DBS testing may
increase the identification of HBV active cases that should be treated. This may help to
carry out prevalence studies in specific groups, such as children, hemodialysis patients,

and people who inject illicit substances.
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supposed route of HBV infection or prevention according to each group in the study

Table 1 - Socio-demographic and epidemiological characteristics of the contact,

Data All groups - 2309 G1-519 G2 - 1305 G3 -485 value
n (%) n (%) n (%) n (%) P
Demographic characteristics
Grander
Female 1207 (52.3) 240 (46.2) 700 (53.6) 267 (55.0) 0.001
Male 1012 (43.8) 268 (51.6) 546 (41.8) 198 (40.8) '
Age (years)
<40 1302 (56.4) 144 (27.7) 830 (63.6) 328 (67.6) 0.000
>40 881 (38.2) 364 (70.1)  381(29.2) 136 (28.0) :
Education level
Illiterate 250 (10.8) 120 (23.1) 88 (6.7) 150 (30.9)
Primary school 352 (15.2) 118 (22.7) 172 (13.2) 62 (12.8) 0.000
Secondary school 635 (27.5) 201 (38.7) 227(17.4) 207 (42.7) ’
College 199 (8.6) 65 (12.5) 89 (6.8) 45(9.3)
Monthly family income
Low (<US$276.00) 75(3.2) 22 (4.2) 44 (3.4) 9 (1.8)
Intermediate (U$276.00-828.00) 713 (30.9) 290 (55.9) 258(19.8) 165(34.0) 0.000
High(>U$828.00) 497 (21.5) 144 (27.7) 218 (16.7) 135 (27.8)
Previous contact
Hepatitis or jaundice History 381 (73.4) 46 (3.5) 49 (10.1) 476 (20.6) -
With Hepatitis or HIV at home 72 (13.9) ND 72 (14.8) 144 (6.2) -
Parenteral route
History of Intravenous medicine 236 (45.5) ND 253 (52.2) 489 (21.2) -
History of Surgery 87 (16.8) 299 (22.9) 204 (42.1) 590 (25.6) -
Reporting blood transfusion 149 (28.7) 39 (3.0) 35(7.2) 223 (9.6) -
Have Piercing 18 (3.5) ND 85 (17.5) 103 (4.5) -
Have tattoo 69 (13.3) 71 (54) 134 (27.6) 274 (11.9) -
Previous history of Hemodialysis 21 (4.0) 1 (0.08) 2(0.4) 24 (1.0) -
Earring 269 (51.8) 253 (194) 244 (50.3) 766 (33.2) -
Acupuncture 60 (11.6) 49 (3.7) 50 (10.3) 159 (6.9) -
Attendance at Manicure or pedicure 307 (59.1) 203 (15.6) 260 (53.6) 770 -
Brazilian Wax 65 (12.5) ND 128 (26.4) 128 (5.5) -
Share blades 143 (27.5) 152 (11.6) 136 (28.0) 128 (5.5) -
Share toothbrush 54 (10.4) 41 (3.1) ND 95 (4.1) -
History of Dental treatment 470 (90.6) 372 (28.5) 288(59.4) 1130 (48.9) -
Share needle 28 (54) ND 3(6.7) 31 (1.3) -
Sexual route
Already had sexual intercourse 483 (93.0) 363 (27.8) 285(58.8) 1131 (49.0) -
Heterosexual 462 (89.0) 514 (39.4) 304 (62.7) 1280 (55.4) -
Homosexual 24 (4.6) 3(0.2) 2(0.4) 29 (1.2) -
Bisexual 112.1) 2(0.1) 3 (0.6) 16 (0.7) -
Fixed sexual partner 348 (71.7) 273 (20.9) 197 (40.6) 818 (35.4) -
<5 sexual partners per year 84 (16.2) 171 (13.1) 69 (14.2) 324 (14.0) -
> 5 sexual partners per year 15 (2.9) 29 (2.2) 10 (2.1) 54 (2.3) -
!)0 not use condom at sexual 239 (46.0) 266 (20.4) 70 (14.4) 575 (24.9) )
intercourse
Always or sometimes use condom at 228 (43.9) 223 (17.1) 191 (39.4) 642 (27.8) )

sexual intercourse
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454

455

456

457

Oral sex intercourse
Anal sex practice

Have sexually transmitted infection

Sexual partner with hepatitis or
HIV

Previous vaccination for HBV
Use of alcohol

Use of medication

Use of illicit drugs

211 (40.6) 58 (4.4)
165 (31.8) 27 (2.1)
115 (22.2) 45 3.4)
39 (7.5) ND
Other information’s
210 (40.5) 121 (9.3)
136 (26.2) 280 (21.5)
323 (62.2) 187 (14.3)
55 (10.6) 30 (2.3)

215 (44.3)
129 (26.6)
44 (9.1)

13 (2.7)

47 (9.7)
ND
ND

179 (37.0)

484 (20.9)

321 (13.9)
204 (8.8)
52(2.2)

378 (16.4)
416 (18.0)
510 (22.1)
264 (11.4)

Table 2 - Bivariate analysis of risk factors associated with HBsAg prevalence in serum

and DBS samples in group I (patients from the Viral Hepatitis Outpatient Clinics).

HBsAg serum HBsAg DBS
Non- Reactive rg(c):li_ve Reactive
Variables reactive (total P- (total (total P-value
(total =301) =218) value -312) =207)
0, o, o,
n (%) n (%) n (%) N (%)
Demographic characteristics
Gender
Female 149 (51.4) 91 (41.7) 0.031 149(49.5) 91 (44.0) 0.219
Age (years)
<40 63 (21.7) 81(37.2) 61(20.3) 83 (40.1)
137 0.000 124 0.000
>40 227 (78.3) (62.8) 240 (79.7) (59.9)
Monthly family income
Low 14 (5.2) 8(4.3) 7(2.5) 15 (8.3)
. 120 115
Intermediate 170 (63.4) (63.8) 0.892 175 (63.6) (63.5) 0.014
High 84 (31.3) 60 (31.9) 93 (33.8) 51(28.2)
Previous contact
Hepatiti jaundice Hist 206 (72.0) 175 0.030 218(73.4) 163 0.245
epatitis or jaundice History . (81.0) . . (79.5) .
Living with person with Hepatitis or
HIV at home 25 (13.9) 47 (31.5) 0.001 30 (15.4) 42(31.3) 0.002
Parenteral route
History of Intravenous medicine 164 (80.0) 72 (64.9) 0.004 174 (78.4) 62 (66.0) 0.012
History of Blood transfusion 112 (38.89) (173721) 0.000 113(37.8) 36(17.6) 0.000
Having tattoo 49 (16.96)  20(9.26) 0.030 46 (15.3) 23 (11.2) 0.291
. . 103 105
Having Earring 166 (57.2) 47.69 0.033 164 (54.5) (51.2) 0.470
Having Acupuncture 43 (14.8) 17 7.87 0.030 46 (15.3) 14 (6.8) 0.008
Sexual route
Number of sexual partners
. 158 155
Fixed sexual partner 204 (76.7) 207 (75.3)
(81.0) 0.274 (83.3) 0.041
<5 sexual per year 53 (19.9) 31(15.9) ’ 58 (21.1) 26 (14.0) :
> 5 sexual per year 934 6(3.1) 10 (3.6) 5(27)
Use of condom at sexual intercourse
Do not use a condom 152 (57.4) 87 (43.1) 156 (56.7) 83 (43.2)
Always use condom 66 (24.9) 64 (31.7)  0.002 68 (24.7) 62 (32.3) 0.006
Sometime use condom 47 (17.7) 51 (25.2) 51(18.6) 47 (24.5)
Other information’s
Previous vaccination for HBV 158 (54.9) 69(32.1) 0.000 161(54.0) 66(32.2) 0.000
Use of illicit drugs aasy ey M0 ucass  9@a oo
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Table 3 —Final adjusted model of multivariate logistic regression for HBsAg in serum

and DBS samples in group I (patients from the Viral Hepatitis Outpatient Clinics).

Variables HBsAg serum HBsAg DBS
OR 95% C.I p_value OR 95% C.I. p_value
Lower Upper Lower  Upper

Age (years)
<40 1.00 - - -
> 40 0.53 0.32 0.88 0.015
Hepatitis or jaundice History
Yes 4.33 2.47 7.59 0.000 3.71 2.11 6.54 0.000
No 1.00 - - - 1.00 - - -
Previous vaccination for HBV
Yes 1.00 - - - 1.00 - - -
No 2.01 1.25 3.21 0.004 2.03 1.27 3.24 0.003
Anti-HCV
Reactive 0.21 0.08 0.55 0.002 0.37 0.15 0.92 0.033
Non-reactive 1.00 - - - 1.00 - - -
Interaction Hepatitis or jaundice 0.15 0.05 0.48 0.001 0.11 0.03 0.32

History and anti-HCV

Table 4 - Bivariate analysis of risk factors associated with anti-HBc prevalence

in serum and DBS samples in group I (patients from the Viral Hepatitis Outpatient

Clinics).
Anti-HBc serum Anti-HBc DBS
Non- Reactive
Variables Non-reactive Reactive P- reactive (total = P-
(total = 232) (total = 287) value (total = 241) value
n (%) n (%) u 278) by u
n (%) n ( 0)
Demographic characteristics
Gender
Female 130 (54.2) 110 (45.8) 0.000 144 (60.0) 96 (40.0) 0.002
Male 93 (34.7) 175 (65.3) ' 124 (46.3) 144 (53.7) '
Age (years)
<40 56 (38.9) 88 (61.1) 0152 64 (44.4) 80 (55.6) 0.018
>40 167 (45.9) 197 (54.1) ' 204 (56.0) 160 (44.0) :
Previous contact
Hepatitis or jaundice History 148 (38.8) 233 (61.2) 0.000 182 (47.8) 199 (52.2)  0.001
Living with person with
Hepatitis or HIV at home 17 (23.6) 55(76.4) 0.019 23 (31.9) 49 (68.1) 0.006
Parenteral route
History of blood transfusion 78 (52.3) 71 (47.7) 0.008 102 (68.5) 47 (31.5) 0.000
Having tattoo 35 (50.7) 34 (49.3) 0.244 45 (65.2) 24 (34.8) 0.028
Having earring 144 (53.5) 125 (46.5) 0.000 159 (59.1) 110 (40.9)  0.003

Sexual route
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469

470

471

472

473

474

475

Use of condom at sexual
intercourse

Do not use a condom 118 (49.4) 121 (50.6) 139(58.2) 100 (41.8)
Always use condom 50 (38.5) 80 (61.5)  0.014 63(485)  67(51.5)  0.023
Sometime use condom 33 (33.7) 65 (66.3) 42 (42.9) 56 (57.1)
Other informations
flrg,“’“s vaccination for 128 (56.4) 99 (43.6)  0.000 150(66.1)  77(33.9)  0.000
Use of illicit drugs 26 (47.3) 29(52.7)  0.610  40(72.7)  15(27.3)  0.002

Table 5 — Final adjusted model of multivariate logistic regression for Anti-HBc

serum and Anti-HBc DBS samples in group I (patients from the Viral Hepatitis

Outpatient Clinics).
Anti-HBc serum Anti-HBc DBS
Variables 95% C.1 95% C.I.

OR Lower Upper p _value OR Lower Upper p_value
Gender
Female 1,0 - - -
Male 2,20 1,51 322 0,000
Hepatitis or jaundice History
Yes 2,70 1,73 4,22 0,000 4,87 2,84 8,33 0,000
No 1,00 - - - 1,00 - - -
Previous vaccination for HBV
Yes 1,00 - - - 1,00 . . .
No 2,83 1,93 4,16 0,000 2,42 1,53 3,83 0,000
Anti-HCV
Reactive 0,06 0,03 0,09 0,000
Non-reactive 1,00 - - -

Table 6 - Hepatitis B virus markers (HBsAg, Anti-HBc and anti-HBs) in the

population studied (n=2,309).

Status serological Profile n (%)

Atypical profiles HBsAg'/Anti-HBc'/Anti-HBs" 21 (0.9)

HBsAg'/Anti-HBc/Anti-HBs" 10 (0.4)

Active infection HBsAg'/Anti-HBc'/Anti-HBs’ 183 (7.9)

Early acute infection HBsAg'/Anti-HBc/Anti-HBs 25(1.1)

Previous exposure with immunity HBsAg/Anti-HBc'/Anti-HBs" 225(9.7)

Occult infection HBsAg/Anti-HBc'/Anti-HBs 63 (2.7)
Vaccinated individuals HBsAg/Anti-HBc/Anti-HBs" 616 (26.7)
Susceptible individuals HBsAg/Anti-HBc”/Anti-HBs 1166 (50.5)
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Table 7 — Quality parameters for HBsAg, anti-HBc total and anti-HBs testing in DBS using optimized commercial enzyme immunoassay
(EIA) and sera samples as the gold standard according group studied.

Marker Profile

TP

FN

TN

FP

Sensitivity% (C1%)

Specificity% (CI%)

PPV% (C1%)

NPV% (CI%)

K (CD)

GI: Total (519)
GI: Northeast (145)
GI: Southeast (288)

GI: South (86)

GII: Total (1305)

GII: Rio de Janeiro (378)
GII: Mato Grosso do Sul (332)
GII: Tocantins (595)
GIII: Total (485)

GIII: Crack users (171)
GIII: Beauty Professionals (314)
All groups (2309)

HBsAg

184
109
47
28

34
11
10
13
10

278
25
209
44
1195
372
238
585
462
158
304
1935

23
0
22
1
94
6
88
0
18
8
10
135

84.4(78.9-88.9)
90.8 (84.2-95.3)
82.5(70.1-91.2)
68.3 (51.9-81.9)
37.5 (15.2 -64.6)

66.7 (22.3-95.7)
20.0 (2.5-55.6)
80.0 (28.4-99.5)
80.0 (28.4-99.5)

81.2 (75.6-85.9)

92.4 (88.7-95.1)
100.0 (86.3-100.0)
90.5 (85.9-93.9)
97.8 (88.2-99.9)
92.7 (91.1-94.1)
98.4 (96.6-99.4)
73.0 (67.8-77.7)
100.0 (99.4-100.0)
96.2 (94.1-97.8)
95.2 (90.7-97.9)
96.8 (94.2-98.5)
93.5 ((92.3-94.5)

88.9 (83.8-92.8)
100.0 (96.7-100.0)
68.1(55.8-78.8)
96.5 (82.2-99.9)
6.0 (2.2-12.6)
0.0 (0.0-45.9)
4.3 (1.2-10.8)
100.0 (15.8-100.0)
18.2 (5.2-40.3)
33.3(9.9-65.1)
0.0 (0.0-30.8)
59.0 (53.4-64.3)

89.1 (85.1-92.3)
69.4 (51.9-83.6)
95.4 (91.8-97.8)
77.2 (64.2-87.3)
99.2 (98.5-99.6)

100.0 (99.0-100.0)

99.2 (97.0-99.9)
98.6 (97.4-99.4)
99.8 (98.8-99.9)
99.4 (96.5-99.9)

100.0 (98.8-100.0)

97.7 (97.0-98.3)

773 (71.7-82.9)
77.4 (64.5-90.2)
67.6 (57.0-78.2)
66.9 (51.1-82.8)
8.4 (0.0-25.3)

4.9 (0.0-21.7)
33.0 (0.0-79.1)
28.4 (0.0-60.0)
44.8 (9.7-79.9)

64.0 (58.9-69.0)

GI: Total (519)
GI: Northeast (145)
GI: Southeast (288)

GI: South (86)

GII: Total (1305)

GII: Rio de Janeiro (378)
GII: Mato Grosso do Sul (332)
GII: Tocantins (595)
GIII: Total (485)

GIII: Crack users (171)
GIII: Beauty Professionals (314)
All groups (2309)

Anti-HBc¢

223
8
168
47
1134
364
277
493
448
140
308
1805

—_O === OO B Ao

80.8 (75.8-85.2)
89.5 (83.0-94.1)
70.4 (61.2-78.6)
82.0 (66.4-92.5)
42.6 (35.0-50.4)
71.4 (41.9-91.6)
33.3 (21.1-47.5)
43.6 (33.7-53.8)
63.9 (46.2-79.2)
67.7 (48.6-83.3)
40.0 (5.3-85.3)
66.5 (62.1-70.6)

96.1 (92.8-98.2)
66.7 (34.9-90.1)
97.1 (93.4-99.1)

100.0 (92.4-100.0)
99.8 (99.4-99.9)

100.0 (99.0-100.0)
99.6 (98.0-99.9)
99.8 (98.9-99.9)
99.8 (98.8-99.9)

100.0 (97.4-100.0)
99.7 (98.2-99.9)
99.3 (98.8-99.7)

96.3 (93.0-98.3)
96.7 (91.9-99.1)
94.2 (86.9-98.1)

100.0 (89.1-100.0)
97.3 (90.6-99.7)

100.0 (69.1-100.0)
94.7 (74.0-99.9)
97.8 (88.2-99.9)
95.8 (78.9-99.9)

100.0 (83.9-100.0)

66.7(9.4-99.2)
96.5 (93.9-98.2)

80.2 (75.0-84.7)
36.4 (17.2-59.3)
83.2(77.3-88.0)
87.0 (75.1-94.6)
92.1 (90.5-93.6)
98.9 (97.2-99.7)
88.5 (84.4-91.8)
89.6 (86.8-92.1)
97.2 (95.2-98.5)
93.3 (88.1-96.8)
99.0 (97.2-99.8)
91.6 (90.3-92.8)

75.5 (69.9-81.1)
40.7 (15.1-66.3)
70.5 (61.9-79.1)
83.3 (71.5-95.2)
55.8 (47.4-64.1)
82.8 (66.0-99.6)
44.6 (27.8-61.4)
55.6 (44.8-66.5)
75.2 (62.4-88.0)
775 (63.9-91.0)
49.4 (0.1-98.7)
74.2 (70.6-77.9)

GI: Total (519)
GI: Northeast (145)
GI: Southeast (288)

GI: South (86)

GII: Total (1305)

GII: Rio de Janeiro (378)
GII: Mato Grosso do Sul (332)
GII: Tocantins (595)
GIII3: Total (485)

GIII: Crack users (171)
GIII: Beauty Professionals (314)
All groups (2309)

Anti-HBs

29
523

46
349

218
22
151
45
611
117
136
358
250
11
239
1079

61.2 (52.8-69.1)
85.7 (67.3-96.0)
50.5 (40.0-61.1)
73.1(52.2-88.4)
58.4 (54.2-62.4)
67.2 (60.0-73.8)
64.0 (56.4-71.1)
464 (39.7-53.2)
65.5(56.9-73.3)
96.9 (89.2-99.6)
38.7 (27.6-50.6)
60.0 (56.6-63.2)

58.6 (53.4-63.7)
18.8 (12.2-27.1)
77.4(70.9-83.1)
75.0 (62.1-85.3)
85.0 (82.2-87.5)
61.9 (54.6-68.9)
86.6 (80.3-91.5)
96.0 (93.4-97.7)
72.2 (67.2-76.9)

10.3 (5.2-17.6)

100.0 (98.5-100.0)

75.1(72.8-71.3)

36.9 (30.8-43.3)
20.2 (13.4-28.5)
51.6 (40.9-62.3)
55.9 (37.9-72.8)
76.0 (71.8-79.9)
63.8 (56.7-70.5)
84.2 (76.9-89.9)
87.3 (79.9-92.7)
48.7 (41.3-56.1)
39.2 (31.6-47.3)

100.0 (88.0-100.0)
59.4 (56.0-62.6)

79.3 (74.0-83.9)
84.6 (65.1-95.6)
76.6 (70.1-82.4)
86.5 (74.2-94.4)
71.5 (68.3-74.5)
65.4 (57.9-72.3)
68.3 (61.4-74.7)
75.0 (70.9-78.9)
83.9 (79.2-87.9)
84.6 (54.5-98.1)
83.9 (79.1-87.9)
75.6 (73.2-71.8)

16.5 (7.8-25.2)
2.0 (0.0-12.9)
28.1 (15.8-40.4)
442 (24.1-64.3)
443 (39.3-49.3)
29.1(19.5-38.7)
49.9 (40.7-59.2)
46.8 (38.9-54.7)
342 (25.2-43.2)
5.5 (0.0-17.7)
49.0 (35.3-62.6)
35.0 (31.0-39.0)

Legends: TP = True positive; FN= False negative; TN = True negative; FP = False positive; PPV = Positive Predictive Value; NPV = Negative Predictive Value; k = kappa; n = number of samples; CI =

confidence interval
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ABSTRACT KEYWORDS

Dried blood spots (DBSs) could be an alternative to serum for dried blood spots; hepatitis
hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) diagnosis. B; hepatitis C; enzyme
This study aims to evaluate two enzyme immunoassays (EIAs) immunoassays

for HBsAg and anti-HCV detection using DBS. Serum was

tested using commercial EIA. DBS was tested using optimized

EIA developed for serum and commercial EIA developed for

DBS (Imunoscreen). Concordances between DBS and serum

samples for both markers and EIAs were higher than 97%.

Both EIAs demonstrated good performance for HBsAg and

anti-HCV detection using DBS, and these methods could be

used unchangeably increasing the access for HBV and HCV

diagnosis.

Introduction

Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) are public health
problems and WHO!! estimates that 325 million people living with them
worldwide in 2015. Conventionality, viral hepatitis diagnosis is made using
serum or plasma samples to detect antigens and/or antibodies.”) However,
dried blood spots (DBSs) have been used as an alternative to serum for HBV
and HCV diagnosis using commercial enzyme immunoassays (EIAs) devel-
oped for serum or plasma with modifications in protocol.*™®

A systematic review concluded that anti-HCV and HBsAg testing using
DBS compared to serum was associated with excellent diagnostic accuracy.”’
Commercial EIA Imunoscreen from MBiolog Diagnoésticos (Minas Gerais,
Brazil) has the purpose of being an entirely developed EIA for DBS testing,
reporting 100% of agreement to serum results in a study with pregnant.[lo]

The main advantages of DBS testing are storage at 20-26°C for weeks without
degradation of nucleic acids,!"" storage and transportation without refrigeration,
little space for storage, and highly trained personnel are not required, especially in
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studies of a large scale of population and in remote areas.*”'*) However, their

disadvantage is that the existing commercial assays have not been validated or
received regulatory approval.””’ The present study aimed to evaluate two EIAs
using DBS for HBsAg and anti-HCV detection.

Experimental

The specimens were obtained from the Viral Hepatitis Laboratory, 10C,
FIOCRUZ Biobank of samples. Participants of the study first signed the
informed consent approved by the Ethics Committee of FIOCRUZ (CAAE
number 34055514.9.0000.5248). Serum and DBS samples were obtained from
159 HBsAg" individuals, 155 anti-HCV" individuals, and a total of 223
individuals HBsAg™ (169 of them) or anti-HCV™ (137 of them). A total of
145 HBsAg" serum samples were tested for HBV-DNA and 109 of them had
DNA detectable. All serum samples anti-HCV™ were tested and have HCV-
RNA detectable.

Serum samples were collected by venipuncture and commercial EIAs were
used for HBsAg (ETI-MAK-4, Diasorin, Saluggia, Vercelli, Italy) and anti-
HCV testing (HCV Ab, Radim, Pomezia, Rome, Italy or ETI-AB-HCVK-4,
Diasorin) according to the instructions. All reactive samples were retested in
duplicate.

DBS samples were prepared in Whatman filter paper 903 (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) and tested for HBsAg and anti-HCV using commercial
EIAs with modifications of the protocol as previously described.'*”! To
HBsAg, DBS sample volume was 150 pL and reactive sample should present
optical density (OD) > 0.115. To anti-HCV, DBS sample volume was 105 uL
and cutoft (CO) of supplier was followed. DBS was also tested for HBsAg and
anti-HCV using Imunoscreen HBsAg SS and Imunoscreen HCV SS EIAs
(MBiolog Diagndsticos, Minas Gerais, Brazil) (designed to be used with DBS)
according to manufacturer instructions.

Serum samples were defined as gold standard to assess sensitivity, speci-
ficity, positive, and negative predictive values. Kappa index established an
agreement between DBS and serum sample results. Two-tailed
P-values < 0.05 were considered statistically significant. The analysis was
performed using GraphPad InStat, 3.01 Software (San Diego, EUA) and
MedCalc 9.2.1.0 Software (Mariakerke, Bélgica).

Results

The concordances between DBS and serum samples from both markers were
higher than 97% using Imunoscreen EIA and 100% using optimized EIA.
Imunoscreen EIA showed one false negative and three false positive results
for HBsAg and anti-HCV markers in DBS, respectively (Table 1).
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Table 1. Parameters obtained in DBS samples to detect HBsAg and anti-HCV markers using
Imunoscreen EIA and optimized EIA with serum samples as the gold standard.

