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RESUMO

DISSERTAGCAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Thelma Flosi Gola

A hepatite A é a causa mais comum de hepatite viral no mundo. A sua transmisséo é
fecal-oral e esta associada com saneamento precario, sendo comum a ocorréncia de
surtos intradomiciliares. O diagnostico laboratorial € realizado principalmente por
meio da deteccdo de anticorpos anti-HAV por métodos sorologicos. Apesar de
existirem testes rapidos simples e de baixo custo para deteccao destes anticorpos,
os mesmos ndo fazem parte da rotina diagnostica da hepatite A. Estes testes
rapidos poderdo ser utilizados em inquéritos epidemioldgicos, na identificacdo de
pacientes assintomaticos, como instrumento em interrupgdo de surtos para
identificar casos que necessitem de vacinagao e no auxilio ao diagndstico diferencial
de quadro ictérico agudo. Neste estudo, foi avaliada a aplicabilidade clinica de um
ensaio imunocromatografico (teste rapido) para o diagndstico da hepatite A em 238
pacientes com quadro agudo de hepatite e seus contactantes durante o
acompanhamento no ambulatério de hepatites virais do IOC/FIOCRUZ. Este estudo
foi realizado com dados secundarios dos pacientes com diagndéstico confirmado de
hepatite A atendidos no Ambulatorio de Hepatites Virais do IOC/FIOCRUZ. As
informagdes foram coletadas de prontuarios médicos no periodo de janeiro de 2012
a dezembro de 2012. Os dados analisados sao relacionados aos aspectos
demograficos, epidemiologicos, clinicos e laboratoriais. O teste rapido apresentou
sensibilidade de 90,4% e especificidade de 96,8% para a detecgédo do anti-HAV IgM
e sensibilidade de 79,2% e especificidade de 94,2% para a deteccdo do anti-HAV
IgG. Apds a analise dos resultados, concluimos que, no grupo estudado, a coluria foi
a principal manifestagao clinica observada, seguida de ictericia e hipocolia fecal; a
acuracia do teste rapido mostrou que o método tem elevada sensibilidade e
especificidade para deteccéo de anti-HAV IgM podendo ser utilizado com teste inicial
de triagem e que o melhor periodo para a utilizagdo do teste rapido como triagem de
quadro suspeito de hepatite A é entre o 8% e 0 15° dia apds o inicio da ictericia.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Thelma Flosi Gola

Hepatitis A virus infection is the most common cause of viral hepatitis in the world. It is
transmitted mainly through the fecal-oral route and is therefore associated with poor
sanitary conditions, where household outbreaks are frequently reported. The laboratory
diagnosis is given, mainly by the detection of anti-HAV antibodies by serological
methods. There are several rapid and low cost simple tests for antibody detection,
however they are not regularly included in laboratory routines for hepatitis A diagnosis.
These rapid tests can be used to assist epidemiological investigations by quickly
identifying asymptomatic patients along with susceptible cases that need vaccination to
interrupt outbreaks, and in the differential diagnosis of acute hepatitis. In this study we
evaluated the clinical applicability of a rapid test (SD BIOLINE® HAV IgM -Standard
Diagnostics, South Korea) for the diagnosis of hepatitis A among patients with acute
HAV infection and their household contacts. For the purposes of this study, secondary
data were obtained from medical records from patients registered at the Viral Hepatitis
Ambulatory from the Oswaldo Cruz Institute/Fiocruz/Rio de Janeiro, Brazil, between
January and December 2012, that had been screened by the anti-HAV IgM rapid test and
additionally by a chemioluminescent microparticle immunoassay(CMIA), Architect®
anti-HAV IgM /Abbott. A total of 485 samples were tested by both techniques of which
238 patients had confirmed HAV infection. The rapid test, when compared to the golden
standard, CMIA, presented a sensitivity of 90,4% and specificity of 96,8% for the
detection of anti-HAV IgM. Among the 238 subjects with acute HAV infection, the
accuracy of the rapid test showed the highest sensitivity between the 8° and 15° day
after the onset of jaundice for the detection of anti-HAV IgM. These findings suggest that
initial screening by SD BIOLINE® HAV IgM during the first week of jaundice may require
further testing due to lower sensitivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico da hepatite A

A primeira referéncia da hepatite surgiu ha mais de cinco milénios, com
relatos da ictericia entre a populagdo chinesa, ja sugerindo a circulagdo de um
agente causal desde essa época (Reuben 2002). Hipocrates descreveu casos com
quadro clinico compativel com hepatite de etiologia, possivelmente infecciosa,
quando relatou a presenca de ictericia aproximadamente 400 anos antes de Cristo.
Mas o termo ‘hepatite’ ainda levaria muito tempo para ser introduzido na literatura.
Foi apenas em 1725 que Giovanni Battista Bianchi usou a descricdo do termo em
um trabalho cientifico publicado (Fonseca 2010).

Eventos historicos também foram responsaveis pela insercdo do termo
‘hepatite’ aos registros de surtos da doencga, possivelmente de etiologia viral, como
na primeira Guerra da Sucessdo Austriaca, em 1743, na invasdo de Napoledo no
Egito, em 1798, e na Guerra Franco-Prussiana, em 1870. Durante a Guerra da
Secessao Americana, em 1861, um surto de grande proporgcao atingiu mais de 40
mil soldados dos exércitos da Unido (Fonseca 2010). Logo apds a Segunda Guerra
Mundial, pesquisas em voluntarios humanos demonstraram a transmissdo da

doenga de pessoa a pessoa (MacCallum & Bradley 1944).

Em 1973, os pesquisadores Stephen M. Feinstone, Albert Kapikian e Robert
H. Purcell visualizaram, por imunomicroscopia eletronica, particulas virais esféricas
nas fezes de pacientes portadores de hepatite infecciosa, sugerindo ser o agente
etiolégico da hepatite A (Feinstone et al. 1973). Dois anos apds essa descoberta,
Gravelle e colaboradores descreveram com sucesso a infecgdo experimental em
chimpanzés, quando inoculados via endovenosa com concentrados de fezes
pertencentes a pacientes infectados pelo virus da hepatite A (Hepatitis A Virus -
HAV). Esse grupo observou, por microscopia eletrbnica, particulas similares em
tamanho e morfologia aquelas do in6culo nas fezes dos chimpanzés (Gravelle et al.
1975).
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Ainda em 1975, Krugman e colaboradores pesquisaram, pela primeira vez,
anticorpos contra o HAV em amostras de soro pertencentes a 20 pacientes com
diagnostico de hepatite A (Krugman et al. 1975).

O sequenciamento do genoma do HAYV foi realizado apenas 10 anos apods a
descoberta deste agente viral (Ticehurst et al. 1983). O conhecimento do genoma
viral foi o primeiro passo para o desenvolvimento da vacina inativada contra a
hepatite A, o que possibilitou a obtengdo de imunizagéo ativa, segura e duradoura
contra a doenga (Santos & Lopes 1997).

1.2 Virus da hepatite A

O HAV é um virus essencialmente hepatotropico e constitui a causa mais
comum de doenga hepatica aguda (Vaughan et al. 2014). O agente etioldgico da
hepatite A € um virus ndo envelopado, da familia Picornaviridae (Melnick 1982),
pertencente ao género hepatovirus (Minor et al. 1991) (Figura 1.2). E representante
unico do género hepatovirus (Hollinger & Emerson 2007).

VIRUS RNA ShrsIoeD

VPg

27000 - 32NN w—

Figura 1.2: Representagdo esquematica da
particula do HAV (fonte: Ministério da Saude,
2014. Disponivel em
http://www.aids.gov.br/pagina/hepatite-a).
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1.2.1 Genoma viral

O genoma do HAV é constituido de uma fita simples de RNA, de polaridade
positiva, semelhante ao dos demais membros da familia Picornaviridae (Minor
1991).

O RNA genbmico esta associado covalentemente a proteina VPg na
extremidade 5’ ndo-codificante, tendo esta proteina papel importante na iniciacdo da
transcricdo devido sua participacdo na formacado do sitio interno de entrada do
ribossoma. O RNA gendmico e algumas proteinas ndo-estruturais associadas s&o
envoltos por um capsideo de simetria icosaédrica, tendo a particula viral de 27 a 32
nm de diametro (Feinstone et al. 1973).

A cadeia de RNA tem cerca de 7,5 Kb e consiste de trés regides: uma regiao
nao-codificante na extremidade 5 (5’NC), de 732 a 740 nucleotideos; uma regiao
intermediaria, codificante, com 2.225 a 2.227 nucleotideos; e uma regido nao-
codificante na extremidade 3 (3'NC) com 40 a 80 nucleotideos. A Figura 1.2.1
mostra as diferentes regides e proteinas codificadas a partir da fase de leitura aberta
do genoma viral. A regido 5’NC é a porgao mais conservada do genoma, com cerca
de 89% de identidade dos nucleotideos entre as cepas de HAV e forma o sitio

interno para entrada no ribossomo, o qual direciona a tradugao (Cohen et al. 1987).