Sensitivity% Specificity% PPV% NPV% K%
Profile TP FN TN FP (Cl%) (Cl%) (C1%) (C1%) (Cl%)
HBsAg marker
Imunoscreen EIA 158 1 169 0 99.4 100.0 100.00 99.4 99.4
(96.6— (97.8- (95.99- (98.2-
99.98) 100.0) 99.92) 100.0)
Optimized EIA 159 0 169 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(97.7- (97.8-
100.0) 100.0)
Anti-HCV marker
Imunoscreen EIA 155 0 134 3 100.0 97.8 98.1 100.0 97.9
(97.6- (93.7-99.5) (94.4- (96.0-99.9)
100.0) 99.4)
Optimized EIA- 155 0 137 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(97.6- (97.6-
100.0) 100.0)

TP: true positive; FN: false negative; TN: true negative; FP: false positive; PPV: positive predictive value; NPV:
negative predictive value; k: kappa; Cl: confidence interval; DBS: dried blood spot; HCV: hepatitis C virus;
EIA: enzyme immunoassay.

False negative HBsAg DBS sample had OD/CO values close to 1.00, while
its corresponding serum had OD/CO value of 74.38. HBV-DNA was not
evaluated in this sample due to lack of volume. False anti-HCV-positive DBS
samples present OD/CO values close to 1.000, while their corresponding sera
OD/CO values were below 0.400. All reactive samples in DBS showed higher
values of OD in their corresponding serum, being the average OD above
3.000 for HBsAg and 2.992 + 0.08 to anti-HCV. For both markers, average
OD was higher in optimized EIA than in Imunoscreen EIA (2.771 + 0.65 vs.
2.344 + 1.01 to HBsAg and 2.826 + 0.44 vs. 0.732 £ 0.40 to anti-HCV).

Discussion

In the present study, DBS samples were evaluated as an alternative to serum
specimens for HBsAg and anti-HCV detection. A commercial EIA used in
the study was developed to serum or plasma samples and modified for DBS
testing, while the other EIA used was developed to DBS samples. Both EIAs
showed concordance above 97% with serum results for detecting anti-HCV
and HBsAg markers as the same as reported previously.!®”]

Both EIAs presented differences for DBS testing. Commercial EIA
should be modified for DBS testing and these samples should be pro-
cessed before testing while Imunoscreen EIA has a protocol that can be
used cutting the DBS directly on the test plate, but during washing
procedures, the disks must be removed from sample wells. Specific EIAs
developed for DBS sample could increase the efficiency. However, the
optimization of commercial EIA for DBS testing could be useful in
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situations where it is necessary to test serum and DBS simultaneously or
specific tests developed for DBS are not available.

Previous studies modified commercial EIA for detecting HBsAg and anti-
HCV in DBS and found sensitivities above 78% and 95% for HBsAg and
anti-HCV, respectively, and specificities above 92% and 87% for HBsAg and
anti-HCV, respectively.®#'>7'*! In the present study, sensitivity and speci-
ticity were higher than previous optimized EIAs studies (100.0%) probably
due to differences in the protocol of analysis and sample characteristics. High
values of OD in HBsAg and anti-HCV serum positive samples could explain
the elevated sensitivity values of DBS testing found in present study.

In the present study, one DBS assay developed by Mibiolog Diagnosticos
demonstrated sensitivities and specificities above 97.8% for anti-HCV and
HBsAg, respectively. These results are similar to previous studies among
pregnant women from Mid-West and Northeast region of Brazil that found
sensitivities and specificities above 98% for HBsAg and anti-HCV.['>!¢]

DBS samples need to be collected, stored, and transported correctly to
avoid false negative and positive results. Previous studies using the same
optimized EIAs of the present study demonstrated that HBsAg and anti-
HCYV could be detected throughout 63 and 117 days of storage, respectively,
under different storage conditions (2-8°C; 20-26°C, and ~20°C).167]

In low resource areas, HBV and HCV diagnosis is quite challenging due
to the constraints for sample collection.” Thus, the use of DBS has the
potential to substantially simplify and increase the access of hepatitis
diagnosis."*! In conclusion, high concordance observed for both EIAs
using DBS shows that these methods could be used for HBV and HCV
diagnosis, especially among individuals presenting high antigen or anti-
body concentrations.
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Abstract: Few data are available regarding viral hepatitis perception among the general global
population. The present study aims to estimate the perception of viral hepatitis in a cohort
of individuals living in two geographical regions of Brazil: North (Manaus city (MA)) and
Southeast (Rio de Janeiro city (R])). A cross-sectional, descriptive study was carried out among
287 subjects recruited in MA (134) and RJ (153). All individuals answered a questionnaire assessing
socio-demographic characteristics and viral hepatitis awareness. Participants’ responses were scored
and divided using interquartile values. Associations between socio-demographic characteristics and
knowledge were also evaluated. Interquartile analysis scored 0-21 correct answers as “Very Weak”;
22-27 as “Weak”; 28-31 as “Intermediate”; and 32-47 as “Desirable”. Mean * standard deviations
(SD) of correct responses were weak in both MA (24.1 £ 7.0) and R] (26.3 £ 7.3). Bivariate analysis
showed an association between viral hepatitis awareness and both education level (p < 0.001) and
family income (p < 0.01). Desirable scores were more common in female participants (61%), those aged
between 21-30 years (40%), those with a secondary education (51.7%), those who received high income
(31.6%), and those from RJ (70.0%). Health education campaigns in these cities are recommended to
increase knowledge and reduce the transmission of these viruses.

Keywords: hepatitis; perception; urban population; Latin America

1. Introduction

A group of viruses known as hepatitis A-E (HAV, HBV HCV, HDV, and HEV) cause viral hepatitis.
HAYV and HEV are transmitted by ingestion of contaminated food or water while HBV, HCV, and HDV
are usually transmitted as a result of parenteral contact with infected bodily fluids, such as during
transfusion of contaminated blood or blood products, invasive medical procedures using contaminated
equipment, sexual intercourse, and horizontal and vertical transmission [1-3].

Viral hepatitis is the eighth primary cause of mortality worldwide, resulting in 1.44 million deaths
in 2010 [2]. In Brazil, the prevalences of HAV, HBV, and HCV are low [4-6]. The incidence of cases per
100,000 inhabitants in 2016 of HAV, HBV, and HCV were 0.7, 14.0, and 10.8, respectively, in Manaus
(MA) and 0.3, 3.3, and 13.4, respectively, in Rio de Janeiro (R]) [4]. The confirmed cases of HAV, HBV,
HCV, and HDV represent 25.8%, 14.2%, 3.1% and 76.8% of all cases in the North region of Brazil,
respectively, and 16.4%, 35.4%, 62.2% and 9.8% in the Southern areas of Brazil, respectively, in 2016.
Regarding HEV infection, Brazil is considered a moderate endemicity region where HEV prevalence
varies from 1% in pregnant women to 17.7% in women at risk for HIV [7].
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According to the United Nations, by 2030, their agenda intends to finish the epidemics of AIDS,
tuberculosis, malaria, and neglected tropical diseases and to also combat hepatitis, waterborne diseases
and other communicable diseases. According to global objectives, it is fundamental to promote
universal access to information and education in order to prevent infectious diseases like hepatitis [8].
To this end, in order to plan preventive measures for viral hepatitis, it is essential to identify the gaps
in viral hepatitis perception in the general population.

Most infected individuals may not present clinical manifestations, or these manifestations may
appear years after infection when the disease is already in an advanced stage [1,3]. The most common
clinical manifestations of viral hepatitis are fever; weakness; abdominal pain; sickness, nausea;
vomiting; loss of appetite; dark urine; jaundice; and pale feces [1]. The progression of HBV and
HCYV infection could lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) [9].

Laboratory diagnosis of viral hepatitis includes enzyme immunoassays (EIA) or
electrochemiluminescence immunoassays (ECLIA) to detect specific viral hepatitis antigens
or antibodies, and molecular assays such as polymerase chain reaction (PCR) to detect and quantify
the viral genome [10]. Currently, safe and effective vaccines are available for hepatitis A and B
prevention, but there are no vaccines for other forms of viral hepatitis [2].

Some studies have shown that awareness of hepatitis can be influenced by many factors, including
education, health literacy, family income, age, the knowledge of the severity of illness, and access
to information [11,12]. Viral hepatitis perception also varies according to occupation and individual
characteristics. In Iran, hairdressers with secondary school education demonstrated a high level
of knowledge about HBV and HCV [10]. An inadequate knowledge score was obtained by health
professionals and students in Ethiopia [13] and, in studies performed in China and the USA, knowledge
scores were related to study site, education, gender, and prior HCV treatment [12].

Few studies have been done to identify perception regarding the five hepatitis viruses in the
general population. A poor perception was observed among the general population in Pakistan [14]
and Vietnamese Americans in the USA [15]; however, to our knowledge, there is no study regarding
the understanding of viral hepatitis in the general population of Brazil. The present study aims to
estimate the perception about viral hepatitis A, B, C, D, and E in a cohort of individuals from general
populations living in two cities of North and Southern Brazil, to identify possible gaps and strengths.

2. Methods

2.1. Study Population

A cross-sectional, descriptive study was carried out to determine viral hepatitis perception among
Brazilian individuals living in two cities from North and Southeast Brazil (MA and R]J, respectively).
Interviews were conducted in R] in June 2009 and in MA from July to August 2009 during public health
campaigns for infectious disease prevention, such as poliovirus vaccination. All individuals were from
the metropolitan region of Rio de Janeiro and North and South—-Central regions of Manaus city.

RJ city is situated in the Southern region of Brazil and has 6,453,682 residents, while MA city is
located in the Northern region of the country and has 2,020,301 residents. R] and MA are the second
and the seventh most populous cities in Brazil, respectively [16].

The group of participants comprised both genders and inclusion criteria required participants to
be 18 years of age and provide signed, informed consent. A sample size of 100 individuals for each
location was targeted. Assuming a response rate of 75-80%, 75 completed questionnaires would yield
a power of 80% with a 5% type 1 error rate to detect a 16% difference when comparing dichotomous
variables between two groups of equal size. The final sample was made up of 287 individuals.
No incentive was given to these individuals to participate in this study. The local ethical committee
approved the study (protocol 0086.0.317.000-08).
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2.2. Questionnaire

A specific questionnaire was developed to determine viral hepatitis perception. This instrument
was composed of two topics: demographic characteristics and viral hepatitis perception.

Sociodemographic data included gender, age, education, and monthly family income. Monthly
family income was determined according to the Brazilian minimum salary (US $276.00). In this fashion,
individuals who receive <US $276.00 were grouped as “low family income”, individuals who received
US $276.00 to US $828.00 were grouped as “intermediate family income”, and individuals who receive
more than US $828.00 were grouped as “high family income”.

Participants” understanding of some viral hepatitis aspects, such as general information, diagnosis,
clinical manifestation, transmission, risk factors, complications, and prevention, were assessed.
This section of the questionnaire consisted of 3 questions requiring one or more responses and a
further 16 questions with the following options: “yes/correct”, “no/incorrect”, or “do not know”.
In five questions, individuals were required to inform the type of hepatitis viruses related to their
responses (items 4-7, 13) (Figure 1).

Viral hepatitis Perception Questionnaire

Name: Gender: | Male | Female Age: years
Education level: § Illiteratel Primary schooll Secondary schooll College
Family income: Low Intermediate High

Occupation City of residence:

1. Which geographic region of Brazil has the most individuals infected by
hepatitis?

a) South

b) North

c) Northeast

d) Midwest

e) Do not know

2. What are the agents that cause hepatitis?

a) Viruses

b) Viruses and bacteria

c) Alcohol and drugs

d) all above answers

e) do not know

3. Which of the following are true forms of Hepatitis?
a) Hepatitis A

b) Hepatitis B

c) Hepatitis C

d) Hepatitis D

e) HepatitisE

f) Do not know

4. Can hepatitis be spread by seafood?

5. Can hepatitis be spread by Blood?

6. Can hepatitis be spread by sexual contact?

7. Can hepatitis be spread by untreated water or vegetables?
8. Which groups below have an elevated risk of viral hepatitis infection?
I) A clinical analysis laboratory worker

II) A hospital worker

IIT) A drug user

IV) A person who has tattoos or piercings.

9. Viral hepatitis can be diagnosed by

I) Blood Test

IT) Urinalysis

I1I) Biopsy

IV) Ultrasonography and X-ray

10. Viral hepatitis Symptoms may include:

I) A person can be infected with hepatitis and not have any symptoms
II) Symptoms can appear after years post infection

IIT) Fever

IV) Jaundice

11. Viral hepatitis complications may include:

I) Cirrhosis

IT) Liver Cancer

Figure 1. Cont.
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III) Loss of body movements

IV) Bleeding from the mouth

V) Blood in stool

12. Viral hepatitis can be cured

13. There are vaccines for viral hepatitis

14. You cannot have the same form of hepatitis more than once
15. Do you know the differences between acute and chronic hepatitis
16. HAV and HEV can be prevented by:

I) Septic tanks and sewerage system

II) piped water

III) providing vaccine for HAV

17.HBV and HCV can be prevented by:

I) Screening of blood donors without hepatitis

II) Use of condoms

III) Providing vaccine to HBV and medicines to HCV

18. Viral hepatitis can be prevented by:

I) MMR vaccine

IT) BCG vaccine

I1I) polio vaccine

19. How can you collaborate in the control of viral hepatitis?

I) Teaching what you learned about the disease to the people who frequent the
same places you were infected

II) Asking your family and colleagues to search for a health service

III) Informing family/friends/colleagues to take appropriate medicine.

* All questions, unless otherwise stated could be responded to as Yes, No or Do
Not know.

** Questions 4-7 & 13 included an additional response category for specific
forms of hepatitis

*** Questions with response categories indicated by letters (a. b, ¢, d. €)
represented multiple-choice questions (see *).

**** Questions with response categories indicated by roman numerals (I, IL III,
IV, V) required a response to each category.

Figure 1. Questionnaire used to evaluate Viral Hepatitis Perception. Legend: HAV: Hepatitis A virus;
HBV: Hepeatitis B virus, HCV: Hepatitis C virus; HDV: Hepatitis D virus; HEV: Hepatitis E virus; MMR:
Measles, mumps, and rubella; BCG: Bacille Calmette-Guerin.

The authors developed this questionnaire following a review of the literature on viral hepatitis
aspects [1]. A total of 47 correct answers could be achieved. The questionnaire was standardized by
applying it to a set of individuals characteristically representative of but not included in the study
population (data not shown and statistical analysis not conducted). Interviewers administrated the
questionnaire to the participants as a face-to-face interview in a confidential setting. At the end of the
interview, the correct answers were shown to each volunteer. Authors asked for participants in the
recruitment setting not to reveal the answers of this interview to other potential participants.

Descriptive statistics were generated for the responses and a chi-squared test for independence
or trend was used to compare categorical and continuous variables, respectively, among the
perception score groups. The Kruskal-Wallis test was used to evaluate the relationship between
nominal and ordinal variables and a p-value < 0.05 was considered statistically significant.
A viral hepatitis perception score was created based on all participants’ responses according to
interquartile values. The 1-4 quartiles were considered very weak, weak, intermediate, and desirable,
respectively. Associations between socio-demographic characteristics and perception were also
evaluated. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS for
Windows, release 20.0, SPSS, Chicago, IL, USA).

3. Results

3.1. Demographic Characteristics

A total of 287 individuals were recruited—134 from MA and 153 from R]. Most participants were
female, had a secondary education, were aged between 21-30 years, and had a low monthly family
income. Main socio-demographic characteristics are shown in Table 1.
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Table 1. Socio-demographic characteristics of participants.

Total (287)

Items
n (%)
Local
Rio de Janeiro 153 (53.3)
Manaus 134 (46.7)
Gender
Female 173 (60.3)
Male 114 (39.7)
Age groups (years)
18-21 34 (11.8)
21-30 115 (40.1)
31-40 66 (23.0)
41-50 41 (14.3)
>50 29 (10.1)
Not declared 2(0.7)
Education
Nliterate 26 (9.1)
Primary school 42 (14.6)
Secondary school 162 (56.4)
College 56 (19.5)
Not declared 1(0.4)
Family income
Low 157 (54.7)
Intermediate 57 (19.9)
High 42 (14.6)
Not declared 31 (10.8)

3.2. Viral Hepatitis Perception in Manaus City

In MA city, most respondents (>70%) were aware of the existence of hepatitis A-C. However,
more than 50% considered hepatitis D and E to be nonexistent. Furthermore, most individuals were
unaware that hepatitis can be cured, that individuals cannot have the same form of hepatitis more
than once, that there are vaccines for viral hepatitis, and of the differences between acute and chronic
hepatitis (Table 2).

Table 2. Knowledge about general aspects, diagnosis, and symptoms of viral hepatitis among Manaus
(MA) and Rio de Janeiro (R]) participants.

Number (%)
Statement Manaus (n = 134) Rio de Janeiro (1 = 153)
Correct Incorrect Do Not Know Correct Incorrect Do Not Know
General information
There is hepatitis A 94 (70.1) 11 (8.2) 29 (21.6) 120 (78.4) 33 (21.6) 0 (0)
There is hepatitis B 94 (70.1) 11 (8.2) 29 (21.6) 132 (86.3) 21(137) 0(0.0)
There is hepatitis C 94 (70.1) 11 (8.2) 29 (21.6) 114 (74.5) 39 (25.5) 0(0.0)
There is hepatitis D 56 (41.8) 49 (36.6) 29 (21.6) 41 (26.8) 112 (73.2) 0(0.0)
There is hepatitis E 48 (35.8) 57 (42.6) 29 (21.6) 50 (32.7) 103 (67.3) 0(0.0)
Viral hepatitis can be cured 44 (32.8) 34 (25.4) 56 (41.8) 93 (60.8) 28 (18.3) 32(20.9)
There are vaccines for viral hepatitis 67 (50.0) 18 (13.4) 49 (36.6) 111 (72.5) 6(3.9) 36 (23.5)
There are vaccines for HAV and HBV 16 (11.9) 4(3.0) 114 (85.1) 25 (16.4) 12(7.8) 116 (75.8)
You cannot have the same hepatitis more than once 50 (37.3) 22 (16.4) 62 (46.3) 62 (40.5) 39 (25.5) 52 (34.0)
There are differences between acute and
chronic hepatitis 22 (16.4) 112 (83.6) 0(0.0) 47 (30.7) 104 (68.0) 2(1.3)
You can help to control hepatitis by teaching what
you have learned to other individuals who frequent 129 (96.3) 2 (1.5) 3(2.2) 120 (78.4) 15(9.8) 18 (11.8)
the same place where you were infected
You can help to control hepatitis by informing 125 (93.3) 5(37) 4(30) 127 (83.0) 8(52) 18 (11.8)

family and colleagues to search for a health service

You can help to control hepatitis by informing

family and colleagues to buy and take appropriate 66 (49.3) 46 (34.3) 22 (16.4) 84 (54.9) 51 (33.3) 18 (11.8)
medicine to inactivate the virus
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Table 2. Cont.

Number (%)

Statement Manaus (1 = 134) Rio de Janeiro (1 = 153)
Correct Incorrect Do Not Know Correct Incorrect Do Not Know

Diagnosis

Hepatitis can be diagnosed by blood test 123 (91.8) 5(3.7) 6(4.5) 146 (95.4) 6(3.9) 1(0.7)
Hepatitis cannot be diagnosed by Urinalysis 59 (44.0) 59 (44.0) 16 (11.9) 110 (71.9) 41 (26.8) 2(1.3)
Hepatitis can be diagnosed by Biopsy 24 (17.9) 94 (70.1) 16 (11.9) 100 (65.4) 50 (32.7) 3(2.0)
Hepatitis cannot be diagnosed by X-ray 20 (14.9) 91 (67.9) 23 (17.2) 140 (91.5) 12(7.8) 1(0.7)
Symptoms

Absence of symptoms 64 (47.8) 54 (40.3) 16 (11.9) 86 (56.2) 21(13.7) 46 (30.1)
Symptoms can appear years after infection 62 (46.3) 55 (41.0) 17 (12.7) 62 (40.5) 69 (45.1) 22 (14.4)
Fever can be a symptom 102 (76.1) 17 (12.7) 15(11.2) 101 (66.0) 30 (19.6) 22 (14.4)
Jaundice can be a symptom 122 (91.0) 2(1.5) 10 (7.5) 117 (76.5) 15 (9.8) 21 (13.7)

Most of the individuals declared that they could collaborate to control hepatitis by “teaching what
you learned about the disease to the people who frequent the same places you were infected” (96.3%)
and “informing family and colleagues to search for a health service” (93.3%) (Table 2). It is important
to recognize that the information about viral hepatitis should be transmitted to other individuals to
help in prevention and control.

Most of the participants claimed that a blood test can be used for diagnosis (91.8%) and that
jaundice and fever are symptoms of hepatitis infection (91.0% and 76.1%, respectively) (Table 2).
Regarding transmission, most participants responded that blood (79.9%), sexual contact (70.1%),
and water or vegetables without treatment could transmit hepatitis (62.7%), but a minority of
participants recognized seafood (26.1%) as a vehicle of transmission. Also, most participants were
unable to identify precisely the virus transmitted by seafood, blood, sexual intercourse, or ingestion of
untreated water or vegetables (percentages varied from 76.9 to 91.8%) (Table 3).

Table 3. Knowledge about transmission, risks, prevention, and complications of viral hepatitis among

MA and R] participants.
Number (%)
Questions Manaus (1 = 134) Rio de Janeiro (n = 153)
Correct Incorrect Do Not Know Correct Incorrect Do Not Know
Hepatitis can be spread by
Seafood 35 (26.1) 96 (71.6) 3(22) 61 (39.9) 74 (48.4) 18 (11.8)
HAV and HEV can be transmitted by seafood 7(5.2) 4 (3.0) 123 (91.8) 3(2.0) 3(2.0) 147 (96.0)
Blood 107 (79.9) 27 (20.1) 0(0.0) 135 (88.2) 14 (9.2) 4(2.6)
HBV, HCV, and HDV can be transmitted by blood 18 (13.4) 13 (9.7) 103 (76.9) 24 (15.7) 7 (4.6) 122 (79.7)
Sexual contact 94 (70.1) 39 (29.1) 1(0.7) 116 (75.8) 30 (19.6) 7 (4.6)
HBY, HCV, and HDV can be transmitted by 19 (14.2) 10 (7.5) 105 (78.3) 23 (15.0) 4(26) 126 (82.4)
sexual contact
Water or vegetables without treatment 84 (62.7) 50 (37.3) 0(0.0) 128 (83.7) 17 (11.1) 7 (4.6)
HAV and HEV can be transmitted by water or
vegetables without treatment 12 (8.9) 6(4.5) 116 (86.6) 17 (11.1) 10 (6.5) 126 (82.4)
People at risk of acquiring hepatitis
Drug users 63 (47.0) 71 (53.0) 0(0.0) 130 (85.0) 18 (11.8) 5(3.3)
People with tattoos or piercings 67 (50.0) 67 (50.0) 0(0.0) 120 (78.4) 28 (18.3) 5(3.3)
Hospital Employees 117 (87.3) 17 (12.7) 0(0.0) 117 (76.5) 31(20.3) 5(3.3)
Clinical laboratory workers 118 (88.1) 16 (11.9) 0(0.0) 110 (71.9) 38 (24.8) 5(3.3)
Complications
Hepatitis can lead to cirrhosis 115 (85.8) 3(22) 16 (11.9) 104 (68.0) 19 (12.4) 30 (19.6)
Hepatitis can lead to liver cancer 107 (79.9) 15 (11.2) 12 (9.0) 89 (58.2) 33 (21.6) 31(20.3)
Hepatitis cannot lead to loss of body movements 68 (50.7) 23 (17.2) 43 (32.1) 83 (54.2) 38 (24.8) 32(20.9)
Hepatitis cannot lead to bleeding from mouth 33 (24.6) 66 (49.3) 35(26.1) 78 (51.0) 45 (29.4) 30 (19.6)
Hepatitis cannot lead to blood in stool 25 (18.7) 65 (48.5) 44 (32.8) 62 (40.5) 61 (39.9) 30 (19.6)
Prevention
HAV and HEV can be prevented by septic tanks 116 (86.6) 6 (45) 12(9.0) 100 (65.4) 25 (16.3) 28 (18.3)
and sewerage systems
HAV and HEV can be prevented by piped water 114 (85.1) 9 (6.7) 11(8.2) 106 (69.3) 19 (12.4) 28 (18.3)
HAV and HEV can be prevented by providing
vaccine for HAV 108 (80.6) 15 (11.2) 11 (8.2) 97 (63.4) 28 (18.3) 28 (18.3)
HBV and HCV can be prevented by selecting blood 11 g, g) 7(52) 16 (11.9) 108 (70.6) 20 (13.1) 25 (16.3)

donors not infected by hepatitis
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Table 3. Cont.