Uma unica poliproteina, de aproximadamente 2.200 aminoacidos, € clivada
por agao das proteases virais e gera trés precursores P1, P2 e P3, os quais séo
novamente clivados dando origem as proteinas virais. As principais proteinas
estruturais codificadas a partir do genoma do HAV sé&o: VP1, VP2, VP3 e VP4, que
formam o capsideo viral. Essas proteinas s&o originadas da regido P1 (Figura 1.2.1).
As proteinas VP2 e VP4 tém fungao estrutural na montagem do virion no citoplasma
da célula. Ja as proteinas VP1 e VP3 formam um complexo iniciador da sintese da
fita positiva de RNA com coeficiente de sedimentagdo 5S. Cinco dessas estruturas
se associam e formam um pentamero de 14S, e 12 desses pentdmeros formam o
capsideo completo com 70S que, ao envolver o RNA gendémico, formara a particula
viral de 140S (Hollinger & Emerson 2007).

19



As regides P2 e P3 formam, respectivamente, as proteinas nao-estruturais
2A, 2B, 2C e 3A, 3B, 3C, 3D. Essas proteinas atuam no processamento proteolitico

da poliproteina e na replicagdo do RNA viral (Tesar et al. 1992).

A regido 3'NC do genoma viral apresenta estruturas secundarias que sao,
provavelmente, responsaveis pela interagdo entre as proteinas virais e celulares

especificas que parecem estar envolvidas na replicagao viral (Nuesch et al. 1993).

Os epitopos importantes nas proteinas estruturais VP1 e VP3, que induzem a
formagao de anticorpos neutralizantes, s&o conformacionais e s6 aparecem apos
associagao das proteinas nas particulas 14S e 70S ou no virion completo (Tesar et
al. 1992).

{;l w I » ] VA1 I.A[ P | x |;.—=| a3 I i o -
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Figura 1.2.1: Representacdo esquematica do genoma do
virus da hepatite A (fonte: adaptado de Nainan et al. 2006).

Imagens da particula viral obtidas por criomicroscopia eletrbnica
demonstraram caracteristicas da sua superficie, como a auséncia de uma
depressdo ao redor do eixo de simetria dos pentdmeros, a qual em outros
picornavirus € necessaria para que ocorra a ligacdo do virus aos receptores
celulares e consequente desnudamento do capsideo viral. O genoma do HAV
apresenta pequena diversidade genética. Algumas regides gendmicas sao

comumente usadas para a caracterizagado dos gendtipos e subgenoétipos do HAV.
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Variagdes na sequéncia nucleotidica ocorridas na jungdo VP1/2A sao usadas para
esse fim. Todos os gendtipos exibem um indice de similaridade de mais de 80%
em seus nucleotideos (Hollinger & Emerson 2007).

Sete genotipos, | a VI, foram identificados originalmente utilizando-se
sequéncias gendbmicas de 152 isolados do HAV de diferentes partes do mundo.
(Robertson et al. 1992). Nesse estudo, foram analisados 168 nucleotideos da regido
VP1/2A, compreendendo os nucleotideos das posi¢cdes 3.024 a 3.919 da cepa HM-
175. Apos 10 anos, uma proposta de reclassificacdo foi realizada utilizando-se a
sequéncia completa da regido VP1 (900 nucleotideos) para a construgédo de arvores
filogenéticas ao invés do pequeno fragmento utilizado anteriormente, resultando em
uma classificagdo com apenas seis gendtipos, | a VI. A mudanga se deu na
reclassificacdo do gendtipo VII como um subgrupo do gendtipo Il (Costa-Mattioli et
al. 2003). Os gendtipos mais frequentemente encontrados em infecgdes humanas
sédo | a lll (Fausto & Gongalves 2003). Os gendtipos |, Il e lll sdo classificados em
subgenodtipos A e B. Os gendtipos IV, V e VI estdo associados aos simios
(Robertson et al. 1992). A transmiss&do cruzada entre primatas e humanos ja foi
demonstrada (Hillis 1961) e existe evidéncia da transmiss&o cruzada entre humanos

e 0 macaco-da-noite (LeDuc et al. 1983).

O gendtipo | € o mais prevalente no mundo, principalmente o subgenatipo IA.
No Brasil, ja foi relatada a circulagdo concomitante dos subgenétipos IA e IB (De
Paula et al. 2002).

As diferentes cepas humanas de HAV coletadas até o momento em diferentes
regides do mundo apresentaram caracteristicas antigénicas comuns que incluem um
unico sorotipo e reatividade similar aos anticorpos monoclonais contra o HAV. Essa
similaridade favorece a eficacia da imunizagdo em massa (Nainan et al. 2006).

1.2.2 Patogénese viral

Apds a ingestdo de alimentos contaminados com HAV, observa-se a sua
replicagcdo em ceélulas epiteliais da mucosa digestiva, conforme demonstrado em
estudo com modelos animais (Purcell & Emerson 2001). O HAV atinge a corrente

sanguinea e chega aos hepatdcitos através dos sinusodides. Apds a chegada ao
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figado, liga-se a um receptor, uma integrina de classe |, ja identificada em células

nao hepaticas de primatas ndo-humanos (Kaplan et al. 1996).

O virus se multiplica no citoplasma dos hepatdcitos e € eliminado através da
sua membrana apical, chegando aos canaliculos biliares e, juntamente com a bile,
ao intestino. Assim, é eliminado nas fezes, o que permite a continuidade do ciclo
(Fausto & Gongalves 2003). O pico de excregdo viral nas fezes e,
consequentemente, o aumento da transmissao, ocorre antes do inicio dos sintomas
ou da elevagdo do nivel sérico de transaminases, declinando apos o aparecimento

dos sintomas (Tassopoulos et al. 1996).

A patogénese da lesdo hepatica pelo HAV ocorre, principalmente, devido a
producdo de clones CD8+ com atividade citotoxica autdloga e liberagdo de
interferon-gama (Fleischer et al. 1990). Outro mecanismo de viruléncia é a ligagcéo
do HAV com receptores HAVCR1 de linfécitos que bloqueiam a fosforilagdo de Akt,
suprimindo a ativag&o de linfocitos T regulatorios (TREGS). A ndo supressao desses
linfocitos reduz a magnitude da lesdo hepatica devido aos baixos niveis de fator
transformador de crescimento-beta, altos niveis de IL-22 e ao baixo recrutamento de

leucdcitos (Manangeeswaran et al. 2012).

1.2.3. Caracteristicas fisico-quimicas das particulas do HAV

A resisténcia do HAV no ambiente é relativamente alta. A sua
termoestabilidade é maior que os demais representantes da familia Picornaviridae.
Apresenta estabilidade a temperatura de 25°C, podendo permanecer viavel por

meses (McCaustland et al. 1982).

O HAV ¢ resistente aos desinfetantes de superficie mais comuns, como o éter
e os detergentes n&o idnicos, porém perde a infectividade quando exposto ao
formaldeido a 0,25% por 72 horas, ao cloro na concentragdo de 1 mg/ml por 30
minutos e a radiagao ultravioleta. Outra forma de inativar o HAV é pelo aquecimento
com tampao-fosfato a 70°C por 30 minutos, a 80°C por 5 segundos e imediatamente
a 85°C (Catton 1998). Alguns estudos analisaram a inativagdo do HAV em

alimentos. Em 2011, Laird e colaboradores revelaram que o HAV pode ser inativado
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em cebolas contaminadas por desidratacdo produzida pelo calor utilizando a
temperatura de 62,5°C por 20 horas (Laird et al 2011).

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Aspectos epidemiolégicos no mundo

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), estima-se a
ocorréncia de aproximadamente um milhdo e quatrocentos mil casos novos por ano
de hepatite A (WHO 2014). A distribuicdo da hepatite A é universal, sendo endémica
em muitas regides. Contudo, a prevaléncia varia com o grau de saneamento
disponivel para as populacdes. Por essas razdes, € uma infeccdo mais prevalente
em paises em desenvolvimento (Morais et al. 2006).

De acordo com o grau de endemicidade, a hepatite A é classificada em quatro
padroes: alta endemicidade, endemicidade intermediaria, baixa endemicidade e
muito baixa endemicidade. Segundo a OMS, considera-se alta endemicidade a
incidéncia de 150 casos por ano a cada 100.000 habitantes. Ocorre em paises em
desenvolvimento e a infeccdo € geralmente adquirida durante a primeira infancia,
sendo, na maioria das vezes, assintomatica. A endemicidade intermediaria também
ocorre em paises em desenvolvimento, porém com condicdes de saneamento
variaveis. Nesses paises, a infecgdo ocorre em grupos etarios mais velhos. A baixa
endemicidade ocorre em paises desenvolvidos com saneamento adequado. E
considerada muito baixa endemicidade quando a infeccdo ocorre em grupos
especificos, como os viajantes (WHO 2007).

Em 2007, a OMS publicou uma metanalise apresentando os resultados de
uma avaliagdo sistematica de soroprevaléncia de anti-HAV e as taxas de
suscetibilidade em 21 regides do mundo, classificando-as de acordo com a taxa de
imunidade adquirida na infancia e a taxa de suscetibilidade em adultos. A taxa de
imunidade na infancia baseou-se na proporcao estimada de criangas com idade
entre 10 a 14 anos que s&o imunes a doencga: a) alta: >90%; b) média-alta: 75 a
89%; c) média: 60 a 74%; d) baixa-média: 40 a 59%; e e) baixa: <20%. A taxa de
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suscetibilidade baseou-se na taxa estimada de adultos que estdo em risco de
adoecer: a) alta: >40%; b) média: 20 a 39%; c) baixa-média: 10 a 19%; d) baixa: 1 a
9%; e e) muito baixa: 0%. A taxa de suscetibilidade alta indica risco elevado de
epidemia de hepatite A.