Number (%)
Questions Manaus (n = 134) Rio de Janeiro (1 = 153)
Correct Incorrect Do Not Know Correct Incorrect Do Not Know

HBV and HCV can be prevented by use of condoms 105 (78.4) 10 (7.5) 19 (14.2) 113 (73.9) 16 (10.5) 24 (15.7)
HBV and HCV can be prevented by providing 104 (77.6) 9(6.7) 21 (15.7) 118 (77.1) 10 (6.5) 25 (16.3)
vaccine and drugs

Vaccine to measles, mumps, and rubella (MMR)

cannot prevent hepatitis 39 (29.1) 58 (43.3) 37 (27.6) 59 (38.6) 71 (46.4) 23 (15.0)
Vaccine to BCG cannot prevent hepatitis 67 (50.0) 24 (17.9) 43 (32.1) 110 (71.9) 18 (11.8) 25 (16.3)
Vaccine to POLIO cannot prevent hepatitis 79 (59.0) 17 (12.7) 38 (28.4) 115 (75.2) 15 (9.8) 23 (15.0)

Legend: HAV: Hepatitis A virus, HBV: Hepatitis B virus, HCV: Hepatitis C virus, HEV: Hepatitis E virus.

A majority of respondents recognized healthcare workers in hospitals and clinical analysis
laboratories as groups at risk of acquiring hepatitis (87.3% and 88.1%, respectively). Additionally,
most individuals were able to identify cirrhosis (85.8%) and cancer (79.9%) as complications of hepatitis
infection (Table 3).

Regarding hepatitis prevention, more than 78% of individuals affirmed that septic tanks, sewage
systems, piped water, screening of blood donors, and the use of condoms are means of transmission
prevention (Table 3). Half of the participants cited the existence of viral hepatitis vaccines, but 85% of
them did not know the forms of hepatitis against which the vaccines were active (Table 2) and more
than 70% claimed that the measles, mumps, and rubella (MMR) vaccine can prevent viral hepatitis
(Table 3).

3.3. Viral Hepatitis Perception in Rio de Janeiro City

A majority of individuals from R] (>74%) knew of the existence of hepatitis A-C. Also,
most individuals (60.8%) affirmed that hepatitis could be cured and more than 67% did not believe
that hepatitis D and E exist (Table 2).

Most of the participants declared that the population could collaborate to control hepatitis by
“teaching what you learned about the disease to the people who frequent the same places you were
infected” (78.4%), and “informing family and colleagues to search for a health service” (83.0%) (Table 2).

Most individuals cited blood tests (95.4%) and biopsies (65.5%) as diagnostic tools for viral
hepatitis and more than 65% of individuals recognized jaundice (76.5%) and fever (66.0%) as clinical
manifestations of infection (Table 2). Most participants also recognized blood (88.2%), untreated
water or vegetables (83.7%), and sexual intercourse (75.8%) as vehicles for hepatitis transmission,
and less than 40% of individuals identified seafood as a mode of transmission. Additionally, most of
the participants did not know precisely the virus transmitted by seafood, blood, sexual intercourse,
or untreated water or vegetables (Table 3).

A majority of individuals cited individuals working in clinical analysis laboratories (85.0%) or
hospitals (78.4%), those with tattoos or piercings (76.5%), and drug users (71.9%) as those more
vulnerable to hepatitis infection. Cirrhosis (68%) and cancer (58.2) were identified as hepatitis
complications (Table 3).

Most of the participants cited the use of condoms (73.9%), screening of blood donors (70.6%),
piped water (69.3%), and septic tanks and sewage systems (64.4%) as effective measures in the
prevention of hepatitis transmission (Table 3). Among the participants, 72.5%% were aware of viral
hepatitis vaccines, but 75.8% did not know the type of virus prevented by vaccination (Table 2) and
46.4% of individuals believed that the MMR vaccine can prevent viral hepatitis (Table 3).

3.4. Perception about Viral Hepatitis According to Demographic Characteristics

The interquartile analysis produced knowledge scores as follows: “Very Weak” (0-21 correct
answers); “Weak” (22-27 answers); “Intermediate” (28-31 answers); and “Desirable” (32-47 answers).
The Average score of correct answers from all participants was 25.3 + 7.2 (24.1 £ 7.0 from MA city and
26.3 £ 7.3 from RJ city), which was considered to be weak according to interquartile analysis.
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According to correct answers, 70 (52.2%) individuals in MA and 87 (56.9%) in R] scored above
the respective mean scores. Also, the percentage of individuals in the scores “very weak”, “weak”,
“intermediate” and “desirable”, respectively, were 30.6%, 35.1%, 20.9%, and 8.7% in MA and 20.3%,
25.5%, 26.8%, and 27.4% in R].

Females and individuals aged between 31-40 years presented a high mean of correct answers,
although it was not significant. Perception was associated with education (p < 0.001), family income
(p = 0.001), and city of residence (p = 0.001) in bivariate analysis (Table 4).

Table 4. Socio-demographic characteristics according to knowledge scores for viral hepatitis in the
population studied.

Knowledge Levels * 1 (%)

Item Mean Score (SD) - - p-Value
Very Weak Weak Intermediate  Desirable
Gender
Male 25.1(7.7) 31 (43.05) 33 (38.4) 27 (39.1) 23 (38.3) 0617
Female 25.4 (6.9) 41 (56.95) 53 (61.6) 42(60.9) 37 (61.7) :
Age group (years)
<20 237 (8.0) 13 (18.1) 7(8.1) 8 (11.6) 6 (10.0)
21-30 25.0 (7.5) 24 (33.3) 46 (53.5) 23 (33.3) 24 (40.0)
3140 272 (6.4) 12 (16.6) 16 (18.6) 17 (24.6) 21 (35.0) 0.673
41-50 25.0 (7.1) 13 (18.1) 8(9.3) 12 (17.4) 8 (13.3)
>51 24.0 (6.0) 10 (13.9) 9.(10.5) 9 (13.1) 1(17)
Education
Nliterate 233 (7.0) 8 (11.1) 10 (11.8) 8 (11.6) 0(0.0)
Primary School 229 (7.2) 13 (18.1) 15 (17.6) 11 (15.9) 3(5.0)
Secondary School 24.8(72) 45 (62.5) 50 (58.8) 36 (52.2) 31 (51.7) <0.001
Graduated 29.1 (6.0) 6(83) 10 (11.8) 14 (20.3) 26 (43.3)
Family Income
Low 245(7.2) 2(712) 52 (85.3) 40 (62.6) 23 (40.4)
Intermediate 26.1 (7.1) 13 (22.0) 1(1.6) 12 (18.7) 16 (28.0) 0.001
High 292 (5.9) 4(6.8) 8 (13.1) 12 (18.7) 18 (31.6)
City
Rio de Janeiro 263 (7.3) 31 43.1) 39 (45.3) 41 (59.4) 42 (70.0) 0.001
Manaus 24.1(7.0) 41 (56.9) 47 (54.7) 28 (40.6) 18 (30.0)

* Very Weak, 0-21; Weak, 22-27; Intermediate, 28-31; Desirable, 32-47, according to quartiles.

Desirable scores were more common among females (61%), subjects aged between 21-30 years
(40%), those presenting secondary school education (51.7%), and residents from R] (70.0%). “Very weak”
and “weak” perception was more common among individuals who had low family income (71.2% and
85.3%, respectively) (Table 4).

4. Discussion

In this study, a poor public perception regarding viral hepatitis was observed in North and
Southeast regions of Brazil (average score of 25.3 & 7.2 correct answers), and knowledge level was
significantly associated with family income, level of education, and city of residence.

Most of the individuals answered more than 50% of the questions correctly, but some wrong
answers occurred in all sections of the questionnaire (general information, diagnosis, clinical
manifestations, transmission, risk factors, complications, and prevention). Saleh et al. [17] found
that absence of knowledge among different groups and levels of literacy is not unique to HCV but can
also be observed for other forms of hepatitis.

Although the subjects recognized the existence of viral hepatitis, they were unable to identify
which hepatitis viruses are transmitted by seafood, blood, sexual contact, or water or vegetables
without treatment. Strong et al. (2015) [14] affirmed that misunderstanding of the transmission route
may strengthen the stigma against individuals with HBV. The inability to recognize the transmission
pathways of different viruses can influence the prevention of these diseases.

Several individuals did not recognize the existence of hepatitis D and E, claimed that blood in
the stool can be a complication of viral hepatitis, and did not know that a biopsy could be used for
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diagnosis. Also, more than half of subjects from both cities did not recognize the differences between
the acute and chronic forms of the disease and did not know that the same form of hepatitis cannot be
acquired more than once. The difficulty participants had with some general questions about hepatitis
demonstrates the importance of health education programs to increase viral hepatitis awareness.

Low knowledge of HEV could be related to the absence of routine, specific HEV diagnosis in
central laboratories [7]. This situation could lead to potential cases being unreported. Additionally,
while vertical transmission is less common, the mortality of children born to HEV-infected mothers is
high [18]. As such, both under-reporting and a lack of prenatal testing of HEV pose both a threat to
those at risk and an under-checked source of transmission.

Some questions of this survey could have had more than one answer, such as “can viral hepatitis
be cured?”. In HBV and HDV infections, there is no cure for chronic infections. This imprecision may
have influenced the evaluation of the knowledge of this question; however, as mentioned previously,
most of the participants did not recognize the differences between the acute and chronic form and this
unfamiliarity could also influence this evaluation.

The majority of respondents recognized the vehicles of transmission as the same as those observed
by hairdressers regarding HCV transmission [19]. On the other hand, 81% of participants from a rural
village of Egypt did not recognize the routes of HCV transmission and 38% of barbers from Pakistan
did not know the transmission routes of HBV and HCV [17,20,21].

In the present study, seafood was not recognized as a source of viral hepatitis transmission,
although ingestion of seafood can transmit HAV and HEV [22,23]. This situation could increase the
transmission of viruses through this route if individuals are not cognizant of cleaning and disinfection
of seafood as viable means of reducing their vulnerability to infection.

Most of the individuals recognized that viral hepatitis diagnosis is made using blood samples,
but in MA city, many subjects did not identify biopsies as a method for hepatitis diagnosis. Biopsies
are an additional method that allow the prediction of the evolution of the disease. In MA city almost
half of the participants reported that urine could diagnose viral hepatitis. Viral hepatitis markers are
detected in urine and other biological fluids such as saliva, semen, breast milk, pancreatic secretions,
bile and vaginal, tears, menstrual, pleural, and nasopharyngeal [9,24], but the efficiency of detection in
fluids like urine is not ideal for diagnosis of all types of hepatitis viruses [25-27].

More than 50% of individuals from both cities recognized clinical manifestations of viral hepatitis,
but many of them did not know that these symptoms could appear years after the establishment of
infection or may not manifest at all. Saleh et al. [17] showed that 45% of the participants did not know
about the clinical manifestations of HCV.

The existence of a viral hepatitis vaccine was correctly reported by 50.0% of subjects from MA and
72.5% from R]. However, 85.1% of respondents from MA and 75.8% from RJ did not know whether or
not there were vaccines for HAV and HBV. Unfamiliarity with the existence of HAV and HBV vaccines
is an alarming situation since vaccines for HAV and HBV are available in Brazilian Immunization
Programs, and would reduce the burden of these infections in our setting. The HAV vaccine was
included in the National Immunization Program and has been available in public health clinics for
children under two years of age since 2014. HBV vaccination began in 1989 in the Brazilian Amazon
region. In 1992, it was offered to all Brazilian children under two years of age and since 1998 it has
been recommended in Brazil for all children at birth.

Among the confirmed cases of HDV in Brazil from 1999 to 2016, 78.6% occurred in the
North region, and, among these, 50.8% in the Amazonas state [4]. Although the individuals interviewed
in MA belong to this state and region, almost 60% of the participants did not know about HDV.
These findings, together with the low knowledge about the HBV vaccine—which is a form of HDV
prevention—demonstrates a lack of access to information in the North region about this infection and
the need for better knowledge regarding measures of HDV prevention.

Viral hepatitis perception was associated with education level and monthly family income.
A desirable perception was observed among those who have at least completed secondary school and
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very weak perception among individuals with low family income. Amodio et al. [19] also saw low
awareness of viral hepatitis in hairdressers with low education in Italy. These results demonstrate
the role of formal education in the dissemination of infectious disease perception and the absence of
knowledge in poor communities.

The present study has some limitations: (i) absence of information regarding the neighborhood of
each participant; (ii) high diversity of occupations reported by each in this sample; (iii) lack of control
for confounding factors and multivariate analysis model; (iv) the study was conducted in 2009 and
several measures by public health authorities in Brazil have since been conducted. These measures
included the publication of clinical guidelines for therapy of Hepatitis B and C, Brazilian seroprevalence
studies for Hepatitis A-C, the inclusion of rapid tests for diagnosis, the distribution of HBV vaccines
to all individuals, and the inclusion of new direct antiviral agents for HCV treatment. Despite these
limitations, few data are available regarding the knowledge of hepatitis and the present study is
important in showing the concepts about these viruses in this period. The data observed is pertinent
to the improvement of methods for assessing the public knowledge of viral hepatitis.

5. Conclusions

In conclusion, a weak level of perception about viral hepatitis was observed in both cities.
Knowledge levels were associated with education and family income. It is necessary to conduct health
education campaigns to increase viral hepatitis awareness in these cities so that the transmission of
these viruses might be reduced.
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5.5.Artigo 5: Cross sectional study to determine viral hepatitis knowledge in

different urban populations in Brazil

Os resultados apresentados neste manuscrito sdo referentes ao seguinte
objetivo: Avaliar o conhecimento sobre hepatites virais (A, B, C, D e E) em

grupos com condig¢des distintas de vulnerabilidade

Situagao do Manuscrito: Submetido para ser considerado para publicagdo como
artigo completo na revista “World Journal of Hepatology” em 10/07/2018
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determine viral hepatitis knowledge in different urban populations in brazil.
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Abstract
Aim
To evaluate viral hepatitis knowledge among individuals from different

resource areas and health conditions to identify possible gaps.

Methods

A cross-sectional, descriptive study was carried out among 447 individuals
from five distinct populations in Brazil: Southeast Viral Hepatitis Ambulatory
(n=100), South (n=89) and Northeast (n=114) Health Center, Southeast (n= 77)
and Northeast (n= 67) low resource areas. All individuals answered a
questionnaire assessing socio-demographic characteristics and viral hepatitis
awareness. The perception was scored based on the average number of correct

answers of all participants and categorized as “Low” (0-28 correct answers) or



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

“Desirable” (29-46 correct answers). Associations between socio-demographic

characteristics and perception were also evaluated.

Results

A low level of knowledge was observed in individuals from Northeast Health
Center and Northeast and Southeast low resource areas while desirable
knowledge was observed in individuals from Viral Hepatitis Ambulatory and
South Health Center. According to socio demographic characteristics, desirable
scores were more common among those with secondary education (47.1%),
those who declared themselves as white (46.3%), and those who lived in houses
with three individuals (25.5%). Multivariate analysis showed an association

between viral hepatitis perception and type of population.

Conclusions
The results demonstrated high level of knowledge among study participants
from health clinics from the Southeast region of Brazil and the importance of

education programs in increasing the level of knowledge in low resource areas.

Keywords: viral hepatitis; knowledge; perception; urban population

Core Tip

This study evaluated viral hepatitis knowledge among individuals from five
different resource areas and health conditions in Brazil. Participants responded
to a questionnaire and the perception was scored as “Low” or “Desirable”.
Individuals from Northeast Health Center, Northeast and Southeast low
resource areas exhibited low perception while Southeast and South Health
Center exhibited a desirable perception. A positive association was observed
between perception and education level, race, number of individuals living in

the same house and population type. The results showed the importance of
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prevention campaigns, especially among individuals living in low resource

areas.

INTRODUCTION

Hepatitis is the name given to liver inflammation resulting from
autoimmune disease, excessive consumption of alcohol or drugs, bacteria and
viruses. Viral hepatitis is a group of viruses (hepatitis A, B, C, D, E, G known as
HAV, HBV, HCV, HDV, HEV, HGV) that are etiologically and
epidemiologically distinct [123].

Ingestion of contaminated food or water transmits HAV and HEV, in this
fashion, washing food and hands and treating water are methods of prevention.
On the other hand, HBV, HCV and HDV can be transmitted by contact with
infected bodily fluids (transfusion of blood or blood products or invasive
medical procedures), unsafe sexual practices or from transmission from mother
to child. Prevention of HBV, HCV and HDV is made by blood and organ donor
selection, using disposable or sterilized materials and the use of condoms in
sexual intercourse [1.4-61,

There are vaccines to prevent HAV and HBV that are safe and effective
while one vaccine for HEV that is commercialized only in China, but there are
no FDA-approved vaccines for HCV and HDV [l. The clinical course of
hepatitis viruses can be acute and chronic for HBV, HCV, HDV and HEV. The
clinical manifestations of hepatitis can be absent or appear when the disease is
advanced, with cirrhosis or liver cancer [2l. Viral hepatitis laboratory diagnosis
is performed through the detection of specific antigens, antibodies and viral
genome mainly by enzyme immunoassays (EIA) and molecular assays such as
the polymerase chain reaction (PCR)8I).

HBV and HCV occur chronically in 257 and 71 million people
respectively, causing more than 1.2 million deaths annually [2l. Approximately
15 million people are infected with HDVI2l. Annually, there are an estimated

126 million new cases of HAV and 3.3 million new cases of HEV [2.9,10], In 2016,
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61,297 deaths were related to viral hepatitis in Brazil. HEV prevalence in Brazil
varies from 2% to 29%[11-15],

The evaluation of knowledge is assessed to verify how far community
knowledge corresponds to biomedical concepts Bl. Some factors, such as
education, health literacy, family income, age, and access to information could
be associated with gaps in knowledge [16:171.

Around the world studies have been conducted in order to evaluate viral
hepatitis perception among health professionals and students, viral hepatitis
patients or other risk groups [17-21l. There are still few reports regarding viral
hepatitis knowledge in low resource areas [> 2224, In view of these gaps, the aim
of the present study was to evaluate the viral hepatitis knowledge among
individuals from different resource areas and health conditions in Brazil to
identify possible gaps and help authorities in the development of prevention

and education programs.

MATERIALS AND METHODS

Population Studied

This is a cross sectional study conducted from March 2015 to November
2015 where a minimum sample size of 50 participants per group was defined. A
non-probability sampling method with consecutive sampling was used in
which every subject meeting the criteria of inclusion is selected until the
required sample size is achieved in this setting.

Individuals were previously informed about the study and participant
eligibility criteria were: both genders, more than 18 years of age, free from
psychoactive drug use, agreement to inclusion and signed, informed consent.
The local ethical committee approved the study (CAEE 38846914.5.0000.5248).

The final sample was made up of a total of 447 questionnaires about
hepatitis knowledge obtained from five groups belonging to different
geographic regions in Brazil as follows:

e Southeast Viral Hepatitis Ambulatory comprises 100 individuals living

in Rio de Janeiro state, both in nearby cities and in different districts of

6
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the city of Rio de Janeiro, who are referred to the outpatient clinic. These
individuals included not only those with acute, chronic, or suspected
cases of viral hepatitis but also those accompanying patients to the
Brazilian Referral center for viral hepatitis diagnosis. The recruitment
was performed prior to medical consultation. Rio de Janeiro state is
situated in the Southeast region of Brazil with a human development
Index (HDI) of 0.761[231.

South Health Center comprises 89 individuals residing in the city of
Curitiba (Parana State) that were recruited in the Guidance and
Monitoring Center prior to medical consultation. This center performs
anonymous testing for hepatitis, syphilis and HIV. Curitiba is situated in
the South region of Brazil with an estimated population of 1.908.359, an
HDI of 0.823 and poverty rate of 31.71%[251.

Northeast Health Center comprises 114 individuals resident in the city of
Fortaleza (Ceara State) and they are users of the Brazilian Unified Health
System (SUS) seeking care in Medical Care Center integrated to the
University of Fortaleza. Recruitment was carried out prior to medical
consultation. Fortaleza is situated in the Northeast region of Brazil with
an estimated population of 2.627.482 an HDI of 0.754 and a poverty rate
of 43.17 %1251,

Southeast low resource areas comprise 77 individuals living in low
resource communities from the Southeast region of Brazil (Complex of
Manguinhos district of Rio de Janeiro city). Interviewers visited residents
in their homes and only applied the questionnaires to those who agreed
to participate. Rio de Janeiro city is situated in the Southeast region of
Brazil with an estimated population of 6.520.266, an HDI of 0.799 and a
poverty rate of 23.85%. Manguinhos complex exhibited the fifth worst
HDI (0.726) among the 126 neighborhood groups in the city of Rio de
Janeiro and the average family income in population is below a

minimum Brazilian income [25],
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e Northeast low resource areas - comprises 67 individuals resident in a
low-resource community from the Northeast Region of Brazil (Nossa
Senhora de Nazaré city, Piaui State). This city has approximately 5,000
inhabitants and residents have a low income. Interviewers visited
residents in their homes and only applied the questionnaires to those
who agreed to participate. Nossa Senhora de Nazaré is situated in the
Northeast region of Brazil with an estimated population of 4,786, an HDI
of 0.586 and a poverty rate of 56.6% [2].

To assess knowledge scores, five populations were further aggregated into

three groups, which were categorized as Southeast Viral Hepatitis Ambulatory
(n= 100), Medical centers (n=203, South and Northeast) and underprivileged

communities (n= 144, Southeast and Northeast low resource areas).

Data collection instrument

The questionnaire was composed of two parts: 1) Social demographic
characteristics and 2) Viral hepatitis perception. Social demographic
characteristics included gender, age, education level, race, monthly family
income, marital status and number of people in-house. Monthly family income
was considered in relation to the Brazilian minimum salary and classified as
“low” (<US$276.00 approximately), “intermediate” (U$276.00 to 828.00
approximately) or “high” (>U$828.00 approximately).

Viral hepatitis perception was assessed by the participants’
understanding of the proposed questions. The questionnaire was composed of
nine groups of questions covering aspects about viral hepatitis including
general information (questions 1 to 4), transmission (question 5), prevention
(question 6), clinical manifestations (question 7), risk factors (question 8), and
complications (questions 9). All questions except items 3 and 4 had subdivisions
(i.e., 1a, 1b, 1c and 1d), thus a total of 46 answers could be correctly pointed out.
Additionally, in items 3, 4, 5 and 6, individuals were asked to report which type

of hepatitis virus related to their response.
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The initial version of the questionnaire was structured in the Brazilian
Portuguese language and developed from a questionnaire applied in a previous
study 24 and through literature review about knowledge in viral hepatitisl> 16
17]. The questionnaire was then piloted with 30 respondents for its acceptability
and consistency, 15 self-administered and 15 interviewed. From the self-
administered questionnaire, three of them had many unfilled questions, one of
them entirely unfilled. The questionnaire was modified after the pilot study and
the interview format was chosen for data collection. After this evaluation, the
questionnaire was made available for data collection. Data from the pilot study
was not included in the final analysis. Participants were interviewed face-to-
face in a confidential setting. At the end of the interview, the correct answers

were shown to each volunteer.

Score of knowledge

Viral hepatitis perception score was created based on average of correct
answers of all participants” responses (28.7). The perception was divided in two
scores: “Low” (0-28 correct answers) and “Desirable” (29-46 correct answers).
Associations between socio-demographic characteristics and perception were

also evaluated.

Statistical Analysis

Descriptive statistics were generated for the responses and the chi-
squared test for independence or for trend and Kruskal-Wallis test was used to
compare categorical and continuous variables respectively, among the
perception score groups. The variables that were associated with perception
score categories were inserted into the logistic regression model, using forward
stepwise. The 95% confidence intervals (95% CI) of the estimated odds ratio (OR)
were also calculated, and a P-value was calculated using the Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS for Windows, release 20.0; SPSS, Chicago, IL).



RESULTS

Demographic characteristics

Most of the participants were female (269/60.2%), aged over 40 years
(254/56.8%); had secondary education (186/41.6%); received intermediate
monthly family income (250/55.9%); declared themselves as white (211/47.2%);
married (224/50.1%) and living in houses with three individuals (128/28.6%).
Only marital status was not significantly different between the five populations

(p=0.902) (Table 1).
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1  Table 1: Socio-demographic characteristics of study participants.

Southeast Viral

Northeast Southeast low Northeast low
Hepatitis South Health
Total (447) Health resource areas resource areas
Items Ambulatory Center (89) p value
n (%) Center(114) (77) (67)
(n=100) n (%)
n (%) n (%) n (%)

n (%)
Gender
Female 269 (60.2) 55 (55.0) 33 (37.1) 76 (66.7) 51 (66.2) 54 (80.6) 0.000
Male 178 (39.8) 45 (45.0) 56 (62.9) 38 (33.3) 26 (33.8) 13 (19.4) .
Age groups
(Years)
<40 193 (43.2) 29 (29.0) 28 (31.5) 68 (59.6) 27 (35.1) 41 (61.2) 0.000
>40 254 (56.8) 71 (71.0) 61 (68.5) 46 (40.4) 50 (64.9) 26 (38.8) .
Education
Illiterate 136 (30.4) 28 (28.0) 11 (12.4) 27 (23.7) 38 (49.3) 32 (47.8)
Primary school 66 (14.8) 16 (16.0) 12 (13.5) 15 (13.2) 13 (16.9) 10 (14.9)
Secondary 0.000

hool 186 (41.6) 42 (42.0) 48 (53.9) 51 (44.7) 25 (32.5) 20 (29.8)

schoo

College 59 (13.2) 14 (14.0) 18 (20.2) 21 (18.4) 1(1.3) 5 (7.5)

11



Family income
Low
Intermediate
High

Race

White
Non-white
Marital status
Married
Unmarried
People in home

1

2
3
4
5

38 (8.5)
250 (55.9)
145 (32.5)

211 (47.2)
225 (50.3)

222 (49.7)
224 (50.1)

39 (8.7)

97 (21.7)
128 (28.6)
94 (21.0)
88 (19.7)

14 (14.0)
23 (23.0)
34 (34.0)
14 (14.0)
14 (14.0)

9 (10,1)
28 (31,5)
23 (25,8)
17 (19,1)
12 (13.5)

8 (7.0)

16 (14.0)
30 (26.3)
32 (28.1)
28 (24.6)

7(9.1)

24 (31.1)
24 (31.2)
8 (10.4)
14 (18.2)

17 (25.3)
41 (61.2)
4 (6.0)

0.000

<0.0001

0.909

0.000

Legend: n- number of individuals.
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Viral Hepatitis Perception

In the case of most categories, the majority of questions were correctly
answered (varying from 56.4% to 77.3%), with the exception of the
complications category where only 39.4% were answered correctly. Individuals
from Southeast Viral Hepatitis Ambulatory showed the highest number of
correct answers in general (66.4%), clinical manifestations (84.7%),
complications (46.5%), transmission (81.4%) and prevention (80.6%).
Participants from South Health Center showed the highest number of correctly
answered questions regarding risk of acquiring hepatitis (68.1%) (Data not
shown).

Table 2 describes the correct responses towards viral hepatitis
knowledge separated by populations. More than 70% of participants recognized
that hepatitis is caused by viruses, the existence of HAV, HBV, HCV and the
availability of vaccines for hepatitis. Additionally, more than 60% of individuals
did not know that hepatitis can be caused by alcohol or medicines and that an
individual cannot have the same type of hepatitis more than once while more
than 70% of participants were unaware of the existence of HDV and HEV.

Clinical manifestations and risk of acquiring hepatitis questions were
correctly answered by most individuals. However, work in rural areas as a risk-
factor in the acquisition of hepatitis was incorrectly answered by more than 60%
of participants. Less than 27% of interviewees were able to associate loss of
body movements, blood through the mouth, loss of vision and blood in the
stool as complications of hepatitis. In addition, more than 50% of participants
incorrectly answered questions about transmission by seafood, the absence of
transmission by mosquito bite, and modes of prevention such as killing
mosquitoes and using masks.

In general, correct answers were more common in Southeast Viral
Hepatitis Ambulatory and less common in northeast low resource areas. In
questions such as “Does hepatitis D exist?”, “Can hepatitis be transmitted by
mosquito bite?”, “Can killing mosquitoes prevent viral hepatitis?” and “Does

using masks prevent hepatitis?” less than 50% were correctly answered by all

13



participants but more than 50% of such questions were correctly answered in
Southeast Viral Hepatitis Ambulatory (table 2).

Less than 10% of correct answers were observed in questions such as “Do
hepatitis D and E exist?” in Northeast health center; “Is loss of body movement
a complication of hepatitis?” in Southeast and Northeast low resource areas and
“Is blood in the stool a complication of hepatitis?” in Northeast Health Center,
Southeast and Northeast low resource areas (table 2).

In bivariate analysis of answered questions, some were not significant;
such as those informing whether hepatitis can be caused by medicines; whether
jaundice, pale stools and dark urine are clinical manifestations of hepatitis;
whether people working in laboratories are at risk of infection; and whether
loss of blood through the mouth; or blood in the stool are complications of
infection (p = 0.110, p = 0.922, p = 0.054, p = 0.233 and p = 0.121, respectively)
(table 2).

Figure 1 shows the distribution of correct answers in each population;
the highest number of correct answered were found in the Southeast Viral
Hepatitis Ambulatory group and the lowest number in northeast low resource
areas. Also, is possible to observe a larger dispersion of correct answered in
northeast low resource areas.

In 19 questions, it was necessary to determine which hepatitis type was
related to the participant's response; only in three of them were more than 50%
of the participants able to correctly identify at least one of the related hepatitis
types. The percentage of incorrect answers (i.e. did not know, did not respond
or did not associate the correct hepatitis type with the question) from these
three questions were 14.5% for “selecting uninfected donors is hepatitis
prevention”, 40.3% for “Can hepatitis be transmitted by air?” and 41.2% for
“Which hepatitis types have a vaccine?”. For the other questions, the percentage
of wrong answers varies from 50.6% (Can hepatitis be transmitted by
hemodialysis?) to 88.1% (Can hepatitis be transmitted by seafood?) (Data not

shown).
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Table 2: Correct answers regarding viral hepatitis given by individuals from each group evaluated (n=447) according to general

aspects, clinical manifestations, risk of acquiring hepatitis, complications, transmission and prevention

Northeast
Southeast Viral South Northeast Southeast |
ow
Total Hepatitis Health Health low resource
resource p
Sentence (n=447) Ambulatory Center Center areas
areas value
n (%) (n=100) (89) (n=114) (n=77)
(n=67)
n (%) n (%) n (%) n (%)
n (%)
General aspects
321
Can hepatitis be caused by viruses 718) 84 (84.0) 69 (77.5) 75 (65.8) 48 (62.3) 45 (67.2) 0.005
242
Can hepatitis be caused by bacteria 54.1) 50 (50.0) 19 (21.3) 74 (64.9) 56 (72.7) 43 (64.2) 0.000
172
Can hepatitis be caused by alcohol (38.5) 31 (31.0) 31(34.8) 38(33.3) 34 (44.2) 38 (56.7) 0.006
154
Can hepatitis be caused by medicines (34.5) 45 (45.0) 29 (32.6) 32 (28.1) 24 (31.2) 24 (35.8) 0.110
Does hepatitis A exist 394 98 (98.0) 78 (87.6) 97 (85.1) 68 (88.3) 53 (79.1) 0.004
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Does hepatitis B exist

Does hepatitis C exist

Does hepatitis D exist

Does hepatitis E exist

Does a vaccine for hepatitis exist

Can you have the same hepatitis more
the once

Clinical manifestations

No clinical manifestations

After years

Fever discomfort, nausea

(88.1)
410
(91.7)
359
(80.3)
121
(27.1)
92
(20.6)
376
(84.1)
132
(29.5)

292
(65.3)
311
(69.6)
369

99 (99.0)

99 (99.0)

56 (56.0)

40 (40.0)

91 (91.0)

37 (37.0)

89 (89.0)

81 (81.0)

76 (76.0)

88 (98.9)

86 (96.6)

18 (20.2)

15 (16.9)

78 (87,6)

23 (25,8)

75 (84.3)

75 (84.3)

67 (75.3)

95 (83.3)

66 (57.9)

10 (8.8)

7 (6.1)

97 (85.1)

37 (32.5)

61 (53.5)

61 (53.5)

99 (86.8)

73 (94.8)

61 (79.2)

18 (23.4)

14 (18.2)

58 (75.3)

13 (16.9)

35 (45.5)

47 (61.0)

64 (83.1)

55 (82.1)

47 (70.1)

19 (28.4)

16 (23.9)

52 (77.6)

22 (32.8)

32 (47.8)

47 (70.1)

63 (94.0)

0.000

0.000

0.000

0.000

0.026

0.040

0.000

0.000

0.008
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Jaundice, pale stools and dark urine
People at risk of acquiring hepatitis

People working in laboratory

People who work in hospitals

Not people who work in rural areas

People who work in the beauty areas

People who use drugs

People who receive tattoos or piercings

People who live indoors

(82.6)
410
(91.7)

235
(52.6)
310
(69.4)
157
(35.1)
353
(79.0)
393
(87.9)
389
(87.0)
253
(56.6)

93 (93.0)

61 (61.0)

72 (72.0)

36 (36.0)

91 (91.0)

98 (98.0)

98 (98.0)

46 (46.0)

81 (91.0)

39 (43.8)

58 (65.2)

41 (46.1)

70 (78.7)

85 (95.5)

79 (88.8)

45 (50.6)

103 (90.4)

67 (58.8)

88 (77.2)

46 (40.4)

89 (78.1)

96 (84.2)

96 (84.2)

66 (57.9)

72 (93.5)

38 (49.4)

56 (72.7)

18 (23.4)

57 (74.0)

64 (83.1)

64 (83.1)

57 (74.0)

61 (91.0)

30 (44.8)

36 (53.7)

16 (23.9)

46 (68.7)

50 (74.6)

52 (77.6)

39 (58.2)

0.922

0.054

0.014

0.006

0.007

0.000

0.001

0.004
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Not people who work in offices

299
(66.9)

19 (19.0)

68 (76.4)

28 (24.6)

26 (33.8)

31 (46.3)

0.000
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Table 2 (continuation): Correct answers regarding viral hepatitis given by individuals from each group evaluated (n=447) according

to general aspects, clinical manifestations, risk of acquiring hepatitis, complications, transmission and prevention

Northeast
Southeast Viral South Northeast
Southeast low low
Total Hepatitis Health Health
resource areas resource P
Sentence (n=447) Ambulatory Center Center
(n=77) areas value
n (%) (n=100) (89) (n=114)
n (%) (n=67)
n (%) n (%) n (%)
n (%)
Complications
361
Cirrhosis 808 91 (91.0) 82(921) 79 (69.3) 62 (80.5) 47 (70.1)  0.000
378
Liver Cancer 846 91 (91.0) 78 (87,6) 95 (83.3) 65 (84.4) 49 (73.1)  0.031
88
There is no loss of body movements 19) 32 (32.0) 17 (19,1) 27 (23.7) 6 (7.8) 6 (9.0) 0.233
There is no loss of blood through the 65
17 (17.0) 18 (20,2) 16 (14.0) 8 (10.4) 6 (9.0) 0.000
mouth (14.5)
There is no vision loss 117 30 (30.0) 23 (25,8) 40 (35.1) 13 (16.9) 11 (16.4)  0.016
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There is no blood in the stool
Transmission

By transfusion and transplantation

By sex

By water and contaminated vegetables

By seafood

By tattoo and piercing

By cutting instruments

By hemodialysis

Cannot be by mosquito bite

(26.2)
49
(11.0)

386
(86.4)
310
(69.4)
318
(71.1)
135
(30.2)
361
(80.8)
385
(86.1)
280
(62.6)
221

18 (18.0)

94 (94.0)

96 (96.0)

88 (88.0)

59 (59.0)

96 (96.0)

99 (99.0)

74 (74.0)

58 (58.0)

10 (11,2)

85 (95.5)

76 (85.4)

49 (55.1)

17 (19.1)

76 (85.4)

77 (86.5)

58 (65.2)

49 (55.1)

9 (7.9)

91 (79.8)

64 (56.1)

79 (69.3)

27 (23.7)

88 (77.2)

90 (78.9)

60 (52.6)

60 (52.6)

7(9.1)

67 (87.0)

42 (54.5)

60 (77.9)

23 (29.9)

57 (74.0)

66 (85.7)

53 (68.8)

31 (40.3)

5 (7.5)

49 (73.1)

32 (47.8)

42 (62.7)

9 (13.4)

44 (65.7)

53 (79.1)

35 (52.2)

23 (34.3)

0.121

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.005

0.010

0.000
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Cannot be by air

Prevention

Building cesspools

Channeling water

Selecting uninfected donors

Filtering water and treating drinks

Killing mosquitoes does not prevent

hepatitis
Providing vaccine

Using masks

hepatitis

does

not

prevent

(49.4)
268
(60.0)

324
(72.5)
318
(71.1)
363
(81.2)
372
(83.2)
189
(42.3)
405
(90.6)
210
(47.0)

69 (69.0)

78 (78.0)

76 (76.0)

90 (90.0)

88 (88.0)

53 (53.0)

94 (94.0)

69 (69.0)

69 (77.5)

49 (55.1)

53 (59.6)

71 (79.8)

57 (64.0)

41 (46.1)

80 (89.9)

57 (64.0)

68 (59.6)

89 (78.1)

84 (73.7)

105 (92.1)

101 (88.6)

41 (36.0)

107 (93.9)

46 (40.4)

34 (44.2)

63 (81.8)

63 (81.8)

58 (75.3)

71 (92.2)

33 (42.9)

70 (90.9)

26 (33.8)

28 (41.8)

45 (67.2)

42 (62.7)

39 (58.2)

55 (82.1)

21 (31.3)

54 (80.6)

12 (17.9)

0.000

0.000

0.007

0.000

0.000

0.029

0.030

0.000
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378

Using condoms
(84.6)

97 (97.0)

82 (92.1)

93 (81.6)

56 (72.7)

50 (74.6)

0.000

Legend: n- number of individuals.
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Figure 1: Distribution of correct answers plotted according to each population
evaluated. The y-axis represents the number of correct answers. The solid lines
represent the average for P1 (Southeast Viral Hepatitis Ambulatory), P2 (South
Health Center), P3 (Northeast Health Center), P4 (Southeast low resource areas)
and P5 (Northeast low resource areas) which were respectively: 33,1+4,5;

29,145,3; 27,545,0; 27,6+4,7; 25,048,5.

Perception about viral hepatitis

Average of correct answers from all individuals was 28.7+6.1 which was
considered as the cut off value in this analysis, in this way, scores from 0 to 28
were considered “low” and scores of 29 to 46 were considered “desirable”. Only
Southeast Viral Hepatitis Ambulatory and South Health Center demonstrated a
desirable knowledge (30.5£5.0 and 29.5+5.6, respectively) (table 3).

Regarding the rate of correct answers, 255 (57.0%) individuals scored
above average; 87 (87.0) from Southeast Viral Hepatitis Ambulatory, 52 (58.4%)
from South Health Center, 56 (49.1%) from Northeast Health Center, 34 (44.1%)
from Southeast low resource areas and 26 (39.4%) from Northeast low resource

areas.
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The caveats of gender, age, marital status and number of people in the
home were associated with approximately the same average number of correct
answers. The majority of the individuals with both low and desirable scores
received an intermediate family income, however a lower average number of
correct answers was observed in individuals who received low family income.

Desirable perception was more common among females (58.4%), subjects
aged over 40 years (60.0%), with a secondary education (47.1%), receiving
intermediate family income (56.9%), declaring themselves white (46.3%) and
married (50.2%), living in houses with three individuals (25.5%) and belonging
to Southeast Viral Hepatitis Ambulatory (34.1%).

Perception was associated only with education level, race, individuals
living in the same home and populations in bivariate analysis (table 3). In
multivariate analysis, population-type was found to be statistically significant
(table 4).

Southeast Viral Hepatitis Ambulatory showed a higher number of desirable
scores_ while underprivileged communities showed a lower number of desirable
scores compared to low scores in the same areas. Medical centers also present a
larger proportion of desirable scores compared to low scores though this was

less pronounced (Figure 2).

Table 3: Socio-demographic characteristics according to knowledge scores for

viral hepatitis.

Knowledge Score n (%) Bivariat
Mean of
Low (0- Desirable (29-
Items knowledge Analisy
28) 46)
score (¥SD) s
n=192 n=255
p-value
Gender
Female 28.49+6.16 120(62.5%  149(58.4%) 0.43
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Male
Age (Years)
<40

>40

Education level
Illiterate

Primary school
Secondary school
College

Family income

Low
Indeterminate

High
Race

White
Non-white

Marital status
Married

Unmarried

29.04+6.10

27.616.6

27.51£8.5

25.4+8.3

28.1+5.1

30.9+5.7

30.8+5.4

26.1+6.9

29.417.0

30.31£5.5

29.8+7.1

28.2+6.3

28.417.1
27.31£8.0

)
72(37.5%)

91 (47.4%)
101
(52.6%)

74(38.5%)
32(16.7%)
66(34.4%)
20(10.4%)

21(10.9%)
105(54.7%

)
57(29.7%)

79(41.1%)
107(55.7%

)

94(48.9%)
97(50.5%)

Individuals living in the same home

\Y =~ W N

5

Populations

Southeast Viral Hepatitis

30.5£5.0
29.5+5.6
28.3+6.3
28.8+6.6
27.616.4

33.1+4.5

11(5.7%)
41(21.4%)
63(32.8%)
31(16.1%)
46(24.0%)

13(6.8%)

106(41.6%)

102 (40.0%)

153 (60.0%)

62(24.3)
34(13.3%)
120(47.1%)
39(15.3%)

17(6.7)
145(56.9%)
88(34.5%)
132(51.8%)

118(46.3%)

128(50.2%)
127(49.8%)

28(11.0%)
56(22.0%)
65(25.5%)
63(24.7%)
42(16.5%)

87(34.1%)

0.12

0.002

0.20

0.03

0.84

0.014

<0.0001
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Ambulatory

South Health Center 29.145.3 37(19.3%)  52(20.4%)
Northeast Health Center ~ 27.5+5.0 58(30.2%)  56(22.0%)
Southeast low resource

27.6+4.7 43(22.4%)  34(13.3%)
areas
Northeast low resource

25.0+£8.5 41(21.3%)  26(10.2%)

areas

Table 4: Final adjusted model of multivariate logistic regression for knowledge

scores for viral hepatitis.

Knowledge Score

Variables 95% C.I
OR p_value
Lower Upper

Education level

Illiterate 2.230 1.084 4586  0.29
Primary school 1.799 0.807 4.009 0.151
Secondary school 1.028 0528 2002 0936
College 1.000 - -

Individuals living in the same home

1 1.000 - -

2 1.611 0.671  3.867  0.286
3 2.328 0.992 5465  0.052
4 0.818 0332 2017  0.663
>5 1.832 0.748 4486  0.185
Populations

Southeast Viral Hepatitis Ambulatory ~ 1.000 - -

South Health Center 6.154 2900  13.058 0.000
Northeast Health Center 8.617 4177  17.777  0.000
Southeast low resource areas 7.491 3.508 15.994 0.000
Northeast low resource areas 11.262 5.007  25.327 0.000
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Figure 2: Number of individuals according to knowledge score in each group

evaluated.

DISCUSSION

In the present study, knowledge level was scored according to the mean
number of correct answers. Individuals from Southeast Viral Hepatitis
Ambulatory and South Health Center showed a desirable knowledge in
contrast to those recruited at Northeast Health Center, Southeast and Northeast
low resource areas. The findings of the current study are in line with previous
findings 1522 24l However, the study in Egypt noted high baseline knowledge
about HCV [23], likely due to the scale of the HCV epidemic in this country.

Complications arising from viral hepatitis was the worst set of questions
evaluated in current study. Although more than 80% of participants can
correctly correlate cirrhosis and liver cancer with complications of viral
hepatitis, most of them relate complications that are not caused by hepatitis. In
previous studies between health professionals, more than half of participants
answered correctly to the questions about HCV complications!?®l. However, an

insufficient knowledge regarding HCV complications was observed in a study
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among health professionals [?7l. Clinical manifestations of viral hepatitis were
the best set of questions evaluated, contrary to previous observations/?8l.

In the present study, most individuals recognize the existence of HAV,
HBV and HCV and do not recognize the existence of hepatitis D or E. The same
finding has previously been observed in Brazil 4. Another study [?8l observed a
very weak knowledge regarding the five hepatitis types among medical science
students. Transmission and prevention modes were correctly answered in
general, this data was also observed among medical and health science students
in Ethiopia in the evaluation of HBV knowledge [?1l. A large number of
individuals do not know that viral hepatitis can be transmitted by seafood as
observed previously [?4l. Since HAV and HEV can be transmitted in this way [
30], the transmission may continue if preventive measures are not taken.

Viral hepatitis transmission by mosquito and forms to prevent it were
incorrectly answered by most participants, probably due to the country-wide
presence of Dengue virus, the transmission of which is widely understood by
the public. Most individuals did not cite transmission by air but curiously,
masks to avoid airborne contamination were cited. These questions highlight
the need for raising awareness among the public to reinforce knowledge related
to the modes of transmission and prevention.

In present study, population-type was the significant demographic
factors associated with knowledge level in multivariate analysis as the same as
found in other studies [>2431]. Contrary to a previous general population study
in Brazil 24l monthly family income had no association with knowledge in the
present study.

The results obtained in the present study can be used as a data source for
the projection of intervention methods in health and public health policies, such
as explanatory educational leaflet, educational booklets, lectures in schools,
health campaigns, health fairs and others, in order to increase access to
information of viral hepatitis and possibly to reduce the number of cases of
these infections, especially among individuals from low resources areas that

showed a lower level of knowledge in present finding,.
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The present study has some limitations: The study did not assess the
information regarding the neighborhood of each participant to observe the
sociodemographic diversity. The study did not assess the occupation of
participants to categorize and compare with studies in specific groups such as
health or beauty professionals. In viral hepatitis ambulatory and in medical
centers it was not asked whether participants had previously consulted and
whether they had any prior knowledge about hepatitis.

In conclusion, in general, desirable knowledge was observed among
most participants. However, Northeast Health Center and underprivileged
communities showed low knowledge. Knowledge levels were associated with
education level, race and number of individuals living in the same home. The
results of the present study should prove useful for information and prevention
campaigns targeted at the general population, especially between neglected

communities, in order to reduce the transmission of viral hepatitis.

ARTICLE HIGHLIGHTS

Research background

Viral hepatitis is an important public health problem in the world causing more
than 1 million of deaths annually. It is important to evaluate viral hepatitis
perception to identify the possible gaps and help public health authorities to

create strategies to increase access to information about these infections.

Research motivation

Few studies have been done to evaluate viral hepatitis perception in uninfected

individuals, particularly in Latin America.
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Research objectives

The main aim of this study was to evaluate the viral hepatitis knowledge
among individuals from different resource areas and health conditions in Brazil
to identify possible gaps and help authorities in the development of prevention

and education programs.

Research methods

This a cross sectional study where a questionnaire to evaluate viral hepatitis
perception was applied among 447 individuals from five different populations
in Brazil (Southeast low resource areas; Northeast low resource areas; South
Health Center, Northeast Health Center, Southeast Viral Hepatitis Center).
Viral hepatitis perception score was created based on average of correct
answers of all participants” responses (28.7) and associations between socio-

demographic characteristics and perception were also evaluated.

Research results

High perception level about viral hepatitis was observed in Southeast Viral
Hepatitis Ambulatory and South Health Center compared to Northeast Health
Center, Southeast and Northeast low resource areas. According to socio
demographic characteristics, desirable scores were more common among those
with secondary education (47.1%), those who declared themselves as white
(46.3%), and those who lived in houses with three individuals (25.5%).

Population-type was associated with knowledge level in multivariate analysis

Research conclusions

The study demonstrated a low level of perception about viral hepatitis among

individuals from low resource areas. To identify the knowledge gaps in this
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group could help to create strategies for increasing access to information and

consequently reduce the transmission of these diseases.

Research perspectives

This study demonstrates that it is necessary to improve the access to health
information about viral hepatitis, especially among residents of low-resource
settings. It is important to conduct random sampling evaluation of larger
numbers of individuals to confirm the results observed. A questionnaire could

help to conduct these studies as the same as used in the present work.
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5.6. Material educativo: Folheto educativo

Os resultados apresentados sao referentes ao seguinte objetivo: Elaborar

produtos para incremento ao acesso a informagao sobre as hepatites virais;

Situacgao: Impresso, divulgado e entregue a comunidade.