Dessa forma, as regides central e oriental da Europa sdo consideradas areas
de prevaléncia baixa-média de hepatite A, e o risco de epidemias nessas regides foi
considerado médio. Os paises da Europa ocidental foram considerados de baixa
prevaléncia para hepatite A e de alto risco de epidemias (Jacobsen 2009) (Figuras
1.3.1a e 1.3.1b).

Figura 1.3.1a: Representacdo da taxa de imunidade em criangas: quanto mais
intensa a cor, maior a taxa de exposigédo ao HAV (fonte: Jacobsen 2009).
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Figura 1.3.1b: Representacdo da taxa de suscetibilidade em adultos: quanto
mais escura a cor, maior a propor¢ao de adultos em risco de adquirir hepatite A
(fonte: Jacobsen 2009).

Nos EUA, de acordo com o Centro de Controle e Prevengao de Doencas
(Centers for Disease Control and Prevention ou CDC), o numero de casos de
hepatite A vem diminuindo significativamente nas ultimas décadas, conforme
demostrado na figura 1.3.1c. Esse decréscimo foi atribuido, sobretudo, a introdugéo
da vacinagéo, licenciada pela Agéncia Reguladora de Alimentos e Medicamentos
dos Estados Unidos (Food and Drug Administration ou FDA) em 1996, que
inicialmente visou apenas um grupo de individuos. Esse grupo incluiu viajantes que
estiveram em area de alta endemicidade para hepatite A, homens que fazem sexo
com homens, usuarios de drogas injetaveis, profissionais que trabalham com
primatas nao-humanos, pacientes com hepatopatia crénica, pacientes com
coagulopatias, profissionais manipuladores de alimentos, criangas institucionalizadas
em creches e escolas, profissionais de saude e da rede sanitaria de esgoto (ACIP
1996). Apos o inicio da imunizagédo universal, em 2006, contemplando as criangas
entre 12 e 23 meses de idade, houve redugcao de 92% na incidéncia de hepatite A
(CDC 2012).
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Figura 1.3.1c: Incidéncia de hepatite A por grupo etario e ano e a
evolugdo dos indicadores de vacinagdo nos Estados Unidos da
América entre 1990 e 2006 (fonte: adaptado de CDC 2006).

1.3.2 Aspectos epidemiolégicos da hepatite A no Brasil

O Brasil foi considerado como uma area de média prevaléncia para hepatite
A, segundo dados da OMS, e o risco de epidemia foi considerado baixo (Jacobsen
2009).

Em 1996, a hepatite A foi incluida na lista de doencas de notificagcado
compulséria pelo Ministério da Saude (MS) e, desde ent&o, essa doenga comegou a
fazer parte das agdes de vigilancia epidemiologica no Pais.

Segundo o ultimo estudo de prevaléncia de base populacional das infecgdes
pelos virus das hepatites A, B e C, realizado entre 2004 e 2009, em todas as 26
capitais do Pais e no Distrito Federal, foi observada endemicidade de baixa a
intermediaria para a hepatite A. O resultado da taxa global de soroprevaléncia, na
faixa etaria entre 5 e 19 anos e referente ao conjunto das capitais do Brasil, foi de
39,5% (IC 95% 36,5%-42,5%), correspondendo a uma endemicidade intermediaria
para esse agravo (MS 2012). Em 2010, foram notificados 6.884 casos de hepatite A
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no Brasil. A maioria ocorreu na Regido Nordeste (33,4%) e na Regido Norte (27,3%)
(MS, 2012) (Figura 1.3.2a).

7,6%

15,8%

15,9%

33,4%

Norte "Nordeste ®™Sudeste ®Sul Centro-Oeste

Figura 1.3.2a: Distribuicdo percentual de casos confirmados de
hepatite A por regido brasileira em 2010 (fonte: Ministério da
Saude 2012).

Apos trés anos do inicio da notificagdo compulsodria, a taxa de incidéncia de
hepatite A por 100 mil habitantes registrada foi de 0,5 no Brasil. A partir de 1999, foi
observado um incremento na notificacdo de casos até se atingir um pico de
incidéncia (11,7) em 2005. A partir de 2006, a taxa de incidéncia por 100 mil
habitantes diminuiu, chegando a 3,6 em 2010. Isso ocorreu apos a revisdao da
definicdo de caso, sendo considerado como caso confirmado de hepatite A todo
individuo que preenchesse as condi¢cdes de caso suspeito e que apresentasse anti-
HAV IgM reagente, ou que preenchesse as condigdes de caso suspeito e vinculo

epidemiologico com caso confirmado de hepatite A (MS 2012).

Com relacédo a taxa de incidéncia por 100 mil habitantes nas Unidades
Federativas do Pais, o estado do Amapa apresentou a maior taxa em 2010 (37,8),
seguido de Roraima (24,2) e Amazonas (20,1), enquanto o Espirito Santo (0,4) e
Sao Paulo (0,6) apresentaram as menores taxas nesse ano (Figura 1.3.2b) (MS
2012).
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Figura 1.3.2b: Taxa de incidéncia de hepatite A (por 100.000 habitantes) segundo
Unidades Federativas de residéncia, no Brasil, em 2010 (fonte: Ministério da Saude
2012).

Na Regido Sudeste, de 1999 a 2011, foi notificado no Sistema de Informacgao
de Agravos de Notificagdo (SINAN) do MS um total de 22.300 casos de hepatite A,
correspondendo a 16,1% do total de casos registrados no Brasil, a maioria dos quais
nos estados de Minas Gerais (45,9%) e Rio de Janeiro (29,5%). Em 2010, 1.093
casos de hepatite A foram notificados na Regido Sudeste, 15,9% do total no Brasil
para esse ano, a maioria dos quais também nos estados do Rio de Janeiro (46,3%)
e Minas Gerais (31,1%) (Figura 1.3.2c) (MS 2012).
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Figura 1.3.2c: Distribuicdo percentual de casos confirmados
de hepatite A na regido Sudeste do Brasil, em 2010 (fonte:
Ministério da Saude 2012).

1.4 Transmissao do HAV

A forma mais comum de transmissdo do HAV é a fecal-oral (Matheny &
Kingey 2012), por meio da ingestdo de alimentos ou agua contaminados pelo HAV.
A transmissdo interpessoal foi descrita pela primeira vez em voluntarios na
Alemanha, na década de 1940 (Voegt 1942).

O periodo de transmissao inicia-se duas a trés semanas antes do inicio dos
sintomas e estende-se até 8 dias apos o aparecimento da ictericia. Investiga¢des de
epidemias de hepatite A demonstraram que o periodo de maxima infectividade é
aproximadamente uma semana antes do aparecimento da ictericia ou da elevacao
das transaminases séricas, quando a concentragao do virus nas fezes € mais alta.
Durante a fase de convalescéncia, ndo se detecta o HAV nas fezes (Catton &
Locarnini 1998).

A hepatite A pode ocorrer em formas esporadica, endémica ou epidémica. A
infecgcdo pode ser precoce, ocorrendo apdés os oito meses de idade, quando os

anticorpos maternos comecam a desaparecer. Nas formas esporadicas a idade é
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muito variavel, ocorrendo em criangas e adultos. Ja nas formas endémica e
epidémica, o acometimento é maior em pacientes pediatricos (Fausto & Gongalves
2003).

Em todas as formas, a infeccao pelo HAV pode ser assintomatica, sintomatica

anictérica ou sintomatica ictérica (Braga et al. 2008).

A frequéncia dos casos assintomaticos e anictéricos ndo é bem conhecida.
Uma analise de surtos epidémicos de hepatite A, realizada na Franca, mostrou 14%

de casos assintomaticos e 30% de casos anictéricos (Routemberg et al. 1979).

Casos esporadicos surgem em viajantes para areas endémicas que né&o
tiveram protegdo vacinal (Cuthbert 2001). Outra populacdo mais suscetivel s&o
homens que fazem sexo com homens e adotam praticas de contato oral-anal,

residentes em areas com endemicidade intermediaria (Ballesteros et al. 1996).

1.5 Manifestagoes clinicas

As formas clinicas da hepatite A podem variar de infecgdo sem manifestagoes
clinicas até a forma fulminante (Mauss et al. 2014). Geralmente, a sua evolugéo é
benigna e autolimitada. Dos casos agudos, 15 a 20% podem apresentar-se com
evolugdo reincidente ou arrastada até por 6 meses, mas geralmente evoluem para a

cura sem deixar sequelas (Coura 2013).

O curso da hepatite A apresenta quatro fases: periodo de incubacgao, fase
prodromica, fase ictérica e de convalescéncia (Mauss et al. 2014).

O periodo de incubacéo pode variar de duas a sete semanas, com média de
30 dias. Na fase prodrémica, os sinais e sintomas que antecedem a ictericia sdo, em
geral, prostragéo, febre, anorexia, emagrecimento, nausea, vomito e dor abdominal.

Esses prodromos podem durar de 2 a 15 dias (Krugman & Giles 1970).

A fase ictérica tem duracdo e intensidade muito variaveis e, geralmente, é
precedida por coluria (urina escura devido ao aumento da excregao de bilirrubina
direta) e hipocolia fecal (fezes esbranquigadas devido a diminuigdo de pigmentos
biliares). Nessa fase, ocorre melhora das queixas descritas na fase prodrémica. Em

adultos, a ictericia, além de ser mais frequente, tem duracdo habitualmente maior
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(Fausto & Gongalves 2003). Os niveis séricos de bilirrubinas s&o variaveis, valores
meédios de 6,7 mg/dl foram relatados em uma série de casos de pacientes ictéricos
de Nova lorque, EUA (Hoagland & Shank 1946). Nessa fase, também podem surgir
hepatomegalia, esplenomegalia e linfonodomegalia (Fausto & Gongalves 2003).

Na fase de convalescenga, os sintomas clinicos v&o gradativamente
desaparecendo e ha discretas alteragbes das transaminases séricas (alanina
transaminase — ALT e aspartato transaminase — AST) (Dufour et al. 2000).

Embora ndo exista a forma cronica, a hepatite A pode causar graves
complicagbes (Coura 2013). A hepatite colestatica pode surgir sendo uma
manifestacdo atipica da hepatite A. Nesta forma, ocorre hipocolia fecal por um
periodo prolongado, diarreia, emagrecimento e presenca de prurido com ictericia
progressiva e intensa, o que pode persistir por varios meses (Schiff 1992).

Também ja foram descritos na literatura acometimentos atipicos na hepatite A
como meningoencefalite (Bromberg et al. 1982), crioglobulinemia (Inman et al.
1986), complicagbes hematologicas (Gundersen et al. 1989) e cardiovasculares
(Gordon et al. 1989), urticaria (Dollberg et al. 1991), sindrome de Guillain-Barré
(Chio & Bakir 1992), insuficiéncia renal (Chio & Bakir 1992) e sindrome de Reye
(Duerksen et al. 1997).

A manifestacdo mais grave da hepatite A é a forma fulminante, associada a
insuficiéncia hepatica aguda. Vale destacar que € uma condi¢ao rara e o principal
fator de risco é a pré-existéncia de doenga hepatica crénica (Keefe et al. 1995). Ela
manifesta-se dentro das primeiras oito semanas pelo aparecimento de encefalopatia
caracterizada pelo comprometimento da funcéo cerebral em decorréncia do aumento
de substancias téxicas no sangue (que o figado metabolizaria em condigbes
normais), levando a morte de 70 a 90% dos pacientes. Outra caracteristica da forma
fulminante e letal da hepatite A é a idade avancada (O’'Grade 1992).
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1.6 Diagnéstico laboratorial

1.6.1 Diagndstico laboratorial inespecifico

O diagnostico da hepatite A € baseado em critérios epidemioldgicos, clinicos
e laboratoriais. As manifestagdes clinicas nao permitem a sua diferenciagcao de
outras formas de hepatites virais. A investigacdo laboratorial inicial deve incluir
dosagem sérica de transaminases, albumina, bilirrubinas e tempo e atividade da
protrombina (TAP) (Dufour et al. 2000).

A elevacdo das transaminases séricas € o principal achado laboratorial
inespecifico. Esse aumento pode ocorrer ja na fase prodrémica, alcangando o pico
quando os sintomas sdo mais exuberantes. Geralmente, os niveis séricos de
transaminases se normalizam antes da negativagdo dos anticorpos anti-HAV da
classe IgM (Kao et al. 1984).

1.6.2 Métodos sorolégicos

O diagndstico etiologico € realizado pela pesquisa dos anticorpos anti-HAV da
classe IgM (Bradley et al. 1977). Geralmente, sdo utlizados ensaios
imunoenzimaticos competitivos (Labrecque et al. 1998). Embora existam seis
genotipos de HAV, esses constituem apenas um sorotipo, ndo interferindo no
diagndstico sorologico. Os anticorpos podem ser detectados por uma variedade de
técnicas soroldgicas. Rotineiramente, os métodos empregados para a detec¢do dos
anticorpos eram radioimunoensaio e ensaio imunoenzimatico (Enzyme-linked
immunosorbent assay ou ELISA) (Gust 1994). Mais recentemente, foram
introduzidas novas técnicas diagnosticas, como a quimioluminescéncia e o

imunoensaio de fluxo lateral (Heiat et al. 2014).

Anticorpos anti-HAV IgM podem ser detectados antes dos primeiros sintomas
da doenga e seus titulos declinam em cerca de dois a seis meses (Figura 1.6.2),
tornando-se, apds esse periodo, indetectaveis pela maioria dos testes de
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diagnodstico comercialmente disponiveis. Portanto, sua detecgdo € um indicativo de
infecgao recente pelo HAV (Koff 1998).

A figura 1.6.2 demonstra o curso clinico de hepatite A, com elevagao dos
niveis da ALT coincidindo com o inicio da doenga clinica. Anticorpos da classe IgM
podem ser detectados no soro no inicio da fase aguda da doengca e antes da
elevacao dos niveis dos anticorpos da classe IgG e seu declinio é gradual na fase

de convalescéncia, que pode durar até trés meses (Stapleton 1995).

HAV RNA nas fezes 10° a 10° copias/ml
HAV RNA no soro 107 a 10° copias/m
| e e |
HAV RNA no saliva 10% a 10° copias/ml
g |
o
-y Manifestagdes clinicas :
- - 10° .
= e
< 10°
= p IgG
810~ "4 .
=
= <
10° - | T
/ N - - -~
107 / "y
g Infection
10' - ,
0 ] et ] ] T T 7 ]
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Tempo de exposi¢do (semanas)

Figura 1.6.2: Sumario dos eventos soroldgicos, bioquimicos e virolégicos

na hepatite A nao complicada (fonte: de Paula, 2012).

Os anticorpos anti-HAV da classe IgG podem ser detectados logo apds a
detecgdo dos anticorpos anti-HAV da classe IgM. Seus titulos se elevam
gradualmente, alcangando altos niveis durante a fase de convalescéncia (Stapleton

1995), e permanecem por toda a vida, conferindo imunidade contra reinfecgao.
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A deteccdo de anticorpos anti-HAV totais € utilizada em estudos
epidemioldgicos para avaliar a prevaléncia de infecgdo prévia ou para determinar
imunidade a doenga (CDC 2006).

1.6.3 Técnicas moleculares

Outra forma de diagndstico é a deteccdo do RNA viral por meio de reagdo em
cadeia da polimerase (Reverse transcription-polymerase chain reaction ou RT-PCR)
no sangue ou nas fezes. O RNA do HAV é detectado por periodos curtos nas
secregdes biologicas apds a data de exposicdo e, na maioria das vezes, nos
periodos que antecedem o aparecimento dos sintomas. Com a disponibilidade de
testes sorolégicos sensiveis em amostras de soro, tornou-se dispensavel a
implementagéo da técnica de PCR na rotina laboratorial. Entretanto, esse método se
justifica no esclarecimento de casos suspeitos com sorologia negativa e detecgao
precoce da doenca.

Outra ferramenta importante € a técnica de sequenciamento de acidos
nucleicos realizada a partir de produtos de PCR para a confirmacao e caracterizagao
do virus. Essa forma de diagnostico também permite a demonstragdo da
heterogenicidade gendmica do HAV (De Paula et al. 2004).

A técnica de PCR em tempo real tem sido empregada para detecgédo e
quantificacdo do HAV. Apresenta elevada sensibilidade, rapidez e minimizagcéo de
contaminagdes (Bustin & Mueller 2005). Dentre os sistemas de PCR em tempo real
mais utilizados estdo o sistema TagMan e o sistema SYBR green (Houde et al.
2007).

1.6.4 Ensaios imunocromatograficos

No Brasil, a utilizagdo de imunoensaio de fluxo lateral, denominado de teste
rapido, ainda se limita, em relagdo ao diagndstico de hepatite viral, a triagem das
hepatites B e C e é recomendada pelo Ministério da Saude. Esse método ainda néo

faz parte da rotina diagnostica da hepatite A. A disponibilizacdo desses testes
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rapidos sera altamente relevante para expandir o diagnéstico da hepatite A na

populagao brasileira, principalmente nas areas carentes de recursos tecnoldgicos.

Esses testes, cujos resultados podem ser obtidos em um intervalo curto de
tempo — cerca de 30 minutos —, sdo simples, de facil interpretacdo e despendem
baixo custo operacional e financeiro. Outros importantes diferenciais: podem ser
realizados em ambientes externos aos laboratorios de virologia e ndo necessitam de

qualificagéo profissional (Blyth et al. 2011).

H4, ainda, outras caracteristicas dos testes rapidos para a detecgdo de
anticorpos anti-HAV: podem ser utilizados como triagem, inquérito epidemioldgico e
auxilio no diagnéstico diferencial de pacientes com quadro ictérico agudo. Os testes
também podem ser utilizados para sele¢cado de pacientes com anti-HAV IgG negativo
candidatos a vacina contra a hepatite A, que é altamente imunogénica e fornece
protecdo a longo prazo para a doenga (Nalbantoglu et al. 2013). Os resultados séo
simples de serem interpretados, ndo necessitam de equipamentos de leitura e ficam
prontos, no maximo, em meia hora. O método consiste em um ensaio
imunocromatografico qualitativo para a deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM e I1gG
em plasma ou soro de humanos expressos através de linhas coloridas de facil

interpretacéo (Lee et al 2010).