Foi desenvolvida uma estratégia de comunicagdo que pudessem servir
como fontes de informagao sobre as hepatites virais, resultando na producio de
um folheto educativo. Este material didatico foi desenvolvido a partir dos
resultados obtidos com a aplicacdo de questionario entre pacientes atendidos no
ambulatério de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

O folheto foi elaborado com o intuito de ser entregue para a populagao
como um todo, desta forma foi montado contendo informacbes gerais sobre as
hepatites virais, seus sintomas, suas formas de prevengéao, controle, diagndstico e
tratamento. Além disso, de acordo com as respostas dadas pelos respondedores
dos questionarios, foi possivel observar os principais topicos que precisavam ser
abordados e as lacunas no conhecimento foram incluidas como informacdes uteis

no folheto na tentativa de elucidar essas questdes.
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6. DISCUSSAO

6.1. Avaliagao do uso de fluido oral e sangue seco em papel de filtro como
espécimes clinicos alternativos ao diagnéstico e estudos de

prevaléncia da Hepatite B

A utilizagdo de espécimes clinicos alternativos ao soro faceis de serem
coletados e armazenados pode trazer beneficios ao acesso ao diagndstico,
especialmente entre populagdes em situagdes de pobreza ou que vivam em areas
remotas, garantindo a elas o acesso ao diagnostico rapido e encaminhamento ao
tratamento, quando necessario. Além disso, amostras de fluido oral e SSPF sé&o
mais faceis de serem coletadas e seguras para quem realiza a coleta (Lee, Garon
&Wong, 2009). Estudos prévios ja avaliaram uso de fluido oral na detecgcdo do
marcador anti-HBc (Nokes et al., 2001; Fisker et al., 2002; Amado et al., 2006; Flores
et al., 2017) e de SSPF na avaliagdo dos marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs
(Forbi et al., 2010; Lee et al., 2011; Kania et al., 2013; Villar et al., 2011; Mossner et
al., 2016; Ross et al., 2013; Boa-sorte et al., 2014; Flores et al., 2017). No entanto, é
importante que essa avaliagéo seja feita em diferentes cenarios a fim de observar a
sua utilidade em diferentes localidades do Brasil.

Desta forma, o artigo 1 teve como objetivo aperfeigoar e avaliar a detecgéo do
marcador anti-HBc em amostras de fluido oral utilizando um EIE adaptado em
diferentes populag¢des. O melhor desempenho do ensaio foi observado em grupos
de alta prevaléncia do HBV, em comparag¢do aos outros grupos estudados. O artigo
2 teve como objetivo avaliar a detecgdo dos marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs
utilizando amostras de SSPF em um EIE adaptado em diferentes populagdes, neste
estudo, o desempenho variou de acordo com o marcador e grupo avaliados. Por fim,
o artigo 3 teve como objetivo avaliar dois EIE comerciais, um adaptado para uso
com SSPF e outro produzido para ser utilizado com essa amostra, na deteccédo do
marcador HBsAg, sendo observada boa concordancia do SSPF com o soro em
ambos os EIEs.

Nos artigos 1 e 2, diferentes popula¢des foram avaliadas, sendo incluidos
grupos com alta prevaléncia de hepatite B (acompanhantes ou pacientes atendidos
em ambulatérios de hepatites virais), grupos com baixa prevaléncia e individuos
vulneraveis para aquisicdo do HBV (profissionais da area da beleza e usuarios de

crack). Esses mesmos grupos haviam sido avaliados em estudos de desempenho
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de testes rapidos pelo nosso grupo (Scalioni et al., 2014; Cruz et al., 2015; Cruz et
al., 2017). Nos artigos 2 e 3, foram empregados EIEs comerciais para deteccéo de
HBsAg, anti-HBc e anti-HBs que haviam sido avaliados em estudo prévio (Villar et
al., 2011) porém utilizando somente o grupo de pacientes atendidos no ambulatorio
de hepatites virais (FIOCRUZ). No artigo 3 também avaliamos o EIE especifico para
o SSPF (Imunoscreen HBsAg SS, MBiolog Diagnaéticos) que € um teste comercial
fabricado no Brasil.

No artigo 2, observamos melhor desempenho do teste de detec¢cdo de HBsAg
em SSPF no grupo de ambulatério com valores de especificidade e sensibilidade
acima de 84% e concordancia com o soro de 77,3% enquanto que no artigo 3, os
valores de sensibilidade encontrados foram mais elevados, 100,0% e 99,4%
respectivamente no EIE comercial Diasorin adaptado e no EIE préprio para SSPF
com uma concordancia com os resultados do soro acima de 97,0% em ambos os
ensaios. No artigo 3 foram incluidas amostras reagentes, provenientes do biobanco
do laboratério de hepatites virais que apresentavam altos valores de DO, o que pode
entao, ter influenciado positivamente nos bons resultados obtidos.

Valores elevados de sensibilidade e especificidade também foram observados
em estudos prévios utilizando ensaios adaptados para detecgdo do HBsAg em
SSPF entre individuos de locais com alta prevaléncia de hepatite: valores acima de
85,0% foram observados em ambulatérios de hepatites virais no Brasil (Villar et al.,
2011; Flores et al., 2017) e acima de 96,0% entre pacientes com HBV e HCV na
Malasia (Lee et al., 2011), entre individuos atendidos em Centro para AIDS em
Burquiina Faso (Kania et al., 2013) e entre individuos provenientes de clinicas de
reabilitacbes, bem como prisioneiros, pacientes com hepatites virais e doadores de
sangue na Dinamarca (Mossner et al., 2016). No nosso conhecimento, o EIE proprio
para SSPF foi avaliado previamente em um unico estudo entre gravidas no Brasil
(Boa-sorte et al., 2014) em que foi observada sensibilidade e especificidade de
100%. Um baixo numero de amostras com a presenga do marcador HBsAg (n=2) no
estudo com gravidas poderia explicar os resultados um pouco melhores que o do
presente trabalho.

No artigo 2, algumas analises foram realizadas a fim de observar diferengas
com relagdo a sensibilidade do teste para o marcador HBsAg usando amostras de
SSPF. A sensibilidade foi avaliada de acordo com a presenga ou auséncia do
marcador anti-HBc; de acordo com a avaliagdo de amostras com o HBV DNA
detectado e aquela independente da detecgdo ou ndo do HBV DNA. A sensibilidade
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do teste utilizando amostras de SSPF na detec¢cdo do HBsAg foi maior quando as
amostras apresentavam HBV DNA detectado (92.2%) e quando o marcador anti-
HBc estava presente (91.6%). De acordo com os dados obtidos, foi possivel
observar melhor desempenho da deteccdo de HBsAg em SSPF nos casos de
infecgcao ativa, com presenca do HBV DNA e em pacientes com altos valores de DO.

No artigo 2 também foi avaliada a detecgdo do HBsAg utilizando amostras de
SSPF em populagcbes de baixa prevaléncia e com individuos vulneraveis para a
aquisicao do HBV. Entre os individuos vulneraveis, a sensibilidade foi de 80,0% e a
especificidade de 96,2%, no entanto, a concordancia com o soro foi de apenas
28,4%, o que provavelmente ocorreu pelo baixo valor preditivo positivo encontrado
(33,3%), uma vez que esse valor € a probabilidade de um individuo avaliado e com
resultado positivo ser realmente doente. Um alto numero de individuos falso
positivos (n=18) foi observado nessa populagcdo em comparagdao com o numero de
verdadeiro positivo (n=4). Desta forma, esse teste ndo apresentou bom desempenho
para o diagndstico do HBV nessa populagao.

Ja o grupo de baixa prevaléncia apresentou os resultados de sensibilidade
mais baixos para HBsAg em SSPF utilizando o EIE adaptado (37,5%), apesar dos
altos valores de especificidade observados (92,7%). Esses resultados estdo em
desacordo com o que foi observado em estudos prévios para detecgdo do HBsAg
em SSPF na Nigéria (78,6%) e Alemanha (98,6%) (Forbi et al., 2010; Ross et al.,
2013). No entanto, algumas diferencas entre os estudos podem justificar os
resultados, como por exemplo, numero de amostras (cerca de 300 nos estudos
prévios e de 1300 no presente estudo), tipos de ensaios utilizados nos estudos, bem
como diferentes prevaléncias de HBV. Também é possivel observar diferengas entre
os achados da Nigéria e Alemanha entre si, mesmo sendo menores que as
diferengcas com presente estudo. Os resultados obtidos no presente estudo podem
ter ocorrido devido ao baixo numero de amostras positivas na populagdo, menor
concentragdo de antigeno ou auséncia do HBV DNA nestas amostras, que nao pbde
ser realizado em todas as amostras de soro reagentes devido ao pouco volume do
material. Os resultados observados indicam que essa amostra nao € util no
diagndstico do HBV na populagéo em geral.

O marcador anti-HBc foi avaliado nos artigos 1 e 2 utilizando ensaios
adaptados e em trés diferentes grupos. No artigo 1 inicialmente foram realizadas
avaliagdes com relacdo a modificagcdes no protocolo do EIE comercial do fabricante
Diasorin a fim de otimizar o desempenho do mesmo, uma vez que essa amostra
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apresenta uma concentragdo de IgG substancialmente menor (média 300 vezes)
quando comparada ao soro (Brandtzaeg, Fjellanger & Gjeruldsen, 1970; Soderling,
1989; Mortimer et al., 1994; Amado-Leon et al., 2015). Apds estabelecido melhor
protocolo de teste, o0 mesmo foi utilizado para deteccdo de anti-HBc em fluido oral
nas trés populagdes citadas anteriormente. Ja o artigo 2 foi avaliado utilizando o EIE
comercial Diasorin adaptado conforme determinado previamente (Villar et al., 2011)
utilizando amostras de SSPF nas trés populacdes.

O desenvolvimento de testes para a deteccdo de marcadores para o
diagndstico de doencgas infecciosas requer a otimizagdo de inumeros parametros
para aumento da sensibilidade e especificidade. Esses parametros podem ser: tipo
de tampao utilizado na eluicdo da amostra (Cruz et al., 2011; Cruz et al., 2012)
diminuicdo da diluicdo da amostra aplicada ao teste (de Cock et al., 2004), excluséo
do passo de diluigdo (Amado et al., 2006), aumento do volume da amostra e/ou
tempo de incubagao da amostra (Judd et al., 2003; Hutse et al., 2005). No artigo 1,
0s parametros avaliados no ensaio foram o tampé&o de eluicdo e volume de amostra
aplicada ao teste. O tampéao fosfato-salino com albumina de soro bovino a 0,5% (do
inglés “phospate buffer saline/ Bovine Seurum albumin” — PBS/BSA 0,5%)
apresentou melhor desempenho para deteccdo de anti-HBc em fluido oral,
provavelmente devido a presenga de albumina bovina que poderia evitar reagdes
inespecificas. O volume de amostra aplicada ao teste foi aumentado tal como
realizado em estudos prévios (Judd et al., 2003; Hutse et al., 2005; Amado et al,
2006; Cruz et al., 2012), provavelmente devido a menor concentragao de anticorpos
presente em amostras de fluido oral em relagdo as amostras de soro.

O teste de detecgao de anti-HBc em fluido oral e SSPF apresentou altos
valores de especificidade (acima de 90%) nos 3 grupos avaliados. Elevados valores
de especificidade também foram observados em estudos prévios na deteccdo do
anti-HBc utilizando amostras de fluido oral (Nokes et al, 2001; Fisker et al., 2002;
Amado et al., 2006; Flores et al., 2017) e SSPF (Villar et al., 2011; Kania et al., 2013;
Mossner et al., 2016; Flores et al., 2017). Maiores valores de sensibilidade de
deteccdo de anti-HBc foram observados em grupos de ambulatorios para Hepatites
Virais tanto em fluido oral (70,6%) quanto em SSPF (80,8%). O grupo de
ambulatério apresenta um grande numero de individuos com infec¢cdo ativa
(HBsAg+/anti-HBc+) ou infeccao passada (anti-HBc+/anti-HBs+) e isso, pode ter
contribuido para os melhores resultados observados nessa populagdo. Os
resultados observados para o grupo de alta prevaléncia no artigo 1 estdo em acordo

163



com os observados entre individuos monoinfectados por HBV ou coinfectados
HBV/HIV no Brasil (82,4%) (Flores et al., 2017) porém foram mais elevados que os
valores observados entre individuos de ambulatorios no Brasil (13,0%) (Amado et
al., 2006). Nessa mesma populagao, no artigo 2, os resultados estdo em acordo com
resultados prévios em populagdo de alta prevaléncia de hepatite B apresentando
valores de sensibilidade acima de 76,0% e 90,0% no Brasil (Villar et al., 2011; Flores
et al., 2017), de 98,0% em Burquina Faso (Kania et al., 2013) e de 68,0% na
Dinamarca (Mossner et al., 2016).

No grupo com individuos vulneraveis, os valores de sensibilidade para
deteccao de anti-HBc foram de 57,1% em fluido oral e 63,9% em SSPF com uma
concordancia com o soro de 45,2% (fluido oral) e 75,2% (SSPF). Um estudo prévio
com usuarios de droga injetaveis utilizando amostras de fluido oral apresentou
sensibilidade para anti-HBc mais elevada (85,9%) do que no presente estudo (Fisker
et al., 2002). Esses resultados indicam que as amostras de SSPF podem ser
utilizadas em estudos de prevaléncia para hepatite B nessas populagdes enquanto
as amostras de fluido oral ndo se mostraram bons espécimens para esse tipo de
estudo. No grupo de baixa prevaléncia, foram observados baixos valores de
sensibilidade para detecgao de anti-HBc em ambos os fluidos: 30,7% (fluido oral) e
42,6% (SSPF).

Estudo prévio utilizando amostras de fluido oral na deteccdo do marcador
anti-HBc em populacédo rural da Etidopia apresentaram valores de sensibilidades
semelhantes aos encontrados no presente estudo (43,0%) (Nokes et al., 2001),
enquanto estudos prévios utilizando amostras de SSPF na deteccdo do anti-HBc
apresentaram valores de sensibilidade maiores do que os encontrados no presente
estudo na populagdo em geral da Alemanha (86,3%) (Ross et al., 2013). Variagdes
observadas entre os estudos podem ter ocorrido devido a quantidade de amostras
avaliadas em cada estudo, tipo de coletor ou papel de filtro avaliado, teste
empregado, valores de ponto de corte e mesmo prevaléncia da infecgdo nas
populacdes estudadas.

Maiores valores de sensibilidade na detecgdo do anti-HBc em ambos os
fluidos foram observados entre individuos com infec¢do ativa (HBsAg+/anti-HBc+)
(92,7% e 98,4% em fluido oral e SSPF, respectivamente) quando comprados com
aqueles com infecgédo passada (anti-HBc+/anti-HBs+) (37,0% e 45.8% em fluido oral
e SSPF, respectivamente), uma provavel queda nos titulos de anti-HBc ao longo dos
anos, apos a resolugao da infeccdo poderia justificar esse achado. Estudos prévios
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também demonstraram melhor desempenho de anti-HBc em fluido oral entre
individuos provenientes de locais de alta prevaléncia (Fisker et al., 2002) e entre
aqueles com infeccao ativa, apresentando sensibilidade de 90,5% quando somente
individuos com infec¢ao pelo HBV foram incluidos (Flores et al., 2017).

Ao utilizar amostras de fluido oral, a sensibilidade da deteccdo do marcador
anti-HBc também foi mais elevada no grupo de alta prevaléncia na auséncia de
individuos coinfectados com HCV e/ou HIV (90.9%) quando comparados com a
presenca dos mesmos na analise (70.6%). A mediana dos valores de DO das
amostras de SSPF falso negativas foram superiores aqueles obtidos nas amostras
de soro correspondente (por se tratar de um teste competitivo) tal como observado
em estudos prévios (Mdssner et al., 2016; Flores et al., 2017) nos quais foi sugerida
uma interferéncia pela presenca de HIV ou tratamento antirretroviral, o que nao foi
avaliado no nosso estudo. Até onde sabemos, estudos avaliando a interferéncia do
HCV na deteccdo do anti-HBc em amostras de fluido oral ainda ndo foram
realizados. Esses resultados demonstram a utilidade desse fluido para deteccao de
anti-HBc entre individuos com infeccdo ativa podendo encaminha-los para a
realizacdo de testes complementares avaliando outros marcadores para fechar o
diagnostico de presenca da infecgdo por HBV e iniciar do tratamento desses
individuos.

Menores valores de sensibilidade para detecgdo de HBsAg e anti-HBc em
fluido oral e SSPF foram observados em locais distantes do laboratério (Pantanal do
Mato Grosso do Sul e Tocantins) (artigos 1 e 2). O armazenamento e envio do
material podem ter influenciado nos resultados falso negativos encontrados. Esta
também pode ser uma outra explicagao para os baixos valores de sensibilidade
encontrados na populagédo em geral que apresentavam grupos provenientes de
regides distantes do laboratério. Esses resultados demonstram a importancia da
fase pré-analitica, tanto em fluido oral quanto SSPF, uma vez que o nivel de
antigenos e anticorpos pode sofrer alteragdes de acordo com as condi¢gdes de
coleta, armazenamento e transporte. Apesar de estudos prévios afirmarem que uma
vantagem do SSPF em relagdo ao soro € que a amostra pode ser armazenada a
temperatura ambiente por semanas sem degradagdo de acidos nucléicos (Stene-
Johansen et al., 2016), estudos prévios de estabilidade de marcadores de hepatite B
em SSPF e fluido oral j& demonstraram a necessidade das amostras serem
refrigeradas e armazenadas ap0s o processamento, preferencialmente a -20°C e, o
SSPF também deve ser depositado em saco hermeticamente fechado até o
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momento dos testes (Villar et al., 2011; Mayer et al., 2012; Scalioni et al., 2013) a fim
de nao ocorrerem diminui¢des no titulos de antigenos nas amostras.

No presente estudo observamos baixos valores de sensibilidade (58,4% a
65,5%) e especificidade (58,6% a 85,0%) para detec¢cdo de anti-HBs em SSPF.
Estudos anteriores demonstraram valores de sensibilidade de 74,2%, 78,0% e
94,3% e de especificidade de 86,9%, 97,3% e 100,0% em grupos de ambulatérios
no Brasil, entre pacientes e estudantes de medicina na Malasia e na populagéo geral
da Alemanha (Villar et al., 2011; Lee et al., 2011; Ross et al., 2013), o que mais uma
vez pode estar relacionado com as diferencas entre os estudos.

Maiores valores de sensibilidade de deteccédo de anti-HBs em SSPF foram
observadas entre individuos com infec¢des prévias (anti-HBc+/anti-HBs+) (71,5%)
em comparagao com individuos com uma resposta vacinal (anti-HBc-/anti-HBs+)
(55.7%) tal como observamos no desempenho do teste rapido para detecgdo de
anti-HBs em soro (Cruz et al., 2017). Este fato pode ter ocorrido devido aos baixos
titulos de anti-HBs obtidos pela vacinagdo em diferentes circunstancias. Além disso,
melhor desempenho foi observado em amostras de SSPF com titulos de anticorpos
acima de 100 Ul/mL (86,7%) quando comparados com amostras com titulos de
anticorpos abaixo de 100Ul/mL (39,5%) tal como foi observado no desempenho do
teste rapido para detecgdo de anti-HBs em soro (Cruz et al., 2017). Essa elevada
sensibilidade em individuos com altos niveis de anticorpos demonstram a utilidade
deste teste na avaliacao de nao respondedores apds o esquema vacinal.

A mediana dos valores de DO das amostras de SSPF falso negativas foram
inferiores aos valores obtidos nas amostras de soro correspondentes demonstrando
a menor concentragao deste marcador pode interferir no resultado. O estudo prévio
avaliando o teste de deteccdo de anti-HBs utilizando SSPF na populagédo geral da
Alemanha (Ross et al., 2013) também observou menores valores de DO em
amostras de SSPF, especialmente entre as amostras que foram falso negativas
utilizando um teste automatizado (Abbott ARCHITECT). Além disso, Ross e
colaboradores (2013) também observaram melhores valores de sensibilidade
quando amostras HIV reagentes foram excluidas, estes dados n&do foram avaliados
no presente estudo, no entanto a presenca do HIV bem como a presenca de HCV
podem também ter interferido nos resultados do presente estudo.

O marcador anti-HBs no artigo 2 foi observado isoladamente em um baixo
numero de individuos, além disso, cerca de 50% dos participantes do estudo
apresentavam suscetibilidade para infeccdo (HBsAg-, anti-HBc- e anti-HBs-) de
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acordo com os dados dos testes soroldgicos analisados. Muitos individuos néo
sabiam se ja haviam sido vacinados e poucos reportaram terem sido vacinados.
Baixa cobertura vacinal ja foi reportada previamente, especialmente entre
adolescentes e jovens adultos (Souto, 2016). Esse € um dado alarmante, e indica a
necessidade de observar as falhas nas campanhas de vacinacdo ou aumentar a
informacé&o sobre a existéncia e necessidade da vacinagéo contra HBV.

O artigo 2 também avaliou a influéncia de caracteristicas séciodemograficas
e de comportamentos de risco com a presenga ou auséncia dos marcadores HBsAg
e anti-HBc tanto utilizando amostras de soro quanto amostras de SSPF na
populagdo de ambulatorios de Hepatites Virais. Essa avaliacao foi realizada somente
nesse grupo pelo alto numero de individuos reagentes para esses marcadores
presentes. Historia prévia de hepatite e vacinagcado para HBV foram associados com
a presenca de HBsAg e anti-HBc tanto no soro quanto no SSPF. Transfusdo de
sangue ja foi previamente associado ao HBV em estudos controle realizados no
Brasil e na Palestina (Nazzal & Sobuh, 2014; Pereira et al., 2017). Tanto transfusao
de sangue, quanto ter utilizado drogas ilicitas e ter tatuado conferiram protecéo
contra a infecgdo quando avaliado o HBsAg no presente estudo, o que € um achado
nao esperado. No entanto, como o grupo de ambulatério era composto por
individuos encaminhados para ambulatérios de hepatites virais e incluiam individuos
infectados pelo HCV, tais dados foram incluidos nos modelos intermediarios.
Quando tais fatores de confusao presumiveis foram introduzidos nos modelos, essas
variaveis ndo permaneceram no modelo, provavelmente devido a confusao
secundaria a vacinacao e outras medidas de protecao contra o HBV.

A utilizacdo de amostras de fluido oral e SSPF pode aumentar a identificacédo
de casos ativos de HBV que devem receber tratamento, essas amostras podem
simplificar substancialmente e descentralizar os servicos de hepatite nessas areas,
ampliando o acesso aos cuidados (Soulier et al., 2016).

Desta forma, foi possivel concluir que o uso de amostras de fluido oral na
deteccgdo do anti-HBc e SSPF na detecgdo do HBsAg, anti-HBc e anti-HBs ndo séo
boas alternativas ao diagnodstico do HBV na populagéo geral, no entanto, podem ser
uma alternativa em locais de alta prevaléncia como ambulatérios de hepatites virais
na detec¢cdo de anti-HBc em fluido oral e de HBsAg e anti-HBc em SSPF assim

como na identificacdo de individuos que apresentam altos titulos de anti-HBs.
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6.2. Avaliagao do nivel de conhecimento de diferentes populagées sobre as

hepatites virais.

Diferentes estudos ja avaliaram o conhecimento das HV em grupos
especificos, geralmente selecionados por apresentarem individuos vulneraveis ou
infectados pelas HV (Joukar et al., 2012, Ataei et al., 2013; Mesfin e Kibret, 2013;
Sacchetto et al., 2013; ul Haq et al., 2013; Villar et al., 2014; Wu et al., 2015). Ja
estudos com populagdo em geral foram realizados em menor numero (ul Haq et al.,
2012; Brouard et al., 2013; Chemaitelly Abu-Raddad & Miller, 2013). Além disso,
muitos destes estudos s&o realizados com somente um ou dois tipos de HV.

Os artigos 4 e 5 tinham como principal objetivo avaliar a percepgao sobre as
cinco HVs entre diferentes individuos da populacdo em geral do Brasil. No artigo 4, a
coleta de dados foi feita em um evento de saude na regido Sudeste e entre
moradores de uma cidade do Norte do pais. No artigo 5, a coleta foi realizada entre
individuos de cinco diferentes populacdes: ambulatério HV no Rio de Janeiro, na
regido Sudeste, centros de saudes em Curitiba, na regido Sul, e em Fortaleza, na
regidao Nordeste e comunidades carentes do Rio de Janeiro, na regido Sudeste e no
Piaui, na regiao Nordeste.