1.7 Medidas de prevencgao e controle

A transmisséo classica da hepatite A por agua e alimentos contaminados vai
diminuindo na medida em que as condicbes de higiene pessoal e saneamento
basico vao melhorando, como tem sido observado nas regides Sul e Sudeste do
Brasil (Fausto & Gongalves 2003).

Portanto, o melhor meio para a prevengao da hepatite A € a implementagao
de medidas que visam a melhoria nessas condigdes. E de grande importancia a
vigilancia da qualidade da agua com monitoramento do sistema de abastecimento
publico feito pelos 6érgdos competentes, devendo manter o cloro residual entre 0,2 e
0,5 mg/l. Nos locais sem agua tratada, essa deve ser fervida por pelo menos um
minuto ou ser tratada com adi¢c&o de hipoclorito de sodio a 2,5%, uma a duas gotas
por litro. E necessario proceder a limpeza das caixas d’agua e higienizar utensilios e
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filtros caseiros. Os alimentos devem ser bem cozidos, especialmente, mariscos e
frutos do mar, e o leite deve ser fervido por pelo menos dois minutos. As verduras e
frutas necessitam ser bem lavadas e mergulhadas durante 30 minutos em solugéo
de hipoclorito de sodio a 2,5% (CVE 2006).

O HAV permanece viavel por quatro semanas na superficie dos objetos,
devendo-se dar énfase ao habito de lavar as maos apoés contato com lixo, uso do
banheiro, apdés manipular e trocar fraldas de criangas, antes da preparacdo de
alimentos, antes de se alimentar, ou de alimentar criangas, apds contato manual
com frutas e verduras ndo lavadas ou carnes e outros alimentos crus (Ministério da
Saude 2005).

A maior concentracdo dos virus nas fezes ocorre na fase mais tardia do
periodo de incubacdo e no periodo inicial da fase prodrémica, devendo ser
considerada a restricado de atividades estudantis e laborais. A deteccdo precoce da
hepatite A também é importante na transmisséo, ja que permite a promog¢ao de
medidas para evitar a transmissao do virus para contactantes expostos (Raabe et al.
2013).

A imunizagdo contra a hepatite A é altamente eficaz e ja é utilizada para
prevencdo da doenca desde 1991. No Brasil, somente em 2014 a vacina foi
incorporada na rotina do Programa Nacional de Imunizacdo do Sistema Unico de
Saude, de acordo com a Portaria N° 2, de 18 de janeiro de 2013. E, ha dois anos,
um trabalho analisou o custo e a eficacia da vacinagdo universal no Brasil com
resultados relevantes sobre o impacto na epidemiologia da doengca em todas as
regides. O trabalho mostrou reducdo de 64% no numero de casos de hepatite
ictérica, queda de 59% no numero de mortes e diminuigdo de 62% de anos de vida
perdidos (Sartori et al. 2012).

A vacina Merck Sharp & Dohme, utilizada no Brasil (Figura 1.7), é indicada
para criangas de 12 meses a 2 anos de idade na dose de 0,5 ml por via
intramuscular (Ministério da Saude 2013).
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LABORATORIO APRESENTACAO COMPOSICAO IMUNOBIOLOGICO/

PRODUTOR ILUSTRACAO
Cada dose de 0,5 mL contém
aproximadamente 25 U do antigeno
VAQTA - Frasco-ampola  do virus da hepatite A, 0,225 mg de
MERCK SHARP & (Merck Sharp & Dohme) aluminio na forma de sulfato de

hidroxifosfato de aluminio amorfo

I\ . EPARRES A WON,
DORME Suspensdo injetdvel - frasco € 35 mcg de borato de sddie como E,*"..!,"““

ampola - monodose de 0,5 mL estabilizador de pH, em cloreto de S

/cada dose sodio a 0,9%. e

Figura 1.7: Representacdo esquematica da vacina contra a hepatite A utilizada
no Brasil (fonte: Ministério da Saude 2013).

Para os adultos que n&o receberam a imunizagcédo ou nao tiveram contato com
o HAV, os Centros de Referéncia para Imunobiolégicos Especiais (CRIES)
disponibilizam a vacina em algumas situagdes especiais recomendadas pelo
Ministério da Saude (Centro de Referéncia para Imunobiologicos Especiais 2006).

Essas situagdes incluem:

a) pacientes com hepatopatias crénicas de qualquer etiologia, inclusive
portadores do virus da hepatite B e do virus da hepatite C;

b) coagulopatias;

c) criangas menores de 13 anos com o virus da imunodeficiéncia humana ou

HIV e/ou Sindrome da Imunodeficiéncia Humana ou AIDS;
d) adultos com HIV/AIDS que sejam portadores do HBV ou HCV;
e) doencgas de deposito;
f) fibrose cistica;
g) trissomias (sindrome de Down, sindrome de Edwards, sindrome de Patau);
h) imunodepressao terapéutica ou por doenga imunodepressora;

i) candidatos a transplante de o6rgdo solido cadastrados em programas de
transplantes, transplantados de 6rgéo solido ou de medula 6ssea; e
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j) doadores de 6rgéo soélido ou de medula 6ssea cadastrados em programas de
transplantes.

As vacinas contra hepatite A atualmente em uso e licenciadas no Brasil s&o
preparadas a partir de culturas celulares (fibroblastos humanos) e inativadas pela
formalina. O conteudo de antigenos de cada vacina é expresso em unidades
ELISA (E.L.U.) ou unidades (U), de acordo com o laboratorio fabricante. O
adjuvante é o hidréxido de aluminio e a vacina n&o contém antibioticos (Centro de

Referéncias para Imunobiolégicos Especiais 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A necessidade da aplicacao rotineira de testes rapidos, simples e de baixo
custo operacional e financeiro na rotina diagndstica da hepatite A despertou o
interesse para a realizagdo desse estudo. O Ambulatério de Hepatites Virais (AHV)

foi o cenario que forneceu estrutura fisica e pessoal para consolidar essa pesquisa.

No AHV, foi identificado um elevado numero de casos agudos de hepatite
viral, o que levou a criar o Programa de Diagnostico Precoce de Hepatites Agudas
do Rio de Janeiro, em 2002, em parceria com o Laboratério Central de Saude

Publica Noel Nutels, da Secretaria Estadual de Saude/RJ.

Nele, a partir de 2011, foram incluidos os testes rapidos para hepatites virais
A, B e C no intuito de acelerar o diagndstico precoce das hepatites agudas virais e,
consequentemente, tornar mais rapidas as acdes preventivas e terapéuticas quando
aplicaveis. Por meio dessas ag¢des, o ambulatério foi reconhecido como unidade de
referéncia para os casos agudos de hepatite viral no Municipio do Rio de Janeiro. De
1997 até 2011 foram registrados no AHV mais de 18 mil atendimentos para hepatite,
dos quais 2.105 foram casos suspeitos de hepatites virais agudas e, destes ultimos,

aproximadamente 1.050 foram confirmados laboratorialmente como hepatite A.

Os testes rapidos para deteccao de anti-HAV poderdo ser utilizados em
inquéritos epidemiolégicos que visam estimar as taxas de incidéncia e prevaléncia
em areas a serem estudadas. O método podera identificar mudangas no perfil
epidemioldgico da doenga e permitir a caracterizagdo de pacientes assintomaticos
em possiveis areas endémicas ainda negligenciadas. O teste rapido também podera
auxiliar no acompanhamento de surtos, identificando contactantes que ainda nao
foram expostos ao HAV. Essa identificacdo torna-se importante na avaliagdo da
necessidade de vacinagdo de bloqueio em pequenos surtos intradomiciliares ou
grandes areas endémicas.

O reconhecimento da aplicabilidade do teste rapido podera auxiliar ao clinico
no diagnostico diferencial durante o atendimento de pacientes que se apresentam
com quadro ictérico agudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a aplicabilidade de um ensaio imunocromatografico (teste rapido) para
o diagndstico da hepatite A em uma coorte de pacientes com quadro agudo de
hepatite e seus contactantes durante o acompanhamento no Ambulatério
de Hepatites Virais do IOC/Fiocruz.

3.2.0bjetivos Especificos

i. Descrever as principais manifestagdes clinicas durante o0 acompanhamento dos

pacientes com hepatite A.

ii. Avaliar a acuracia do teste rapido para deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM e
anti-HAV 1gG em relag&o ao padr&do-ouro (CMIA).

iii. Comparar os resultados do teste rapido e de um imunoensaio de microparticulas
por quimioluminescéncia (Chemoluminescent Microparticle Immunoassay ou CMIA)
para a detec¢do de anticorpos anti-HAV IgM e IgG durante o acompanhamento dos
pacientes com hepatite A.

iv. Avaliar a sensibilidade do teste rapido para a detecgdo do anti-HAV IgM em
diferentes periodos da infec¢do pelo HAV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho do estudo e sele¢cao dos pacientes

Este estudo é retrospectivo, baseado no acesso a dados secundarios sendo
desenvolvido no Ambulatério de Hepatites Virais (AHV) do LAHEP, do
IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Os pacientes selecionados para o estudo foram atendidos no ambulatério
durante o periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012.

Os critérios de inclusao foram: ter idade igual ou superior a 2 anos, ser de
qualquer sexo, raga ou etnia, ter sorologia reativa para anti-HAV IgM através do
meétodo de quimioluminescéncia.

Foram excluidos desse estudo pacientes com dados omissos no prontuario

meédico em relagao a testagem sorolégica para hepatite A.