No artigo 4 observamos um conhecimento considerado fraco conforme
determinado pelo estudo entre todos os individuos avaliados (média de acerto de
25,3 + 7,2) enquanto no artigo 5, conhecimento baixo foi observado entre individuos
atendidos na regiao Nordeste do Brasil (Fortaleza) e em comunidades carentes do
Sudeste e Nordeste do pais (Rio de Janeiro e Piaui). Enquanto conhecimento
desejavel foi observado nas populagdes atendidas em ambulatério de hepatite no RJ
e em centro de saude em Curitiba. Lacunas no conhecimento também foram
observadas em estudos prévios entre individuos da populacdo em geral no
Paquistao que relatou falta de compreensao sobre controle e prevengédo do HBV (ul
Haq et al., 2012) e na Franga, no que diz respeito a transmissao sexual, (Brouard et
al., 2013). Conhecimento considerado como desejavel, conforme determinado pelo
estudo foi observado no estudo de Chemaitelly e colaboradores (2013) na populagéo
geral do Egito sobre o HCV, provavelmente pelo alto numero de casos dessa
infecc&o no pais.

O instrumento de coleta de dados utilizado para avaliar o conhecimento foi
estruturado e utilizado primeiramente no artigo 4 e, em seguida o mesmo foi

reformulado para a avaliagado no artigo 5. Algumas questdes foram reestruturadas e
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mais informagdes soéciodemograficas foram incluidas. De forma geral, ambos os
questionarios continham perguntas sobre aspectos gerais das infecgdes,
manifestacdes clinicas, riscos de aquisi¢ao da infecgao, complicagdes, transmissao
e prevengao. Apesar dos questionarios entre os artigos apresentarem diferencgas, o
numero de possiveis respostas certas foi proximo (47 no artigo 4 e 46 no artigo 5).

Observamos menor conhecimento (de acordo com a média de acertos) na
cidade de Manaus (24.1+7.0) no artigo 4 e na cidade de Nossa Senhora de Nazaré
(Piaui) (25.0£8.5) no artigo 5, em comparagdo com as outras populagdes avaliadas.
O grupo com individuos provenientes de ambulatério de HVs assim como aqueles
atendidos no centro médico de Curitiba foram os que apresentaram maior nivel de
conhecimento. O Estudo de Wu e colaboradores (2015) sobre HCV em pacientes
infectados com este virus, também demonstrou menor conhecimento na area rural
da China quando comparado com individuos tanto da area urbana da China como
dos EUA.

Em ambos os estudos do presente trabalho, a avaliacdo dos cinco tipos de
HVs pode ter influenciado nos resultados, uma vez que nos dois artigos menos de
50% dos participantes reconheciam a existéncia de HDV e HEV. De fato, testes
laboratoriais para diagnéstico de HEV n&o s&o realizados com grande frequéncia no
Brasil, o que pode contribuir na falta de informacdo da populagdo sobre essa
infecgao e até mesmo uma possivel subnotificagdo dos casos. Um estudo prévio de
Maniero e colaboradores (2012) entre enfermeiras no Brasil demonstrou um bom
conhecimento relacionado as cinco HVs, o resultado provavelmente foi melhor do
que o observado no presente estudo, por esse grupo apresentar maior
conhecimento sobre essas infecgdes. A transmissao por frutos do mar também nao
foi citada pela maioria dos participantes em ambos os estudos e, uma vez que HAV
e HEV podem ser transmitidos por essa via (Polo et al., 2014; Cui et al., 2016), o seu
desconhecimento pode acabar por manter essa via de transmissao.

No artigo 4, questdes sobre diagnodstico foram incluidas e, mais de 50% dos
participantes em Manaus citaram a urina como material utilizado no diagnéstico.
Apesar das HVs ja terem sido detectadas em urina e outros fluidos corporais, tais
como saliva, sémen, leite materno, secregdes vaginais, lagrimas entre outras
(Komatsu et al., 2012; Yang et al., 2016), a urina ndo é ideal para diagnostico das
HVs (Wang et al., 2014; Geng et al., 2016) e sim amostras de sangue ou plasma.

A falta de sintomas ou o seu aparecimento tardio n&o foi reconhecido pela
maioria dos participantes do estudo do artigo 4 tal como observado em estudo prévio
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de Saleh e colaboradores sobre HCV no Egito (2014). No artigo 5, estas formas de
apresentacao das manifestagdes clinicas foram reconhecidas provavelmente devido
a melhoria no programa de educagdo em saude da populagédo sobre sintomas das
HVs ao longo dos anos entre o tempo de coleta de dados dos artigos 4 e 5.

Em ambos os cendarios um nivel maior de conhecimento foi observado entre
individuos com ensino médio completo e com renda familiar mensal acima de trés
salarios minimos. Na analise bivariada, escolaridade e localidade foram associadas
com o nivel de conhecimento nos dois estudos. Estudos prévios também
observaram associagcédo da escolaridade (Amodio et al., 2010; Brouard et al., 2013;
ul Haq et al, 2013) e da localidade (ul Haq et al., 2012; 2013; Wu et al., 2015) com o
nivel de conhecimento sobre HV. Maior renda familiar mensal apresentou
associagdo com maior nivel de conhecimento no artigo 4, no entanto essa
associagao nao foi observada no artigo 5 assim como nao foi observada em estudos
prévios (ul haq et al.,, 2012; ul Haq et al., 2013). Além disso, no artigo 5, outros
dados sociodemograficos também foram avaliados e, foi possivel observar
associacdo de maior nivel de conhecimento entre individuos brancos e entre
individuos que viviam com menor numero de pessoas na mesma casa.

No Brasil, o estudo de Maniero et al (2012) avaliando as hepatites virais entre
enfermeiras também observou associacdo do conhecimento com localidade. Ja o
estudo de Villar e colaboradores (2014) avaliando conhecimento das hepatites A, B
e C entre profissionais de beleza observou associagdo do conhecimento com a
renda familiar mensal, mas nao observou associacdo com escolaridade. Outros
estudos no pais avaliando hepatites virais em grupos variados ndo avaliaram a
influénicia dos fatores sociodemografico com o nivel de conhecimento (Sacchetto et
al., 2013, Gongarves & Gongalves 2013, Delvaux et al., 2013).

Mais da metade dos participantes em ambos os estudos conseguiram
responder corretamente mais do que a média do numero geral de acertos. Erros
foram observados em todos os grupos de perguntas. Em ambos os cenarios
também foi possivel observar que apesar de responderem corretamente questbes
sobre transmissao, prevencao e vacinagao, por exemplo, esses mesmos individuos
nao eram capazes de identificar qual tipo de hepatite estava relacionada a essas
mesmas questdes. por exemplo, apesar de muitos participantes afirmarem que as
HVs podem ser transmitidas por contato com sangue contaminado, muitos nao
sabiam que essa tranmissao ocorre para HBV, HCV e HDV. Strong et al. (2015)
afirma que o desconhecimento sobre as rotas de transmissdo pode aumentar o
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estigma relacionado a essas infecgbes e influenciar diretamente na transmisséo
dessas doengas.

No artigo 5, foram incluidas questdes sobre transmissao de HVs por mosquito
e pelo ar e suas prevencoes. A maioria dos participantes considerou mosquito como
forma de transmissdo e em muitos casos essa confusdo pode ter ocorrido com
relacdo a doengas como dengue, Zika e febre amarela que tem essa via de
transmissao e tém grande divulgacdo na midia do pais. Com relagdo a transmisséo
pelo ar, a maioria ndo acredita se tratar de uma forma de transmissao das HVs, no
entanto, o uso de mascaras para evitar contaminagao pelo ar foi considerado como
medida de prevencao pela maioria dos participantes. Esses dados demonstram que
em muitos casos os individuos ndo sao capazes de associar causa e efeito o que
pode influenciar negativamente na prevengao das infecgdes (Strong et al. 2015).

A existéncia da vacina para HVs também foi avaliada neste estudo e esta foi
reportada por mais de 60,0% e 80,0% dos participantes nos artigos 4 e 5,
respectivamente. Além disso, o conhecimento sobre a existéncia de vacina
especifica para HAV e HBV foi reportada por 14,3% e 58,8% dos participantes nos
artigos 4 e 5, respectivamente. Apesar das diferengcas entre as populagdes, foi
possivel observar um aumento no conhecimento do fornecimento destas vacinas.
Esse dado pode estar relacionado com as modificagbes no fornecimento das
vacinas entre um artigo e outro, a vacina do HBV passou a ser oferecida em 2015
para individuos com até 49 anos de idade (atualmente a vacina ja é ofertada para
toda a populagéo) e a vacina contra HAV foi incluida no calendario infantil no ano de
2014 (Aids.gov, 2018). Apesar disso, ainda ha desconhecimento da existéncia
dessas vacinas, o que € alarmante.

Algumas limitagdes nos estudos foram observadas: auséncia de informagéao
sobre bairros dos individuos para analise mais especifica, grande diversidade de
ocupagbes ou nao acesso a todas as ocupagdes, nao sendo possivel a
categorizagdo das profissbes e observagdes de sua associagdo com o nivel de
conhecimento. O artigo 4, foi realizado em 2009 e, como medidas em saude publica
foram realizadas apds sua aplicacao, diferencas de avaliagdo podem se dar por este
motivo. No artigo 5, ndo foi obtida informacao se os pacientes do ambulatorio e dos
centros médicos haviam sido consultados antes da entrevista, o que poderia ter
causado alguma variagdo no conhecimento.

Ao final da coleta e analise de dados sobre o conhecimento das HVs na
populacdo de ambulatério de hepatites virais do artigo 5, observamos a necessidade
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de elaborar um material educativo para incremento do conhecimento sobre hepatites
virais contendo informagdes gerais sobre prevengdo, transmissdo, sintomas,
tratamento e diagndstico das hepatites virais e algumas informagdes uteis que foram
as principais duvidas observadas na analise do questionario, como a nao
transmissao por mosquito e pelo ar. O folheto educativo foi produzido, impresso e
entregue inicialmente no evento de combate as Hepatites Virais em Julho de 2016
na Fiocruz e continua sendo empregado para a disseminagdo do conhecimento de
HVs entre pacientes e seus acompanhantes no ambulatério de HVs. Além disso, o
folheto também esta sendo distribuido entre a populagdo em geral em eventos de
coleta de amostras biologicas realizadas pelo laboratério de Hepatites Virais da
Fiocruz. O folheto educativo € uma ferramenta que pode ser util na divulgagao de
informacdes sobre essas infecgdes, auxiliando na diminuigao dos casos de HVs. No
entanto, se faz necessaria a avaliacido desse material. Desta forma, uma perspectiva
seria avaliar em um estudo futuro, o impacto do folheto educativo no incremento ao
acesso a informagao sobre as hepatites virais.

Como conclusdes, observamos a dificuldade dos participantes com algumas
questdes gerais demonstrando conhecimento abaixo do desejavel conforme
determinado pelo estudo, especialmente entre aqueles individuos que residem em
areas desprivilegiadas. Esses achados demonstram a importéncia dos programas de
educacao em saude e da educacao formal, visto que maior nivel de escolaridade foi
associado com maior nivel de conhecimento. Os dados obtidos nos artigos 4 e 5

podem fomentar o combate as HVs por 6érgaos competentes.

6.3. Contribuicao do presente estudo ao Plano Brasil sem Miséria

O Plano Brasil sem Miséria foi criado no ano de 2011 e € um programa social do
governo federal Brasileiro direcionado aos brasileiros que vivem em lares com renda
familiar mensal de R$77,00 e com o desafio de superar a extrema porbreza (Brasil,
2016). A presente tese se insere no eixo do Plano BSM nos temas: Saude- doengas
associadas a pobreza e Educacao- capacitagdo e qualificagdo da populagdo em
extrema pobreza entre 18 e 59 anos.

Em 2010, o IBGE demonstrou que a cobertura por plano de saude esta
positivamente relacionada ao rendimento mensal domiciliar per capita, além de
evidenciar que o acesso aos servigos de saude € influenciado pela condigcao social e

localizagdo geografica, demonstrando que individuos que residem em regides
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menos desenvolvidas utilizam menos os servicos de saude. Desta maneira ha a
necessidade de intensificar o acesso destas populagdes aos servigos de saude que
sao importantes no controle e erradicacdo de doencgas infecciosas.

O diagnéstico do HBV é fundamental na identificagdo dos casos agudos e
crbénicos, especialmente no que diz respeito ao encaminhamento para o tratamento
de individuos infectados, reduzindo o risco de desenvolvimento de cirrose e/ou
cancer hepatico (Ministério da Saude, 2016). O presente estudo foi realizado em
diferentes regides do pais, incluindo areas remotas com populagdes disprevilegiadas
(renda familiar mensal abaixo de R$77,00), na avaliagdo da detecgdo de marcadores
do HBV em amostras de fluido oral e sangue seco em papel de filtro, que sdo mais
faceis de serem coletadas e melhor aceitas que a coleta de soro. Somado ao
diagndstico do HBV, a avaliagdo do conhecimento sobre questbes relacionadas a
transmissao, prevencdo e sintomas das HVs em diferentes populagdes pode
contribuir positivamente na criagdo futura de estratégias de redugdo dessas
infecgdes, que sdo uma das principais causas de doencgas infecciosas que podem
levar ao ébito no mundo (WHO, 2018).

Ao fim do estudo, conseguimos determinar que amostras de fluido oral e
SSPF podem ser utilizadas na triagem e em estudos de prevaléncia em populagdes
com alta prevaléncia, como é o caso do grupo de ambulatérios para detecgdo do
marcador HBsAg (SSPF) e na detcgdo do marcador anti-HBc (SSPF e fluiro oral)
especialmente entre individuos com infecgao ativa. A utilizacido desses espécimens
pode contribuir para um diagndstico mais rapido em regides com condigdes de vida
precarias, como é o caso do publico alvo do Programa Brasil sem Miséria.

Também foi observado conhecimento adequado de populagdes provenientes
de ambulatérios de hepatites e centros médicos destinados para testagens de ISTs,
0 que pode ter ocorrido devido a conhecimento prévio sobre as hepatites nessas
populagdes e baixo nivel de conhecimento na populagéo geral, especialmente em
comunidades carentes, demonstrando a necessidade de reforcar informagdes sobre
prevencao das HVs especialmente entre populag¢des alvo do Brasil sem Miséria.

Os resultados obtidos podem contribuir com melhorias no servico de
assisténcia e vigilancia e auxiliar na informacéo, prevengao e controle da infecgéo
dessas infecgdes. A diminui¢cdo de suas prevaléncias podem contribuir também na
diminui¢cdo dos custos para o SUS, permitindo utilizacido dos recursos com outras

necessidades da populacao, especialmente a de baixa renda.
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. CONCLUSOES

Foi possivel adaptar um EIE comercial para deteccdo do marcador anti-HBc
em fluido oral entre individuos de ambulatério de HV. Maior sensibilidade foi
observada entre amostras de pacientes com infeccdo ativa. Baixa
sensibilidade foi observada na populagdo geral e em grupos vulneraveis,
demonstrando que esta amostra pode ser uma alternativa se usada em locais

de alta prevaléncia como ambulatérios de HVs;

A detecgao dos marcadores HBsAg e anti-HBc utilizando amostras de SSPF
foi inadequada na populagao geral, porém boa concordancia entre soro e
SSPF foi obtida em grupos de ambulatério para ambos os marcadores e em
grupos vulneraveis para o marcador anti-HBc. Além disso, melhores
resulados de sensibilidade foram obtidos entre individuos com infec¢do ativa
em ambos os marcadores. Esses dados demonstram que SSPF nao é uma
boa alternativa ao diagndéstico do HBV, mas pode funcionar como ferramenta
de triagem especialmente em populagbes com alta prevaléncia, como

ambulatoérios de HVs;

A deteccdo do marcador anti-HBs utilizando amostras de SSPF em
comparagao com os resultados obtidos em amostras de soro foi inedequada
nos trés grupos avaliados, deste modo, este fluido nao € util para identificar
imunidade para HBV em diferentes perfis de individuos. No entanto, pode ser
aproveitado para avaliagdo da resposta vacinal;

Boa concordancia entre o EIE adaptado e o desenvolvido para o uso com
SSPF foi observada na detecgdo do marcador HBsAg quando amostras com
altos titulos de antigeno foram testadas, validando a utilizagdo do SSPF em
ambos tipos de EIE como método de triagem para diagnosticar infecgbes por
HBV, especialmente entre individuos com altas concentragdes de antigenos;
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O nivel de conhecimento sobre as Hepatites Virais teve associagao positiva
com o nivel de escolaridade dos participantes. Conhecimento abaixo do
desejavel foi observado entre todos os participantes na avaliagédo no Rio de
Janeiro e Manaus e entre individuos de Fortaleza e de areas carentes do
Piaui e Rio de Janeiro, enquanto nivel de conhecimento desejavel foi obtido
nas populagcdes de ambulatério no Rio de Janeiro e de centro médico em
Curitiba. Esses achados demonstram a necessidade de melhorar o nivel
conhecimento na populagdo em geral, especialmente entre individuos que
residem em areas carentes bem como aumentar o acesso a educagao formal
da populagao e investir em programas de educagdo em saude como fontes
de informacgao sobre as hepatites virais, podendo auxiliar em uma diminuicéo

do numero de casos destas infecgoes;

Foi desenvolvido um folheto educativo para ser entregue a toda populagéo, a
partir das respostas dos participantes em grupo de ambulatorio. O folheto
contou com informagbes gerais sobre as hepatites virais e as principais

duvidas observadas pelos participantes foram elucidadas no material
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8. RECOMENDAGOES DO ESTUDO

Recomendacao 1: Na avaliagdo do uso de fluido oral como substituto ao soro na

deteccdo do marcador anti-HBc, melhores resultados foram observados entre

individuos provenientes de ambulatério de hepatites virais e entre aqueles que

apresentavam infeccao ativa. Desta forma, recomendamos a utilizagao do fluido oral

apenas para triagem de individuos infectados atendidos em ambulatorios de regides

com acesso dificil ou com poucos recursos para testes sorologicos.

Recomendagao 2: Dados obtidos no estudo utilizando amostras de SSPF como

substituto ao soro na detec¢cédo dos marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs:

A partir da concordancia entre amostras de SSPF e soro entre individuos
provenientes de ambulatorio e entre aqueles que apresentaram infecgao ativa
pelo HBV na detecgdo dos marcadores HBsAg e anti-HBc recomendamos a
utiizacdo do SSPF na triagem e em estudos de prevaléncia destes
marcadores em ambulatérios de hepatites;

Boa concordancia também foi observada para o marcador anti-HBc entre
individuos vulneraveis, desta forma, recomendamos a utilizacdo do SSPF na
triagem do marcador anti-HBc nesse grupo, tais como, usuarios de drogas
néo injetaveis e profissionais de beleza;

Valores de sensibilidade para o marcador anti-HBs foram melhores entre
individuos que apresentavam altos titulos de anticorpos, desta forma
recomendamos a utilizagdo de SSPF apenas na avaliagdo da resposta

vacinal.

Recomendacgao 3: Dados obtidos nos estudos sobre conhecimento de HVs

A partir dos resultados observados, especialmente entre individuos de areas
carentes, recomendamos a utilizacdo dos resultados como fonte de dados
para projecdo de métodos de intervengdo em saude e politicas de saude
publica, como folheto educativo, palestras em escolas, campanhas de saude,

entre outros.
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10. ANEXOS

10.1. Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa no estudo de

conhecimento nas cidades de Rio de Janeiro e Manaus

@ unNiGrANRIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Dugque de Caxias, 13 de margo de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO
Para Pesquisadora: Livia Melo Villar

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO considerou aprovado o projeto
de pesquisa protocolado sob o n°. 0086.0.317.000-08, “AVALIACAO DO
CONHECIMENTO SOBRE HEPATITES VIRAIS NA POPULACAO BRASILEIRA”,
encontrando-se a referida pesquisa e¢ o Consentimento Livre e Esclarecido em
conformidade com a Resolugdo N.° 96, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de
Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica em Pesquisa solicita a V. S*, que ao término da pesquisa encaminhe a
este comité um resumo dos resultados do projeto, a fim de que seja expedido o certificado

de aprovagdo final.
(%M.zf/? )E X
Prof. Ms Renafo Cerqueira Zambrotti

Coordenador do CEP/UNIGRANRIO

Marcia Kibeird Pedra Fixe
Secretaria do CEP/UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José¢ de Souza Herdy, 1160 — 25 de Agosto - Duque de Caxias — CEP: 25071-202
Tel.: 21 2672-7733 — E-mail: rzambrotti@unigranrio.com.br
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10.2.

populagdes
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DD PROJETO DE PESQLISA

Titulo da Pesquisa: AUMJM;E.O DO CONHECIMENTO SOBRE HEPATITES VIRAIS
Pesquisador: Helena Medina Cruz

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 32340014 5 0000.5248

Instituigao Proponente: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: MINISTERID DA EDVUCACAD
MINISTERIO DA CIEMCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.032.008
Data da Relatoria: 17/04/2015

Apresentagao do Projeto:

As hepatites Virais s&o0 inflamagdes no figado que podem ccomer de forma aguda ou cronica, causando
SEriQs AQravos em sUa JecHTEencia Como ciTose e hepatocarcinoma. Hepatite viral & um termo comumentes
usado para varias doencas clinicamente semelhantes, porém efiologica e epidemiologicamente distintas.
{CDC. 2012). Em sua maioria, s3o0 doengas silencicsas, gque em muitas fases passam despercebidas na
vida das pessoas, até o momento em que os sinais e sinfomas comegam a aparecer & a doenga se
manifesta (Ministério da salde, 2012).

Existemn cinco lipos de Hepatites Virais (A, B. C, D e E) e elas podem ser transmitidas por diferentes vias,
tais quais: via fecal-oral atraves de dgua ou alimentos contaminados que podem transmitir as hepatites A e
E, ou via parenteral, por fluidos corporais contaminados que podem transmitir as hepatites B, C e D
{Ministério da sadde, 2008, Focaceis, 2013). O HAV, HBV & HCV s3o0 os responsaveis pela grande maioria
das formas agudas da infecgdo (Ferreira e Silveira, 2004). As hepatites virais tem grande importincia pelo
numero de individuos atingidos e pela possibilidade de complicagbes {Ministério da salde, 2008). Elas
causam pelos menos 1,4 milhoes de mortes por ano sendo uma das principais causas infecciosas que
levam ao dbito no mundo (WHO, 2014). A distribuicio destas infecgies & universal, sendo que a magnitude
dos diferentes tipos wvaria de

Enderego:  Av. Brasil 4035, Sala 705 (Campus Expansia)
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LIF; R Municiplo: R0 DE JANEIRG
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regiao para regiao.

Mo Brasil, também ha grande variagio regional na prevaléncia de cada hepatite (Ministério da saude, Z008).
Enire as hepatites virais, a infecgdo pelo virus da hepatite A {HAV) € a mais prevalente no nosso meio
devido 45 baixas condighes socioecondmicas e de higiene. Entretantn, nos dltimos anos, a incidéncia desta
doenga tem diminuido devido a melhonas de condigbes de higiene em algumas regifes do Brasil (Vitral et
al., 2008). Apesar da existéncia de uma vacina eficaz contra a hepatite A, esta ainda nao se encontra
disponivel para a populagio, devide ao seu alto custo. Eniretanto as hepatites B & C apresentam graves
problemas de salide plblica no Brasil, devido o auments do ndmero de infecgdes pelo HCV, principalmente
em individuos submetidos a transfustes de sangue e hemoderivados, pois ainda n3o ha uma vacing
disponivel (Gaze et. al., 2008). Com isso, existe a necessidade de aumentar os conhecimentos da
populacdo em geral a fim de reduzir o impacto da disseminagio dessas infecgies. MNeste estudo, serdo
incluidos 1000 individuos, distribuidos enfre as diferentes regifes do Brasil. Os individuos serdo convidados
8 participar do esiudo, podendo, no entanto, se recusarem a participar do mesmo. Antes de iniciarem as
perguntas, os participgntes irdo assinar um termo de consentimento livre e esclarecido permitindo &
utilizagio de suas respostas. Os individuos selecionados para participarem do estudo ser8o encontrados em
diferentes sitluagies, a fim de garantir variedade de informagdes & possiveis lacunas de conhecimento de
um grupo para outro, Os individuos ent3o poderao ser obtidos em comunidades carentes das cidades, em
ambulatorios para acompanhamento e tratamento de hepatites virais, em suas casas, em eventos voltados
para a area da salde, em escolas, entre cutros locais.