4.2. Método de criagdo do banco de dados para armazenamento de

informagoes:

A criacdo de banco de dados para acesso secundario foi realizada no
Microsoft Access 2007 (Microsoft Corporation, EUA). As variaveis categoricas foram
codificadas por meio de numeros e, juntamente com as variaveis quantitativas,
foram armazenadas neste banco. As informagdes foram coletadas nos prontuarios
meédicos e em dois livros de registro de realizagdo de testes rapidos referentes ao
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012. Os dados foram obtidos em
relagdo aos aspectos demograficos, epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

As informacgdes inseridas no banco de dados foram:

A) Caracteristicas socio-demograficas do paciente: idade, sexo, ragal/etnia,
municipio de residéncia;

B) Caracteristicas epidemiolégicas: veiculagdo hidrica e/ou transmisséo
interpessoal.

C) Procedéncia: casos esporadicos ou provenientes de surto de hepatite A,
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D) Caracteristica da evolugdo cronologica da doenga: inicio e duragao dos sintomas;
E) Manifestagdes clinicas: ictericia, coluria, hipocolia fecal;

F) Resultados laboratoriais inespecificos: ALT, AST, RNI e TAP;

G) Resultados de testes rapidos para anti-HAV IgM e IgG, com positividade
expressa através de imunocromatografia;

H) Resultados de imunoensaio comerciais realizados por quimioluminescéncia para

detecg&o de anticorpos anti-HAV IgM e anti- HAV IgG.

Para analise cronologica das variaveis, dividimos o estudo em cinco periodos
de acordo com o surgimento da ictericia e com a coleta da primeira amostra de

sangue para a realizagéo dos testes diagnosticos (dia zero). Esses periodos foram:

A) Fase pré-ictérica: surgimento da ictericia apds a coleta da primeira amostra de
sangue;
B) Fase ictérica inicial: 0 a 7 dias do surgimento da ictericia antes da coleta da

primeira amostra de sangue;

C) Fase intermediaria |: 8 a 15 dias do surgimento da ictericia antes da coleta da

primeira amostra de sangue;

D) Fase intermediaria 1l: 16 a 30 dias do surgimento da ictericia antes da coleta da

primeira amostra de sangue;

E) Fase tardia: a partir de 31 dias do surgimento da ictericia apos a coleta da

primeira amostra de sangue.

Para a analise dos coagulogramas, os pacientes foram alocados em dois
grupos (abaixo de 40 anos e maiores ou igual a 40 anos). Essa estratificagao foi
fundamentada na maior prevaléncia de curso fulminante de hepatite A nos

individuos acima de 40 anos.
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4.3. Teste rapido

O teste rapido comercial utilizado para analise dos resultados foi o SD
BIOLINE HAV IgG/IgM (Standard Diagnostics, Coreia do Sul), sob registro da
ANVISA 803130400.84, com sensibilidade e especificidade de 97,6% e 98,8%,
respectivamente, segundo informagdes do fabricante. O ensaio utiliza antigenos
virais fixados em um suporte solido que se ligam aos anticorpos especificos
encontrados no soro. Cada conjunto de reagentes contém: dispositivos individuais
de teste embalados individualmente com um dessecante, diluente de amostras (5
ml) contendo fosfato, tween 20 e azida sddica, pipeta capilar de 5 pl e instrugdes de
uso. O suporte contém trés linhas pré-sensibilizadas na superficie da membrana
(Figura 4.3.1). Sdo denominadas ‘G’ para a detecgédo de anticorpos anti-HAV 1gG,
‘M’ para a detecgdo de anticorpos anti-HAV IgM e ‘C’ para a linha de controle.
Todas as trés linhas ndo sao visiveis na janela de visualizagdo dos resultados antes
da aplicagdo da amostra biolégica. As linhas ‘M’ e ‘G’ se tornam visiveis quando ha
quantidade suficiente de anticorpos anti-HAV IgM e anti-HAV IgG, respectivamente.
A execucao desse procedimento foi realizada conforme as seguintes etapas (Figura
4.3.2):

i. Com o auxilio de uma pipeta automatica, foi aspirado um volume de soro de 5

ML e adicionado ao pogo da amostra marcado com um "S”;

ii. Em seguida, foram adicionadas 4 gotas do diluente do ensaio ao pogo (de

formato redondo) em uma das extremidades do teste;

iii. Apo6s 20 minutos, procedeu-se a interpretacdo dos resultados de acordo com
a leitura na linha teste (C M G):

- O resultado INVALIDO para hepatite A foi demonstrado pela auséncia de
linhas nas marcas da linha teste;

- O resultado NEGATIVO para hepatite A foi demonstrado pelo aparecimento
de uma linha escura apenas na marca controle (C) da linha teste;
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- O resultado POSITIVO para hepatite A infeccdo aguda foi demonstrado pelo
aparecimento de uma linha escura na marca (C) e na marca (M),

acompanhado ou n&o de linha escura na marca (G) da linha teste;

- O resultado POSITIVO para hepatite A com infecgdo passada foi
demonstrado pelo aparecimento de uma linha escura na marca (C) e na

marca (G) da linha teste.

As linhas foram avaliadas através da intensidade das cores.
Classificamos a escala colorimétrica em seis e consideramos zero para 0s

resultados negativos e de um a seis a medida que a cor ficasse mais intensa.

HAV HAV
IgG / g™ 19G / igM

=
A k7

we
wp

Figura 4.3.1: Testes individuais para a
detecgdo de anticorpos anti-HAV IgM e
anti-HAV 1gG.

44



HAV HAV HAV
IgG /IgM IgG /IgM IgG /IgM
N N N
S C S C S C
__,) M M __) M
G G G
— P Pl
5| s 5
1 2 3

Figura 4.3.2: Interpretacdo dos resultados validos do teste rapido para hepatite A.
Além da formacédo da banda visivel na linha C no dispositivo (1), observa-se a
formacgao de bandas visiveis na linha M correspondente a positividade para anti-HAV
IgM; no dispositivo (2), observa-se a formagdo de bandas visiveis na linha G
correspondente a positividade para anti-HAV IgG; no dispositivo (3), observa-se a
formacéo de bandas visiveis nas linhas M e G correspondentes a positividade tanto
para anti-HAV IgM como para anti-HAV IgG.

4.4. Teste soroldgico

A pesquisa de anti-HAV IgM e anti-HAV IgG de todos os pacientes foi
realizada no Laboratorio Central de Saude Publica do Rio de Janeiro Noel Nutels
(LACEN/RJ) pela técnica de quimioluminescéncia.

O teste empregado foi o Architect (Abbott, Alemanha), que se baseia em um
sistema automatizado de imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia
(Chemoluminescent Microparticle Immunoassay ou CMIA). Esse imunoensaio foi
utilizado para detecgao qualitativa de anticorpos anti-HAV no soro ou plasma

humano através de dois passos.
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No primeiro passo, a amostra, o diluente de ensaio e as microparticulas
paramagnéticas revestidas com o HAV foram combinados nos recipientes do
sistema. Os anticorpos anti-HAV IgM e IgG presentes na amostra ligaram-se as
microparticulas revestidas com o HAV. Apos a lavagem, os anticorpos anti-HAV se
ligam as anti-imunoglubulinas humanas (IgM e 1gG) marcadas com conjugado
acridineo que foi adicionado na segunda etapa. Foi realizado outro ciclo de lavagem
com as solugdes pré-ativadora e ativadora para a reacdo quimioluminescente que
foram adicionadas a mistura. A reagcao quimioluminescente resultante foi medida em
unidades de luz relativas (ULR). Ha uma relagdo direta entre a quantidade de
anticorpos anti-HAV na amostra e as ULRs detectadas pela oética do sistema
Architect.

A presenca ou auséncia de anticorpos anti-HAV na amostra foi determinada
pela comparacado entre o sinal quimioluminescente da reacdo e o sinal de corte

determinado em calibragao do ensaio.

Para avaliar os resultados do anti-HAV IgG, amostras com valores S/CO
(relacdo entre sinal e valor de corte) iguais ou maiores a 1 foram consideradas
reativas para anticorpos anti-HAV e amostras com valores S/CO menores que 1
foram consideradas ndo-reativas para anticorpos anti-HAV. Em relagdo ao anti-HAV
IgM, a relag&o entre o sinal e valor de corte foi maior ou igual a 1.2.

O teste utilizado foi comercializado pela Abbott Laboratories, localizada em
Wiesbaden, Alemanha, e distribuido pela Abbott Laboratorios do Brasil, localizada
em S&o Paulo, Brasil. O registro do teste na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) é 80146501196.
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4.5. Consideragoes éticas

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Oswaldo Cruz com o Certificado de Apresentagdo para Apreciacdo Etica
(CAAE) 30350614.5.0000.5248 e numero do parecer 699.749, em 10 de junho de
2014.

Esta pesquisa foi realizada com dados secundarios armazenados em banco
de dados criado para a execugdo do projeto e que contém as informagdes dos
pacientes atendidos no AHV do IOC/FIOCRUZ. As fontes de dados foram obtidas de
prontuarios médicos e livro de registro de resultados dos testes rapidos para hepatite
A ja existentes no AHV.

Os dados ficaram sob a guarda da pesquisadora, sendo garantido seu sigilo e
confidencialidade, de forma que foi solicitada a dispensa do termo de consentimento

livre e esclarecido devido a natureza do projeto.