Os grupos estudados serdo; Centro de Referéncia com populagio composta por individuos com suspeita de
infeccdo pelos virus das hepatites. O Centro de Referéncia do Rio de Janein recebs individuos residentes
em comunidades situadas na area de Manguinhos, Vila do JoSo, Favela da Maré, entre cutras comunidades
carentes de assisiéncia médica, situadas priximas a estas localidades; Populagdo em geral do Rio de
Janeira com pnpula;:in composta por individuos da pnquﬂl;in em geral residentes da cidade, os
entrevistadores irdo visitar as residéncias guestionando o interesse da participagdo; Individuos residentes na
cidade de Mossa Senhora de Mazare (Fiaui} com populagio composta por individuos da populagdo em geral
residentes da cidade, os entrevistadores ir8o visitar residéncias guestionando o interesse da participagio.
Individuos residenies nas cidsdes de Divinopolis, Palmas e Fortaleza com populagdes composias

Endereqo: Ay, Brasll 4036, Sala 705 (Campus Expansaa)
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por individuos da populagio em geral residentes das cidades. os entrevistadores irfo visitar residéncias,
faculdades, clinicas, hospitais efou ambulatorios questionando o interesse da participagio. A coleta de
dados serd faita mediante & uiilizagio de gquestionario com guestdes fechadas elaborado neste estudo. O
instrumento contern dois questionarios distintos serao aplicados:

1) Questionario destinado para individuos em periodo escolar, podendo ser ou ndoc menor de idade. O
mesmo guestionario sera preenchido pelo aluno duss vezes, uma antes e outra imediztaments apos
apresentagdo de uma palestra com informagdes sobre Hepatites, a fim de verificar se as informagoes s3o
faciimente absorvidas por esse grupo apos a palestra;

2} Questionanio destinade para individuos da populagdo em geral e maiores de idade, que deverd ser
preenchido por um entrevistador imediatamente apos o preenchimento do TCLE sem consulta do

entrevisiado 8 gualguer fonte a fim de werficar o conhecimenio sobre as Hepatites.

Critério de Inolusio:
Coma criteno de inclusao, os individuos poderdo ser de qualquer sexo, idade, cor ou renda e deverao

concordar com o termo de consentimento assinando-o.

Critério de Exclusao:

Individuos serdo divididos em dois subgrupos de trabalho onde apenas o fator idade sera excludente:
1} Individuos em periodo escolar podendo ser menores ou maiores de idads;

2) Individuos da populagSo geral, podendo ser apenas maiores de idade

Obijetivo da Pesquisa:
Hipotese:

A poputag3o em geral do Brasi apresenta lacunas no conhecimento sobre Hepatites Virais.

Objetivo Primario:

Determinar o conhecimento sobre aspectos clinicos, epidemiologicos, transmissio e prevencdo das
hepatites Virais em individuos da populagio em geral.

Objetivo Secundario:

Enderego:  Av. Srasll 4036, Sala 705 (Campus Expansaa)

Balmoc  Manguinhos CEP. 1.040-350
LF: R Municiplo: R0 OE JANEIRD
Toletone: (21j3862-9011 Fax: {21)2561-8615 E-mall  cepfocnziio: focr br
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Determinar o conhecimenio sobre hepatites virais em individuos atendidos em unidades de salde do pais;

Confinuagio do Parecer: 1038558

Determinar o conhecimento sobre hepatites virais em individuos da populagao geral que participam em
eventos de diagndstico sobre hepatites virais @ campanhas de vacinagio para doencgas infectiosas;

Determinar o conhecimento sobre hepatites virais em estudantes de ensino meédio e fundamental antes e
apos a palestra educativa sobre o tema;

Determinar o nivel de conhecimento sobre hepatites virais em relagdo a renda familiar, escolandade, sexo e
gnipo estudado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios foram adequadamente explicilados nessa versao do protocolo e estio de acordo com o
que esta regulamentado na resolugio 40612,

Comentarios e ConsideragDes sobre a Pesquisa:

Em resposta a pendéncias geradas no parecer de nimero 851.3080, datzdo 11 de feversiro de 2015. O
termo de consentimento livre e esclarecido devera ser redigido na terceira pessca @ N30 Na prnmeira, ouw
seja, voroe estd sendo convidado para parficipar deste estudo... As possibilidades de retirada da autorizacSa
e de desligamento da pesquisa dever3o estar claramente mencionadas. A expressdo “uma copia deste
termo™ deverd ser refirada, mencionando que o termo sera assinado em duas vias de igual teor e o

voluntario ficara com exemplar assinado por ele & pela pesquisadora.
Pendéncia atendida.

Pendéncia decorente da suséncia da idenfificagdo clara do{s) risco(s) no TCLE: Os riscos envolvidos neste
estudo n&o foram apresentados no TCLE (nem no Projeto). Cabe ressaltar que de acordo com a Resolucia
CHE 4808/12, considera-se que toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve risco. O dano eventual
podera ser imedialo ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade. Ressalte-se ainda que a
resolugdo define como risco da pesquisa - possibilidade de danos & dimens3o fisica, psiquica, moral,
intefectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma pesquisa e dela
decormente. Solicitamos adequagao. O participante pode

Enderago:  Av. Brasil 4035, Sala 705 (Campus Expansiy)

Balmoc  Manguinhos CEP. 1 .040-360
WF: Ra Municiplo. R0 DE JANEIRD
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ficar constrangido por n3o sabemesponser &5 quesioes, por exemplo.

0 pesquisador afirma que podera ocormer a possibilidade de danos & dimensao fisica, psiguica, moral,
intelectual, social, cultural ou espimiual do ser humano, em gualgquer fase de uma pesquisa e dela
decommente, mas ndo descreve quais s8o os riscos e o que fario para minimiza-kos. Um risco, por exemplo,
pode ser o constrangimento gerado pelo fato do participante ndo conseguir responder as perguntas do
questionario.

Fendéncia nac atendida.
Acresceniar a caria de anuéncia da Universidade Federal de 53¢ Jo3o del Rei.
Pendencia atendida.

Em resposta & pendéncias geradas no parecer de numero 898432 datade de 22 de margo de 2015,

Seguem resposias ao Parecer 098:432, datado de 22 de margo de 20135, referentes ao projeto intitulado
'Avmm;.iu DO CONHECIMENTO SOBRE HEPATITES VIRAIS™ registro CAAE 3B846814.5.0000.5248.
Os itens incluidos nos arguivos: Termo de assentimento do menor versaoc 3.0.docx; Termo de
Consentimento conheciments versao 3.0.doc; Projeto_Flataforma_Brasil Conhecmento_versaa 3.0.doc
apresentam a alteragio solicitada por este Comité em cor vermelha para melhor visualizacio.

1-Os riscos envolvidos neste estudo ndo foram apresentados no TCLE {nem no Projeto). Cabe ressaltar gue
de acordo com & Resolucdo CHNS 468/12, considera-se que toda pesquisa envolvendo seres humanos
emnvolve risco. O dano eventual podera ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade.
Ressalie-se ainda que a resolugio define como risco da pesguisa - possibilidade de danos & dimens3o
fisica, psiquica, moral, intelectusl, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma
pesguisa e dela decomente. Solicitamos adequacdo. O participants pode ficar constrangido por ndo saher
responder as questbes, por exemplo.

Enderego:  Av. Brasll 4038, Sala 705 (Campus Expansaa)

Balrmoc  Manguinhos CEF. 1 .040-360
LiF; R Municiglo. R0 DE JANEIRG
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A solicitagdo foi atendida com a inclusio da informagio dos riscos relacionados a aplicagio do questionarnio

Consinuagiio do Parecer: 1038556

nos armuivos do projeto e dos termos de consentimento e assentimento. Os riscos da pesquisa sao agueles
relacionados a questies sobre nivel de escolaridade e renda econémica que podem gerar constrangimento
a0 participanie da pesquisa. Alam disto, o participants pode ficar constrangido por nSo saber responder as
perguntas sobre o conhecimento das hepatites virais, entretanto estes riscos serSo minimizados pela
aplicacio do guestionario por profissionais treinados onde o sigilo e confidencialidade serdo mantidos. O
participante tamb&ém serd informado que nestas situacdes, ndo ha necessidade de responder a questio
citada.

Pendéncia atendida

Consideragtes sobre os Termos de apresentagac obrigatoriac
Carta resposta a0 CEP Fiocruz;

TERMO DE assentimento menor versao 3 .0;

Termo de Consenfimento Livre & Esclarecido versao 3.0;
Proiocolo versao 3.0

Recomendagoes:
Apresentar relatonios parciais {(anuais) e relatono final do projeto de pesquisa € responsabilidade mdelegavel
do pesquisador principal.

Qualquer modificagio ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciagSo do
CEP Fiocru=tOC.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto, o Comité da Etica em Pesquisa do Instiutn Oswaldo Cruz (CEP FIODCRUZNOC), em sua
203a Reunido (Rieunido extracrdinaria}, reafizada em 28.04.2015, de acordo com as atribuigdes definidas na
Resolugio CHS 466/12, manifesta-se pels aprovacio do projeto de pesquisa proposto.

Enderego:  Av. Brasll 4036, Sala 705 (Campus Expansia)
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Coninuaciio do Parecer: 1038938

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

M&o

Consideragoes 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 & Esclarecido -TCLE apondo sua assinatura na dlima pagina do referido Temo.

0 pesquisador responsavel devera da mesma forma; rubricar todas as fodhas do Termo de Consentimento
Livre & Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na itima pagina do referido Termo.

RiC DE JANEIRO, 28 de Abril de 2015

Assinado por:
Jose Henrique da Silva Pilotto
{Coordenador)

Enderego:  Av. Brasil 4035, 53la T0S (Campus Expansag)

Balmo:  Manguinhos CEP. 2 D40-350
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6.1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do estudo com fluido oral e
SSPF

JE@I@  unpAcAO 0SWALDO CRUZ - o protoporma
i FIOCRUZ/IOC $rasi

Irangruna Orvaaliba Crui

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Padronizagio de testes de diagnostice da infeccdo pelos virus das hepatites B e C em
amastras de saliva
Pesquisador: LIVIA MELO VILLAR
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 34055514 0.0000.5248
Instituigio Proponente: Fundagio Oswaldo Cruz - FIDCRUZNOC

Patrocinador Principal: Fundagio Oswaldo Cruz - FIDCRUZIOC
Consefho Nacional de Desenvolvimento e Tecnologia
FUM CARLOS CHAGAS F. DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DO RIO DE
JANEIRD - FAPERJ

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 880.582
Data da Relatoria: 17/11/2014

Apresentagio do Projeto:

A pesquisadora principal informa gue atualmente o diagnostice da infecgio pelo HBV & HCV & feito por
meio de testes sorologicos e moleculares. A coleta de amostras de sangue & necessaria para realizagdo de
testes sorologicos e estabelecimento do diagnostico etivlégico da infecgio pelo HBY e HCV. Entretanto a
coleta de amostras de sangue requer a pungdo venosa que & dolorosa e necessita de pessoal treinado. A
aceitagdo geral da coleta de amostras de saliva e sangue seco em papel de filtro & muito maior em toda
comunidade e isto facilitaria as investigagies e o acompanhamento do tratamento. Deste modo, a detecgdo
de marcadores de infecgo pelo HBY & HCV utilizando saliva e sangue seco em papel de filino pode ser uma
ferramenta de importancia epidemiclogica, chnica e economica. Para tanto, a pesquisadora propoe consulia
em prontuirios de pacientes criundos de diversas Instituigies coparticipantes, o que sera de
responsabilidade dos pesquisadores do estudo em colaboragdo com os medicos das instituigdes parceiras,
gque segunda ela, mantera a privacidade e sigile dos participantes. Serdao, também, abordados

pessoalmente, sendo recrutados 8.200 individuos participantes da pesguisa.

Endereqo:  Av. Brasll 4036, Sala 705 (Campus Exparsao)
Balmo:  Manguinha CEP:

UF Ry B Municipio: RHD DE JANEIRO
Telefons: [21)3882-8011 Fax  (21)2561-4813 E-mall: copfiocruzgiod. Nocruz br

21.040-380
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Continuaglo do Farecer: 889,557

Objetive da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Padronizar a detectio de marcadores de hepafite B e C em saliva e sangue seco em papel de filtro.

Objetivos Secundarnios:
1- Padronizar a detecgdo de anticorpos totais antiFHCW em amostras de saliva 8 SCPF utilizando um

ensaio imunoenzimatico comercial.

2- Padronizar a detecgdo de anticorpos anti-HBs, anticorpos anti-HBc. e antigeno HBs em amostras de
saliva & SCPF utilizando um ensaio imunoenzimatico comercial.

3- Padronizar a deteag-ﬁﬂ do RMA do HCW em amostras de saliva e SCPF utilizando testes moleculares
qualitativos e quantitativos.

4- Padronizar a de-tecl;ﬁu do DMA do HBV em amosiras de saliva e SCPF utilizando testes moleculares
qualitatives e quantitativos

5- Determinar a correlagio entre a presenga de anticorpos anti-HCW e RMNA do HCV encontrados nas
amostras de soro e saliva & SCPF a fim de verificar a utilidade destas amosiras para o diagnoestico da
infecgdo pelo HOW.

G- Determinar a comelagdo entre a presenga de anficorpos e antigens do HEVY e o DNA do HEV enconfrados
nas amosiras de som e saliva e SCPF a fim de verificar a ufilidade destas amostras para o diagnostico da
infecgao pela HEW.

T- Detectar a presenga do replicativo intermedidnio de HCV nas amostras positivas pela técnica de PCR a
fim de verficar se a saliva possui a forma replicativa do virus o que seria muito importante para estudar a
possibifidade de transmissao do virus por este fluido biologico.

8- Realizar a analise do polimorfismo dos genes IL28B e ITPA em amostras pareadas de soro e saliva de

individuos infectados pelos virus das hepatites B e C a fim de verificar a ufilidade da saliva para realizagio
destas analises.

Emderego.  Av. Brask 4036, Safa 705 (Campus Expansan)

Balmo: Manguinhos CEP. 21.040-360
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8- Determinar o coletor de saliva mais apropriado para realizago de testes de detecgio e quantificagio do
HBV DMA e HCV RMA.

10- Padnonizar a detecgdo dos marcadores HBsAg e anti-HCV em amostras de saliva & S5PF utilizando um
ensaio imuncenzimatico in house.

11- Investigar a presencga do HEV DNA e suas formas replicativas (cccDNA e pgRNA) e do HCV RNA (fita
positiva & negativa) utilizando PCR em tempo real em amostras de soro, saliva e S5PF de pacientes com
HBW e HCW.

12- Realizar o sequenciamento nucleotidico da regifo dos genes da polimerase e de superficie do HBV em
amosiras de soro, saliva e 55PF em pacientes com hepatite B a fim de avaliar a utiidade da saliva e 35PF
para determinagioc do gendtipo viral, detecgdo de mutagdes que conferem resisténcia a farmacos e

caracterizagio do grau de compartimentalizagio do HBV em termos de quasispécies virais.

13- Realizar o sequenciamento nucleotidico da regiao dos genes NS3/4A, NS5A, NSSB do HCV em
amaostras de soro, saliva e S5PF em pacientes com hepatite C a fim de avaliar a utilidade da saliva e S5PF
para determinagdo do gendtipo viral, detecgio de mutagbes que conferem resisténcia a farmacos e
caracterizagio do grau de compartimentalizagio do HBV em termos de quasispécies virais.

14- Awvaliar a dindmica das quasispécies do HBV e do HCV em pacientes com hepatite B ou hepatite C antes
do tratamento e seis meses apds o inicio do tratamento no caso da hepatite B & seis meses apos o fim do
tratamento no caso da hepatite C.

15- Avaliar a aplicabilidade da saliva e do S5PF para detecgdo do HEBV DMA em pacientes com hepatite B
oculta.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Segundo a pesquisadora principal, os possiveis fiscos e desconfortos sao aqueles relacionados

Enderago:  Av. Brasl 4036, S3ia 705 (Campus Expansio)

Balmo:  Manguinhas CEP: 24.040-360
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com a retirada rofineira de sangue, dor ou rouxidio no local que serSo controladas por uma coleta de
sangue realizada dentro das normas de biosseguranga.

Beneficios:

Obter resultado de exames laboratoriais para Hepatite B e C que serdo enfregues acompanhados de
esclarecimentos sobre o significado dos resultados de maneira confidencial e ser emcaminhado para
unidades de sadde, nos casos em que o tratamento da hepatite se fizer necessario.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
O projeto esta suficientemente claro, bem fundamentado, sem necessidade de ser encaminhado para a
COMEP. O estudo proposto & pertinente e possui valor cientifico.

A pesquisadora principal fez os ajustes necessarios, tornando o projeto em conformidade & Resolugio
CMNS 488/12.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram anexados:

1- Termo de anuéncia das Instituiges coparticipantes; 2- CV' dos membros da equipe; 3- Projeto Detalhado;
4- TCLE: 5- Parecer do CEP Fiocruz de 2008; 8-Regulamento do Biomepositorio LAHEP +2 16812, 2013; 7-
Termo de Compromisso e sigilo dos pesguisadores envolvidos na pesquisa e 8- Termo de anuéncia das
instituigdes parceiras autorizando a consulta nos prontudrios.

Recomendagtes:
Recomenda-se que cada localidade tenha o enderego do pesquisador colaborador local e ndo todos no
mesmo TCLE como o apresentado pela pesquisadora principal. Por exemplo:

a) para os participantes do Hespital Geral de Bonsucesso, Ministénio da Salde seria o enderego do Dr Jodo
Luiz Pereira e o enderego-Av Londres §16, Bonsucesso, 21041-030 - Rio de Janeiro, RJ — Brasil Telefone:
(21) 38770620,

b} para os participantes de Tocantis seria o enderego do Dr Flavio Augusto Milagres — UFT-
Consultario.

802 Sul, Av Ns 02, conj. 02, Lt 08, Plano diretor Sul 77022008 - Palmas, TO —
Brasil,

Enderego: Av. Brasl 4036, Saia 705 {Campus Expansio)

Balmo:  Manguinhos CEP: 1.040-360
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Telefone: (B3) 32142985,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequaghes:
Os ajustes solicitados foram realizados pela pesquisadora principal, estando citados ponto 8 ponto na
carta de 24 de setembro de 2014 anexada & Plataforma Brasil. A saber:

1- Foi esclarecido gque o Dr. Christiam Miel ndo participa do projeto. A pesquisadora principal explicou que;
por ter assinado a folha de rosto do projeto original como diretor do Instituto Oswaldo Cruz, as
correspondéncias eram encaminhadas em mome da Dra Livia Villar e do Dr Niel.

2- A pesquisadora principal esclareceu que o presente projeto estd em andamento desde 2008 & que
relatérios parciais, assim como a promogagio do prazo do projeto ja foram enviados em data anterior &
Plataforma Brasil.

3- Foram incluidos os Termos de Compromisso e sigilo dos membros da equipe

4- Foi esclarecido o porqué dos Termos de anuéncias das Instituigies coparticipantes terem datas
diferentes, sendo gque foram anexados alguns termos de anuéncia com datas recentes, assim como os
Temos de Compromisso e sigilo de todos o5 responsaveis pelas Instituigdes participantes.

5- Os objetives do Projeto Detalhado e os do PE_INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO foram ajustados
de modo que os mesmos cbjetivos estavam presentes. nos dois campos.

8- TCLE:

a) Foram realizadas alieragbes, que deixam claro que a participagSo do individuo sera isenta de despesas
e, sendo voluntaria, ndo existird remuneragio ou vinculo empregaticio.

b} Foram incluidos os enderegos e ndmere dos telefones dos pesquisadores responsaveis por cada
unidade coparticipante, conforme solicitade pelo CEP Fiocruz/1OC.

7- Com relagio aos prontuarios:

a) Foi esclarecido que a consulta aos prontuarios sera feita pelos membros do estudo, gue assinaram o
termo de compromisso e sigiko. A consulta sera feita no respectivo centro sob

Enderego.  Av. Brasl 4036, Saia 705 {Campus Expansio)

Balmo:  Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipla: RED DE JANEIRD
Talefons: |21)3682-5011 Fax {21)2561-4815 E-mall; cepfiocnuziiios focne or

Prigiren 4 o (37
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supervisao do médico responsavel pelo centro.

b}Esclareceu ainda que, os dados serdo armmazenados em banco de dados do Microsoft Office & mantidos
sob guarda do coordenador do projeto.

c}A pesquisadora informou que os dados coletados serdo codificados de modo a manter o sigilo e
privacidade de cada participante.

d}Os responsaveis pelos hospitais forneceram os termos de anuéncia para o desenvolvimento do estudo, o
que inclui a anuéncia para coleta de dados nos prontudrios.

B- A pesquisadora informou como foi estimada a amostra a ser utilizada no estudo.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

M3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Institutc Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/10C), de acordo
com as atribuigtes definidas na Res.CNS 486/12, manifesta-se por APROVAR, ad referendum, o projeto da
forma como foi apresentado apds a inclusSo das pendéncias supracitadas, o que foi cumprido.

Apresentar relatdrios parciais (anuais) e relatdrio final do projeto de pesguisa & responsabilidade
indelegavel do pesquisador principal.

CQualguer modificacio ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta devera ser submetida & apreciacdo do
CEP Fiocnuz/IOC.

O participante da 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 dltima pagina do referido
Terma.

Enderego: Av. Brasl 4036, Sala 705 (Campus Expansdo)

Bailrmo:  Manguinhos CEP: 71040360
UF: R Municiplo:  RID DE JANEIRD
Talefone: (21)3582-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: cephiocruzioc focne br

Prisgira 8 e 7
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0 pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre & Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na diima pagina do referido Termao.

R DE JANEIRC, 27 de Movembro de 2014

Assinado por:
Maria Regina Reis Amendoeira
[{Coordenador)

Endarago: A, Brask 4036, Sala 705 (Campus Expansio)

Balmo:  Manguinhios CEP: 71.040-350
UF: RJ Municiplo: RO DE JANEIRD
Telsfone: {21)3682-0011 Fac {21)2561-4815 E-mall: cepfocnuzifioc focne or

Prigiren T i 37

209



11. APENDICES

11.1. Termo de consentimento livre esclarecido estudo com fluido oral

o INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Ministério da Saide
M LABORATORIO DE HEPATITES VIRAIS
FIOCRUZ
Cruz Rua Leopoldo Bulhdes, n° 1480, CEP: 21041-210

Pav. Hélio e Peggy Pereira, Bloco A (Térreo), Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Institui¢do: Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Padronizacdo De Testes De Diagnostico Da Infec¢@o Pelos Virus Das Hepatites B e C Em
Amostras De Saliva

Pesquisador: Dra. Livia Melo Villar

Como voluntario, o (a) Sr. (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa realizada pelo Laboratorio de
Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz sob a coordenagéo da Dra. Livia Melo Villar. O objetivo
da pesquisa ¢ padronizar o diagndstico da infecgdo pelos virus das hepatites B e C através de testes realizados em
saliva e sangue em papel de filtro.

Este documento pretende fornecer a (0) Sr. (a) informagdes sobre o problema de saiude em

estudo, detalhando os procedimentos, exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. O (a)
Sr.(a) possui a liberdade de recusar a participar da pesquisa ou retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo e sem prejuizo ao seu cuidado.

Os investigadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em qualquer publicacdo resultante de informagdes
obtidas durante o estudo. Os exames e procedimentos aplicados sdo gratuitos. O (a) Sr. (a) recebera todos os
cuidados médicos adequados para o controle dos efeitos colaterais que possam ocorrer em conseqiiéncia de sua
participac@o na pesquisa.

Antes de assinar este termo, o Sr.(a) sera informado plenamente sobre a pesquisa, ndo hesitando em formular
perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das seguintes
condig¢des:

1. Exames e procedimentos que serdo realizados: o voluntario serd submetido a coleta de sangue e
saliva. Serdo coletados 8 ml de sangue por puncdo venosa periférica e 1 ml de saliva utilizando um
coletor comercial pelos técnicos especializados do Grupo de Atendimento para Hepatites Virais
(IOC/FIOCRUZ). Também serdo coletadas amostras de sangue em papel de filtro que serdo coletadas
por puncdo digital com lanceta e aplicadas em papel de filtro Whatmann 903. Alternativamente, as
amostras de sangue total obtidas por pungdo venosa serdo aplicadas em papel de filtro Whatmann 903.

2. Beneficios: Obter resultado de exames laboratoriais para Hepatite B ¢ C que serdo entregues
acompanhados de esclarecimentos sobre o significado dos resultados de maneira confidencial. O (a) Sr.
(a) também serd encaminhado para unidades de saude do Estado do Rio de Janeiro, nos casos em que o
tratamento da hepatite se fizer necessario. Esta pesquisa poderd ndo trazer beneficios imediatos para o
meu acompanhamento clinico, mas podera auxiliar no desenvolvimento de métodos inovadores para o
diagnostico da infecgdo pelos virus das hepatites B e C.

3. Inconvenientes: Caso seja necessario, o (a) Sr. (a) sera contatado por um dos membros da pesquisa que
ira perguntar se o (a) Sr. (a) esta disposto a doar nova amostra de sangue. O (a) Sr. (a) estara livre para
recusar esta solicitagao.