Assim, a dispensa do uso de TCLE para o projeto de pesquisa "Aplicabilidade
do teste rapido para hepatite A" foi fundamentada:

- por ser um projeto onde foram coletadas, de forma retrospectiva, as informagdes
de todos os pacientes atendidos no AHV, com diagndstico confirmado de hepatite A;

- por ser um estudo observacional e descritivo, que empregou apenas informagdes

de prontuarios médicos, disponiveis no AHV;

- porque os dados foram manejados e analisados de forma andnima, sem

identificagcdo nominal dos sujeitos de pesquisa e;

- porque os resultados decorrentes do estudo foram apresentados de forma
agregada, n&o permitindo a identificagdo individual dos sujeitos de pesquisa.
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4.6. Analise estatistica

Os dados categoricos foram descritos como frequéncias e as variaveis
quantitativas que n&o apresentam distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-
Smirnov, p> 0,05) como mediana e valores minimo e maximo. Na analise bivariada,
foi utilizado o teste qui-quadrado (x?) com correcdo de Yates ou teste exato de
Fisher, quando apropriado. Na comparagéo entre dados categoricos e quantitativos
foi utilizado o teste ANOVA. Um valor de p < 0,05 (teste bicaudal) foi considerado
estatisticamente significante. Para analise estatistica foi utilizado o pacote Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS for windows, release 20.0; SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas demograficas e epidemiolégicas da populacao do estudo

Em 2012, o AHV registrou 4.215 atendimentos os quais foram submetidos a
investigacdo, esclarecimento e acompanhamento dos diferentes quadros e tipos de
hepatites virais. Esse estudo constatou que 2.301 eram atendimentos de individuos
com quadros suspeitos de hepatites virais agudas e seus contactantes que foram
orientados a comparecer para a realizagdo dos testes diagnosticos. Dentre os 2.301
atendimentos, 652 foram de primeira vez e 1.649 subsequentes (Figura 5.1). Por
meio do levantamento dos dados, constatou-se que dos 652 individuos atendidos no
ambulatorio pela primeira vez, 238 apresentavam anti-HAV IgM reagente pelo
método CMIA.

Foram estudadas as caracteristicas demograficas e epidemioldgicas desses
238 individuos com diagnostico confirmado nos quais verificou-se que 142/238
(59,6%) eram do sexo masculino e 96/238 (40,3%) do sexo feminino. Notou-se,
também, que a segunda década de vida foi a mais acometida. A idade mediana
encontrada foi de 18 anos, variando de 2 a 64 anos, sendo 90/238 (37,8%)
pacientes dentro da faixa etaria de 11 a 20 anos. Em relagdo a raga, 126/238
(52,9%) individuos eram pardos, seguidos de 50/238 (21,0%) brancos e 30/238
(12,6%) negros. A maioria era proveniente da cidade do Rio de Janeiro, 142/238
(59,6%), e de Mangaratiba, 81/238 (34%) (Tabela 5.1).

O fator de risco para a hepatite A analisado em nosso estudo foi a exposi¢cao
a veiculacao hidrica do HAV e o contato interpessoal. Dentre os 238 pacientes com
diagnodstico confirmado de hepatite A, foram identificados 101 pacientes que
relataram possivel exposicdo do HAV através da agua. Dentre as formas de
exposi¢cao do HAV pela agua, verificou-se que 58/238 (24,3%) referiram consumo de
agua nao tratada; 25/238 (10,5%) referiram banhos recreativos (piscina, mar, rio ou
lago); 16/238 (6,7%) tiverem contato com enchente, esgoto, fossa ou valéo e 2/238
(0,8%) realizaram limpeza de caixa d’agua (Tabela 5.1).

Dentre o0s pacientes estudados, 71 (29,8%) foram contactantes

intradomiciliares de pacientes com hepatite A e 139 (58,4%) oriundos de surtos.
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Alguns surtos intradomiciliares foram detectados ambulatorialmente através do
atendimento de contactantes de pacientes com quadro ictérico agudo. O maior surto
registrado nesse periodo pelo AHV foi no municipio de Mangaratiba com 81 casos
confirmados (Tabela 5.1). A equipe do AHV esteve presente no local prestando
assisténcia aos pacientes e contactantes. Dentre os pacientes do surto de

Mangaratiba, 65 (80%) referiam alguma forma de exposig&o hidrica ao HAV.

Figura 5.1: Representagdo esquematica dos atendimentos realizados no
Ambulatério de Hepatites Virais entre janeiro de 2012 a dezembro de 2012.

Atendimentos
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Hegatite A aguda Sem dados Cutros
atendimentos
A;":a;s_;g‘ . 9 R 7‘ ,_""“_‘,,
Sintomatcos Assintomatcos Sem dados
n=216 g ne1
Ictéricos Aniciévicos
n=203 n=13
’ Nax 1* consista Apds a 1" consulta ‘
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Tabela 5.1: Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas de
238 individuos com hepatite A atendidos no Ambulatério de
Hepatites Virais — IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, no periodo de
janeiro/2012 a dezembro de 2012.

Caracteristicas Resultados
Sexo, n (%):

Masculino 142 (59,6)

Feminino 96 (40,3)
Idade (anos):

Mediana (Variagao) 18 (2 - 64)
Faixa etaria (anos), n (%):

0-10 66 (27,7)

11-20 90 (37,8)

21-30 46 (19,3)

31-40 21(8,8)

41-50 10 (4,2)

> 51 4 (1,7)
Etnia/Cor, n (%):

Branco 50 (21,0)

Pardo 126 (52,9)

Negro 30 (12,6)

Outras/Desconhecido 32 (13,4)
Municipio de origem, n (%):

Rio de Janeiro 142 (59,6)

Mangaratiba 81 (34,3)

Duque de Caxias 8 (3,3)

Outros* 7 (2,8)
Contactantes, n (%):

Sim 71 (29,8)

Nao 167 (70,1)
Oriundos de surto, n (%):

Sim 139 (58,4)

Nao 99 (41,6)

*Boa Vista (Roraima), Magé, Maua, Mesquita e Sao Joao de Meriti.
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5.2. Avaliacao das manifestagoes clinicas e das caracteristicas laboratoriais
inespecificas dos pacientes com hepatite A

Os diferentes estagios do aparecimento da ictericia nos pacientes e
contactantes foram fundamentais para determinar a aplicabilidade clinica do teste
rapido. As coletas variaram desde 27 dias antes do inicio da ictericia até 180 dias
apos o surgimento da ictericia. Ou seja: a eficacia do teste rapido pode ser avaliada

no decorrer do curso clinico da ictericia.

Na avaliacdo das manifestagdes clinicas, foi observado que, dentre os 238
pacientes com hepatite A, 216/238 (90,7%) eram sintomaticos e 21/238 (8,8%) eram
assintomaticos a primeira consulta e houve um paciente com dados omissos (Figura
5.1).

Dentre os 216 pacientes sintomaticos, 195/216 (90,2%) apresentaram
ictericia e coluria, 8/216 (3,7%) somente coluria e 134/216 (62,0%) hipocolia fecal.
Os 13/216 (6,0%) pacientes restantes foram sintomaticos anictéricos e referiram
sintomas inespecificos, tais como: nauseas, vémitos, dor abdominal, febre, artralgia,
mialgia, hiporexia e/ou prostragdo. Esses sintomas n&o foram avaliados

individualmente em nosso estudo (Figura 5.2).

Dos 21 pacientes assintomaticos a primeira consulta, 10 se tornaram ictéricos
no decorrer do acompanhamento. Ou seja, ap0Os a coleta de sangue para detecgao
de anti-HAV IgM, 11 individuos n&do manifestaram sintomas em nenhum momento
do acompanhamento. Isso deveu-se pelo rastreamento dos contactantes de
pacientes com hepatite.
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Figura 5.2: Manifestagbes clinicas dos 216 pacientes sintomaticos com
hepatite A atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais — IOC/FIOCRUZ,
Rio de Janeiro, no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012.

Conforme demonstrado na tabela 5.2, foram analisados os resultados dos
parametros laboratoriais inespecificos para a hepatite A mensurados rotineiramente
no AHV.

Os resultados dos niveis de ALT a primeira consulta estiveram disponiveis em
161 (67,6%) pacientes cuja variagao foi de 7 a 4.200 U/L (mediana 238 U/L) e de
AST em 156 pacientes, cuja variagéo foi de 16 a 3.630 U/L (mediana 129.5 U/L)
(Tabela 5.2). Foram utilizados os seguintes valores como referéncia: 7 a 56 U/L
para ALT e 5 a 40 U/L para AST.

Conforme demonstrado na tabela 5.2, foi obtida a Relagdo Normalizada
Internacional (RNI) em 146 pacientes. A mediana de RNI encontrada foi 1,14 sendo
em oito pacientes maior ou igual a 1,5. Todos esses pacientes foram encaminhados

para hospital de referéncia para acompanhamento da gravidade e avaliagao da
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indicagao de transplante hepatico. A maioria dos pacientes com RNI maior ou igual a
1,5 era constituida de jovens, sendo 87,5% menores de 40 anos.