4. Riscos potenciais conhecidos até o dia de hoje: Os possiveis riscos ¢ desconfortos sdo aqueles
relacionados com a retirada rotineira de sangue, dor ou rouxiddo no local que serdo controladas por uma
coleta de sangue realizada dentro das normas de biosseguranga.

5. Garantia de esclarecimentos: Todos os esclarecimentos sobre a metodologia da pesquisa antes ¢
durante o desenvolvimento da mesma serdo realizados pela equipe da Pesquisa.

6. Utilizagcdo para estudos futuros: O material bioldgico coletado, apds exames, serd estocado, podendo
ser usado posteriormente, em outras pesquisas com fins semelhantes, mas somente apds a avaliagao,
pelo Comité de Etica em Pesquisa, que podera dispensar a assinatura de um novo Termo de
Consentimento, todavia mantendo sempre a identidade do doador em sigilo;
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Eu, (nome do(a) paciente),
abaixo identificado(a) e firmado(a), declaro ter sido informado(a) claramente sobre todas as indicagdes e riscos
relacionados a coleta de sangue e saliva.

Os termos médicos foram explicados e todas as minhas dividas foram esclarecidas pelo pesquisador

(nome do pesquisador).

Expresso também minha concordancia e espontianea vontade em submeter-me ao referido procedimento (coleta
de sangue e saliva).

Entendi que minhas informagdes pessoais poderdo ser revistas por pessoas devidamente autorizadas para
conduzir a pesquisa, porém serdo estritamente CONFIDENCIALIS e, de forma alguma, poderdo tornar-se
publicas.

Assim, declaro que:

- Fui claramente informado a respeito dos beneficios que a pesquisa pode trazer na avaliagdo dos resultados dos
exames usados no diagndéstico das hepatites virais.

- Fui também claramente informado a respeito dos potenciais riscos relacionados a coleta de sangue para a
realizacdo desses exames.

() Autorizo a coleta, o depdsito, o armazenamento e a utilizacdo do material bioldgico coletado.

() Nao autorizo o armazenamento da minha amostra para estudos futuros.

Os novos exames que podem ser realizados levardo mais informac¢des sobre as hepatites virais e aspectos
relacionados. Além disto, o Sr. (a) tem o direito de receber os resultados destes novos exames, caso tenha
interesse, pedimos que deixe um telefone de contato:
Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera submetida para aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP);

Paciente: RG do paciente:

Sexo do paciente: () Masculino () Idade: Telefone: ()
Feminino

Endereco: Cidade: CEP:

Responsavel legal (quando for o caso):
RG do responsavel legal:
Assinatura do paciente ou do responsavel legal:
Pesquisador Responsavel: Livia Melo Villar RG:11403613-0/IFP
Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode entrar em contato
com o pesquisador relacionados acima:
Laboratorio de Hepatites Virais, fone 2562-1918.

(local e data)

Testemunha: (nome completo)
(assinatura)

Assinatura do pesquisador responsavel.
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11.1. Termo de consentimento livre esclarecido estudo de conhecimento

Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

>

y

y

FIOCRUZ

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de pesquisa: “Avaliacdo do conhecimento sobre hepatites virais na populagdo brasileira”
Instituigdo: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Investigadora Principal: Dra. Livia Melo Villar

O (A) Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo que ira avaliar o nivel de conhecimento sobre as
hepatites virais na populagio brasileira.

Este documento pretende fornecer a (o) Sr. (a) informagdes sobre o estudo, detalhando os beneficios e riscos
potenciais. O (A) Sr. (a) podera recusar-se a participar da pesquisa sem que este fato venha lhe causar qualquer
constrangimento. Os investigadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em qualquer publicagdo resultante de
informagdes obtidas durante o estudo.

Antes de assinar este termo, o Sr. (a) deve informar-se plenamente sobre a pesquisa, ndo hesitando em formular
perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das seguintes condigdes:
Objetivo da pesquisa: Avaliar o nivel de percepciio sobre hepatites virais na populagdo brasileira para definir os
conhecimentos e dificuldades sobre o tema a fim de definir estratégias para fornecer informacées sobre hepatites
virais.

Procedimentos. Sera realizada a aplicacdo de questionario para cada individuo contendo questdes fechadas sobre
diversos aspectos ligados as hepatites virais.

Registro de imagens (fotos e videos): a ser utilizado exclusivamente com fins académicos, incluindo publica¢des dos
resultados obtidos através de veiculos de divulgagéo cientifica.

Beneficios: Obter informagdes sobre hepatites virais assim como avaliar o seu nivel de conhecimento sobre o assunto.

Riscos potenciais conhecidos até o dia de hoje: Os riscos potenciais da pesquisa sdo aqueles relacionados a questdes sobre
nivel de escolaridade e renda econdmica que podem gerar constrangimento a vocé. Além disto, vocé pode ficar constrangido
por nao saber responder as perguntas sobre o conhecimento das hepatites virais. Entretanto estes riscos serdo minimizados
pela aplicag@o do questionario por profissionais treinados onde o sigilo e confidencialidade serfio mantidos. Caso sinta algum
constrangimento, vocé nio precisa responder a questio.

Eu , declaro estar ciente do inteiro teor deste termo de consentimento e
devidamente esclarecido sobre os objetivos da investigagdo e da necessidade e importancia da coleta de informagdes sobre
hepatites virais entre a populagio geral para melhorar o nivel de conhecimento sobre o assunto. Declaro ainda, pois, dar
consentimento para participar da coleta de informagdes sobre hepatites virais através de questionario. Pesquisadores da area
de saude, treinadas e qualificadas dardo prosseguimento ao procedimento, observando os principios bioéticos, além de sigilo
da identidade.

O termo sera assinado em duas vias de igual teor e o voluntario ficara com exemplar assinado por ele e pela
pesquisadora a outra via permanecera registrada nos arquivos da Fundagdo Oswaldo Cruz.

Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode entrar em contato com a
pesquisadora Dra. Livia Melo Villar - Laboratdrio de Hepatites Virais, fone 21 2562-1918, enderego: Av. Brasil, 4365,
Manguinhos — RJ.

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP Fiocruz/IOC. Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansio)
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360Tel.: (21) 3882-9011 Tel/Fax: (21) 2561-4815
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br Skype: cep_fiocruz_ioc,
nos seguintes horarios: de segunda a sexta-feira, de 8 as 17:00 horas.

(local e data)

Nome do voluntario: ID:
Endereco do voluntario: Bairro:

Cidade: CEP - Telefone:
Responsavel legal (quando for o caso): ID:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Assinatura da testemunha Assinatura do investigador
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11.2. Termo de consentimento livre esclarecido para estudo com SSPF

Ministério da Satde Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz

FIOCRUZ Instituto Oswaldo Cruz

Fundagdo Oswaldo Cruz Laboratério de Hepatites Virais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituigdo: Laboratorio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz
Projeto de Pesquisa: Avaliacdo de Marcadores do virus da hepatite B e C obtidos em papel de filtro armazenados
em diferentes condi¢cdes ambientais
Pesquisador: Dra. Lia Laura Lewis-Ximenez ¢ Livia Melo Villar

Como voluntario, o (a) Sr. (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa realizada pelo Laboratério de
Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz sob a coordenagao da Dra. Livia Melo Villar. O objetivo
da pesquisa ¢é padronizar o diagnostico da infec¢do pelos virus das hepatites B e C através de testes realizados em
sangue em papel de filtro.

Este documento pretende fornecer a (o) Sr. (a) informagdes sobre o problema de saiude em

estudo, detalhando os procedimentos, exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. O (a)
Sr.(a) possui a liberdade de recusar a participar da pesquisa ou retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo e sem prejuizo ao seu cuidado.

Os investigadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em qualquer publicacdo resultante de
informagdes obtidas durante o estudo. Os exames e procedimentos aplicados sdo gratuitos. O (a) Sr. (a) recebera
todos os cuidados médicos adequados para o controle dos efeitos colaterais que possam ocorrer em conseqiiéncia
de sua participag@o na pesquisa.

Antes de assinar este termo, o Sr.(a) sera informado plenamente sobre a pesquisa, ndo hesitando em
formular perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das
seguintes condigdes:

Exames e procedimentos que serdo realizados: o voluntario sera submetido & coleta de sangue. Serdo
coletados 8 ml de sangue por pungdo venosa periférica pelos técnicos especializados do Grupo de Atendimento
para Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ). Também serdo coletadas amostras de sangue em papel de filtro que
serdo coletadas por pung¢do digital com lanceta e aplicadas em papel de filtro Whatmann 903. Alternativamente,
as amostras de sangue total obtidas por puncdo venosa serdo aplicadas em papel de filtro Whatmann 903.
Beneficios: Obter resultado de exames laboratoriais para Hepatite B ¢ C que serdo entregues acompanhados de
esclarecimentos sobre o significado dos resultados de maneira confidencial. O (a) Sr. (a) também serd
encaminhado para unidades de saude do Estado do Rio de Janeiro, nos casos em que o tratamento da hepatite se
fizer necessario. Esta pesquisa podera ndo trazer beneficios imediatos para o meu acompanhamento clinico, mas
podera auxiliar no desenvolvimento de métodos inovadores para o diagnostico da infec¢do pelos virus das
hepatites B e C.

Inconvenientes: Caso seja necessario, o (a) Sr. (a) sera contatado por um dos membros da pesquisa que ird
perguntar se o (a) Sr. (a) esta disposto a doar nova amostra de sangue. O (a) Sr. (a) estara livre para recusar esta
solicitagdo.

Riscos potenciais conhecidos até o dia de hoje: Os possiveis riscos e desconfortos sdo aqueles relacionados
com a retirada rotineira de sangue, dor ou rouxiddo no local que serdo controladas por uma coleta de sangue
realizada dentro das normas de biosseguranca.

Garantia de esclarecimentos: Todos os esclarecimentos sobre a metodologia da pesquisa antes e durante o
desenvolvimento da mesma serdo realizados pela equipe da Pesquisa.

Utilizacio para estudos futuros: O material bioldgico coletado, apds exames, sera estocado, podendo ser usado
posteriormente, em outras pesquisas com fins semelhantes, mas somente ap6s a avaliagdo, pelo Comité de Etica
em Pesquisa, que podera dispensar a assinatura de um novo Termo de Consentimento, todavia mantendo sempre
a identidade do doador em sigilo;

Eu, (nome do(a)
paciente), abaixo identificado(a) e firmado(a), declaro ter sido informado(a) claramente sobre todas as indicagdes
e riscos relacionados a coleta de sangue e saliva.

Os termos médicos foram explicados e todas as minhas duvidas foram esclarecidas pelo pesquisador
(nome do pesquisador).
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Expresso também minha concordancia e espontanea vontade em submeter-me ao referido procedimento
(coleta de sangue e saliva).

Entendi que minhas informagdes pessoais poderdo ser revistas por pessoas devidamente autorizadas
para conduzir a pesquisa, porém serdo estritamente CONFIDENCIALIS e, de forma alguma, poderdo tornar-se
publicas.

Assim, declaro que:

- Fui claramente informado a respeito dos beneficios que a pesquisa pode trazer na avaliagdo dos
resultados dos exames usados no diagnostico das hepatites virais.

- Fui também claramente informado a respeito dos potenciais riscos relacionados a coleta de sangue
para a realizagdo desses exames.

() Autorizo a coleta, o depdsito, o armazenamento e a utilizagdo do material biologico coletado.
() Nao autorizo o armazenamento da minha amostra para estudos futuros.

Os novos exames que podem ser realizados levardo mais informacdes sobre as hepatites virais e aspectos
relacionados. Além disto, o Sr. (a) tem o direito de receber os resultados destes novos exames, caso tenha
interesse, pedimos que deixe um telefone de contato:
Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera submetida para aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP);

Paciente: RG do paciente:
Sexo do paciente: () Masculino ( Idade: Telefone: ( )
) Feminino
Endereco: Cidade: CEP:

Responsavel legal (quando for o caso):
RG do responsavel legal:
Assinatura do paciente ou do responsavel legal:
Pesquisador Responsavel: Livia Melo Villar RG:11403613-0/IFP

Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode entrar em contato
com o pesquisador relacionados acima:
Laboratorio de Hepatites Virais, fone 2562-1918.

(local e data)

Testemunha: (nome completo)

(assinatura)

Assinatura do pesquisador responsavel.
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11.3. Questionario Socio demografico

R INSTITUTO OSWALDO CRUZ
M LABORATORIO DE HEPATITES VIRAIS
FIOCRUZ Rua Leopoldo Bulhdes, n® 1480, CEP: 21041-210
; FundacSo Gswaldo Cruz Pav. Hélio e Peggy Pereira, Bloco A (Térreo), Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ
P1) | Data de Nascimento: / / P2) Profissao: P3)Idade:
P4) | Sexo: () 1.Masculino () 2.Feminino
P5) | Estado Civil: () 1.Casado () 2. Solteiro () 3. Unido estavel
P6) | Cor: () 1.Branco () 2.Negro () 3.Asiatico
P7) | Escolaridade ()4.EF(1°grau) incompleto () 8.ESincompleto
() 1.Analfabeto ()5.EM(2°grau)completo () 9.Curso de P6s-Graduacao completo
() 2.Educacao Infantil () 6.EM(2°grau) incompleto | () 10. Curso de Pos-Graduagdo incompleto
() 3.EF(1°grau)completo | () 7.EScompleto
P8) | Altura (cm):
P9) | Massa (Kg):
P10) | Pressao Arterial:
P11) | Cincunferencia Abdominal:
P12) | A renda de sua familia esta em torno de quantos salarios minimos (salario minimo = R$ 510,00)?
()1.Nenhum ()2. Menosde 1()3.1a3()4.4a6()5.7a9()6.10a 12 ()7. Mais de 12
P13) | Vocé alguma vez ja ficou com a pele e os olhos amarelos e/ou urina muito escura ( cor de ‘cha preto’
ou ‘coca-cola’ ou teve hepatite confirmada por exame de sangue?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo se lembra
P14) | No caso de ter hepatite, ja fez ou faz uso de algum medicamento para hepatite?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P15) | Vocé ja foi vacinado contra Hepatite B ? ( )
1. Sim ( ) 2.Nao () 3. Néo sabe () 4. Nao quis responder
P16) | No caso de ter sido vacinado, quantas doses tomou?
( )1.3 doses ( )2.2 doses ( )3. 1 dose ( )4. Nao quis responder ( )5. Nao sabe ()6. Nao foi vacinado
P17) | Vocé ja foi submetido(a) a transfusdo de sangue ou plasma?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P18) | Foi transfundido antes de 1994?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P19) | Vocé ja fez hemodidlise?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P20) | Vocé tem alguma tatuagem no corpo?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P21) | Vocé tem algum piercing no corpo?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P22) | Vocé ja furou a orelha para colocar brincos?
( ) 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P22) | Vocé ja furou a orelha para colocar brincos?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P23) | Vocé ja fez acupuntura?
( ) 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P24) | Vocé ja cuidou das unhas na manicure?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P25) | Usou o seu proéprio alicate?
() 1. Sim, usou () 2. Ndo, ndo usou ( ) 3. Nao freqiienta manicure
P26) | O alicate que usava era esterilizado?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder
P27) | Ja fez depilacao em salao de beleza?
( ) 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder
P28) | Os materiais eram descartaveis ou esterilizados?
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() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P29)

Vocé ja compartilhou laminas ou gilete com outra pessoa?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Ndo quis responder

P30)

Vocé ja compartilhou escova de dentes com outra pessoa?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P31)

Vocé ja fez algum tipo de tratamento dentario (extragao, canal, cirurgia gengival, implante)?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P32)

Vocé ja foi atendido, por qualquer motivo, em alguma unidade de emergéncia ou urgéncia e mantido
com acesso venoso ou recebeu medicamento(s) injetavel(is)?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P33)

Vocé ja fez uso de algum tipo de droga ilicita injetavel ou inalatoria?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P34)

Com que freqiiéncia faz uso de drogas?
() 1. Frequentemente ( ) 2. Raramente ( ) 3. N&do sabe ( )4. Nao quis responder( ) 5. De vez em quando

P35)

Qual o tipo de droga? X
() 1. Cocaina () 2.Heroina () 3.Crack () 4. Extase () 5. Outra () 6. Nao sabe () 7.Néo quis responder

P36)

Ja compartilhou agulha, seringa, canudo ou outro objeto com outra pessoa?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P37)

Qual a sua orientacio sexual?
( )1.Heterossexual () 2.Homossexual () 3.Bissexual () 4.Ndo sabe ( )5.Ndo quis responder

P38)

Vocé ja teve relacio sexual com alguém?
() 1.Sim ( )2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P39)

Qual o numero de parceiros (as) por ano?
() I.Menos de 5 () 2.entre 6-10 () 3. Mais de 10 () 4. Fixo () 5. Nao sabe ( ) 6. Nao quis responder

P40)

Com que freqiiéncia faz uso de camisinha?
() 1. Sempre () 2. Nunca () 3. Raramente ( ) 4. De vez em quando ( ) 5. Frequentemente () 6. Ndo sabe
() 7. Nao quis responder

P41)

Vocé ja fez sexo oral? ( ) 1. Sim () 2. Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P42)

Vocé ja fez sexo anal? () 1. Sim () 2. Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P43)

Qual foi o tipo de sexo anal?
() 1. Insertivo () 2. Receptivo () 3.Nao sabe () 4. Nao quis responder

P44)

Houve sangramento durante? ( ) 1. Sim () 2. Nao () 3. Nio sabe () 4. Nao quis responder

P45)

Houve ejaculagio?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder () 5. Nao se aplica

P46)

Vocé ja teve relacao sexual com parceiro (a) com hepatite viral ou AIDS?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P47)

De que tipo?

P48)

Vocé ja teve contato dentro de casa com alguém com hepatite viral ou AIDS?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P49)

Voceé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel ou venerea?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P50)

Qual?

P51)

Voce ingere bebida alcodlica?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P52)

Com que freqiiéncia ingere bebida alcodlica?
( ) 1. 1x semana () 2. 2x semana () 3. 3x semana () 4. 4x semana () 5.5x ou mais/semana

P53)

Toma algum medicamento regularmente?
() 1.Sim () 2.Nao () 3. Nao sabe () 4. Nao quis responder

P54)

Qual medicamento?
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11.4. Questionario sobre conhecimento das Hepatites Virais no estudo

nas cidades do Rio de Janeiro e Manaus

Name: Gender: Male Female Age: years
Education level: Illiterate Primary school Secondary school College
Family income: Low Intermediate High

Occupation City of residence:

1. What geographic.l region of Brasil has more individuals infected by hepatitis?

a) South b) North ¢) Northeast d) Midwest ¢) Do not know

2. Which are the agents that cause hepatitis? a) Virus b) Viruses and bacteria

¢) Alcohol and drugs d) all items cited before e) do not know

3. Is there? a) Hepatitis A b) Hepatitis B ¢) Hepatitis C d) Hepatitis D e) Hepatitis E f) do not know
4. Hepatitis can be spread by seafood: Yes No do not know Whichare

5. Hepatitis can be spread by Blood: Yes No do not know Whichare

6. Sexual contact can spread hepatitis  Yes No do not know Whichare

7. Hepatitis can be spread by water or vegetables without treatment ~ Yes No do not know Which are
8. Which of the groups below present elevated risk of acquiring viral hepatitis

a) Person who work in clinical analysis laboratory =~ yes no do not know

b) Person who work in hospitals yes no do not know

c¢) Person who use drugs yes no do not know

d) Person who had tattoos or piercings yes no do not know

9. Viral hepatitis can be diagnosed by

a) blood test yes no do not know

b) Urinalysis yes no do not know

c) Biopsy yes no do not know

d) ultrasonography and X-ray yes no do not know

10. Symptoms of viral hepatitis could be:

A person can be infected with hepatitis and not have any symptoms yes no do not know
Symptoms can appear after years post infection yes no do not know

Fever yes no do notknow

Jaundice yes no do not know

11. Viral hepatitis complications could be:

a) cirthosis yes no do not know

b) Liver Cancer yes no do not know

¢) loss of body movements yes no do notknow

d) bleeding from the mouth yes no do not know

e) blood in stool yes no do not know

12. Viral hepatitis can be cured yes no do not know

13. There are vaccines for viral hepatitis yes no donotknow  Whichare

14. You can’t have the same hepatitis more than once ~ yes no do not know

15. Do you know the differences between acute and chronic hepatitis yes no do not know
16. HAV and HEV can be prevented by

a) Septic tanks and sewerage system yes no do not know

b) piped water yes no do not know

¢) providing vaccine for HAV yes no do not know

17. HBV and HCV can be prevented by

a) Screening of blood donors without hepatitis yes no do not know

b) use of condoms yes no do not know

¢) providing vaccine to HBV and medicines to HCV. yes no do not know
d) All answers above yes no do not know

18. Viral hepatitis can be prevented by

a) MMR vaccine yes no do not know b) BCG vaccine yes no do not know

¢) polio vaccine yes no do not know

19. How can you collaborate in the control of viral hepatitis?

a) Teaching what you learned about the disease to the people who frequent the same places you got infected yes no do not know

b) Informing to your family and colleagues to search for a health service yes no do not know
c) Informing family and colleagues to buy and take good medicine to inactivate the virus yes no do not know
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11.5. Questionario sobre conhecimento das Hepatites Virais no estudo de

diferentes populagdes

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Rl it LABORATORIO DE HEPATITES VIRAIS
B ehacantdn Crux | P43 Leopoido Bulhes, n® 1480, CEP: 21041-210

Pau. Hélio & Pepgy Pereira, Bloco A (Témen), Manguinhos, Rio de Janeiro, R

QUESTIONARIO DE AVALIACAD DO CONHECIMENTO SOBRE HEPATITES VIRAIS

IDENTIFICAGAD

Data do nascimento: __ [/ Idade: anos
Profiss3o:; Local:

Sexo: ~ Masculino Z Feminino Cidade que mora:
Cor: “Branca ”Preta C Parda Z Amarela ~indigena T Sem declaracSo

Estado civil: = Casado Z Solteiro = Uni3o estavel ~ Divorciado

Escolaridade

= Analfabeto = Ensino Fundamental = Ensino Superior completo
= Educag3o Infantl Sl = Ensino Superior incompleto
= Ensino Fundamental compieto EHERSmE e ot = Pés-GraduagSo completa

Z Ensino Medio incompleto . i
e — Pos-Graduac3o incompleta
Guantas pessoas vivem na sua casa’?

Renda mensal de todas as pessoas gue vivem na casa @ de aproximadamente RS

1. As hepatites podem ser causadas por Sim- MSo MSo sabe

1.aVinus? B

1.b. Bactérias? H

1.c. Alcool? g

1.d. Medicamentos? O

2. Com relag3o aos tipos de hepatites, existe: Sim' MNSo M50 sabs
2.3 Hepatite A7 il
2 b. Hepatit= B? o
2 c. Hepatite C7 i3
2.d. Hepatite [? o
2 e. Hepatite E? O
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3. Existern vacinas para as hepatites?
4. \Vocé pode ter um mesmo tipo de hepatite mais de

5.2 Transhusdo de sangue ou fransplante de
orglos

5.b. Contato sexual

5.c. Ingestio de agua ou verduras contaminadas
5.d. Ingestio de frutos do mar

5.e Tatuagem, piercing ou brincos

5.1 Uso ou compariilhamento de instrumentos
ou laminas)

5.g. Hemodilise

5.h. Mosquitos

5.1 Ar em ambiemes fechados, como elevador,
anibus et

6.b Canalizando-se o sistema de agua
6.c Selecionando doadores de sangue nao

6.d Lavando-se simentos e realizando
tratamento adequado de bebidas

6. Eliminado o mosquito wetor
6.g Utilizando-se mascaras para evitar
contaminagio pelo ar
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DATA:

7.a. Mac sentir nada

T.c. Apresentar febre, mal estar, fragqueza, falta de apetite,

7.d. Apresentar a pele amarelada, fezes claras, urina escura

ﬂ.i.FECEquEWH‘I‘IE‘I‘IﬂEB!ﬂ'EE

dinicas (ex.: bickogo)

£.b. Pessnas que trabalham em hospitais (ex.:médicos &
enfermeiras)

8.c. Pessoas que trabaltham na area rural

8.d. Profissionais que trabalham na drea de beleza (ex
manicuras e pedicuras)

8.e. Pessoas que usam drogas

E.f. Pessoas que fazem tatuagens ou piercing

B.g. Pessoas que vivern em ambientes fechados (ex: creche,
asilo, presidic)

8_h. Pessoas que trabalham em escritario

5.a. Cirrose

= e
= =5

9_b. Cancer de figado O & g
9.c. Perda dos movimentos do corpo I f O
5.d. Sangramenio pela boca C £ 4.
9.2 Perda de vis3o & 2 b
5_f. Samgue nas fezes T Ef LE
! !
Assinatura do entrevistador
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