Tabela 5.2: Parametros laboratoriais inespecificos disponiveis
de 238 individuos com hepatite A a primeira consulta no
Ambulatério de Hepatites Virais — IOC/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Parametros Laboratoriais Resultados
ALT (U/L)*:
n 161
Mediana (Variagao) 218,0 (7,0 — 4.200,0)
AST (UIL)™:
n 156
Mediana (Variagao) 129,5 (16,0 — 3.630,0)
RNI (0 a 40 anos), n: 137
0,9-1,4 n (%) 130 (94,8)
1,5-3,0, n (%) 7 (5,1)
RNI (> 40 anos), n:
0,9-1,4 n (%) 8 (88,9)
1,5-3,0, n (%) 1(11,1)

* Valores de referéncia: 7 a 56 U/L;

TValores de referéncia: 5 a 40 UJ/L.
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5.3 Avaliacao da sensibilidade do teste rapido para a detecgao de anti-HAV IgM

em diferentes periodos da infecgao pelo HAV

Para avaliar a sensibilidade dos testes rapidos a partir do inicio da ictericia,
categorizamos o curso clinico da infecgdo pelo HAV em cinco periodos que
chamamos de fase pré-ictérica, fase inicial, fases intermediarias | e |l e fase tardia
da doencga. Dos 238 pacientes estudados, tivemos informacdes de 307 amostras
coletadas em diferentes periodos antes e apds o aparecimento da ictericia (tabela
5.3).

Na fase pré-ictérica, foram incluidas as amostras dos pacientes que
apresentaram ictericia de dois a 27 dias apds a realizagcédo do teste. Foi encontrada

sensibilidade de 80% dentre os 10 resultados.

Na fase ictérica inicial, foram incluidas as amostras dos pacientes que
apresentaram ictericia de zero a sete dias anteriores a realizagdo do teste. Foi
encontrada sensibilidade de 85,4% dentre os 89 resultados.

Na fase intermediaria |, foram incluidas as amostras dos pacientes que
apresentaram ictericia de oito a 15 dias anteriores a realizagdo do teste. Foi
encontrada sensibilidade de 88,9 % dentre os 45 resultados.

Na fase intermediaria Il, foram incluidas as amostras dos pacientes que
apresentaram ictericia de 16 a 30 dias anteriores a realizagdo do teste. Foi
encontrada sensibilidade de 80% dentre os 25 resultados.

Na fase tardia, foram incluidas as amostras de todos os pacientes que
apresentaram ictericia 31 dias ou mais anteriores a realizagdo do teste. Foi

encontrada sensibilidade de 63% dentre os 138 resultados.
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Tabela 5.3: Valores de sensibilidades dos testes rapidos para deteccao de anti-HAV
IgM em relagdo ao numero de dias a partir do inicio da ictericia nas amostras dos
individuos com hepatite A atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais —
IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Fases Evolutivas da doencga Numero de Numero de Sensibilidade
amostras TR +

Fase pré-ictérica 10 8 80%

Fase ictérica inicial (0 a 7 dias) 89 76 85,4%

Fase intermediaria | (8 a 15 dias) 45 40 88,9%

Fase intermediaria Il (16 a 30 dias) 25 20 80%

Fase tardia (apos 31 dias) 138 87 63%

TR+, teste rapido positivo.

Foram avaliadas diariamente as sensibilidades dos testes rapidos nas fases
ictérica inicial e fase intermediaria I, ou seja, nos primeiros 15 dias apos o inicio da

ictericia (Figura 5.3).

Dentre os 10 pacientes que nao apresentaram ictericia no dia da coleta, oito
tiveram a detecc¢ao do anti-HAV positivo no teste rapido. Os dois pacientes nos quais
os resultados foram negativos também foram negativos pelo método CMIA na

primeira consulta e se tornaram reagentes em coletas subsequentes.
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Figura 5.3: Resultados das sensibilidades relativas dos testes rapidos para
deteccdo de anti-HAV IgM e anti-HAV IgG nos primeiros 15 dias apos o inicio da
ictericia nos individuos com hepatite A atendidos no Ambulatério de Hepatites
Virais — IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, no periodo de janeiro de 2012 a dezembro
de 2012.

5.4 Avaliagao dos valores de DO/CO para a detecgao de anti-HAV IgM e anti-
HAYV IgG em diferentes periodos da infecgao pelo HAV pelo método CMIA

Nesse trabalho, foram avaliados os resultados dos valores de DO/CO para
determinar a positividade dos testes de deteccdo de anticorpos da classe IgM e IgG
em diferentes fases do quadro clinico da hepatite A a partir do aparecimento da
ictericia. Dessa forma, pudemos acompanhar o surgimento e o desaparecimento dos
anticorpos no decorrer da infeccdo (Figuras 5.4.1 e 5.4.2).

As tabelas 5.4.1 e 5.4.2 mostram os valores das médias de DO/CO nas
diferentes fases da doencga. Para a detecgao do anti-HAV IgM, foram observadas as

maiores médias na fase inicial e nas fases intermediarias do curso clinico da
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infeccdo. As menores médias foram encontradas em pacientes assintomaticos e na
fase tardia. Ja para a detecgdo do anti-HAV IgG os valores das médias foram se

elevando no decorrer do curso clinico da infecgao.

aHAV IgM CMIA (Architect/Abbott)

100

Figura 5.4.1: Representacdo esquematica da distribuicdo dos valores de DO/CO
para a detecgdo do anti-HAV IgM em relagdo ao surgimento da ictericia em
amostras coletadas de pacientes atendidos no AHV entre janeiro de 2012 e
dezembro de 2012.
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aHAV IgG CMIA (Architect/Abbott)

Figura 5.4.2: Representagcdo esquematica da distribuicdo dos valores de DO/CO
para a detecgdo do anti-HAV IgG em relagdo ao surgimento da ictericia em
amostras coletadas de pacientes atendidos no AHV entre janeiro de 2012 e
dezembro de 2012.
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Tabela 5.4.1: Médias dos valores de DO/CO do anti-HAV IgM pelo método CMIA de
acordo com as diferentes fases do curso clinico da hepatite A

Fases evolutivas dadoenga n Média de Desvio IC (95%)
DO/CO Padrao

Pré-ictericia 11 4,80 4,48 1,79 -7,81

Inicial 99 8,34 3,52 7,64 —9,05

Fase Intermediaria | 54 8,35 3,07 7,52-9,19

Fase Intermediaria Il 29 6,03 3,91 4,55 -7,52

Fase Tardia 168 3,85 3,07 3,38 — 4,32

n, nimero de amostras estudadas; DO/CO; relagao entre a densidade 6ptica da amostra e o ponto de
corte para a positividade.

Tabela 5.4.2: Médias dos valores de DO/CO do anti-HAV 1gG pelo método CMIA de
acordo com as diferentes fases do curso clinico da hepatite A

Fases evolutivas da doenga n Media de Desvio IC (95%)
DO/CO Padrao
Pre-ictéricia 11 1,40 4,65 0,86 — 7,11
Inicial 89 3,69 2,57 3,14 — 4,23
Fase Intermediaria | 48 5,35 2,50 4,63 - 6,08
Fase Intermediaria Il 28 7,29 2,30 6,13 — 8,46
Fase Tardia 143 8,34 3,95 7,69 — 8,99

n, nimero de amostras estudadas; DO/CO, relagao entre a densidade 6ptica da amostra e o ponto de
corte para a positividade.

5.5 Comparacgao entre a intensidade da leitura da escala colorimétrica dos
testes rapidos com os valores de DO/CO para anticorpos anti-HAV IgM e IgG
pelo método CMIA

Foram analisadas 344 amostras dos 238 pacientes com diagndstico
confirmado de hepatite A. Nessas amostras, verificou-se que foram realizados testes
rapidos e deteccdo do anti-HAV IgM e IgG pelo método CMIA. As médias de DO/CO
para anticorpos anti-HAV IgM e IgG pelo método CMIA foram relacionadas as
diferentes leituras da intensidade da escala colorimétrica (1 a 6) dos testes rapidos
anti-HAV IgM e IgG.
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Para a deteccao de anticorpos da classe IgM, as médias encontradas foram
mais elevadas nos testes em que a leitura da escala colorimétrica foi mais intensa.
Somente na intensidade de leitura seis, a média encontrada do DO/CO foi abaixo do

esperado (Tabela 5.5.1).

Em relagdo aos anticorpos da classe IgG, observou-se valores estaveis e

elevacao maior na intensidade de leitura seis (Tabela 5.5.2).

Tabela 5.5.1. Médias de valores de DO/CO para anticorpos anti-HAV IgM em
relagdo as diferentes leituras de testes rapidos anti-HAV IgM realizados no

Ambulatério de Hepatites Virais de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Intensidade Observagcées Médiade Desvio IC (95%) Valor de p
de leitura DO/CO Padrao

0 77 2,49 3,13 1,79 - 3,20 -

1 61 4,98 3,76 4,02 -5,94 0,0001
2 54 6,15 3,22 5,27 -7,03 0,0001
3 67 7,32 3,91 6,37 — 8,28 0,0001
4 45 8,49 3,37 7,48 — 9,50 0,0001
5 32 8,49 2,78 7,49 —9,49 0,0001
6 8 5,37 4,34 1,74 — 9,00 0,02

DO/CO, relagao entre a densidade Optica da amostra e o ponto de corte para a positividade; CMIA,
quimioluminescéncia; IC, intervalo de confiancga.

Tabela 5.5.2: Médias de valores de DO/CO para anticorpos anti-HAV IgG em
relagdo as diferentes leituras de testes rapidos anti-HAV IgG realizados no
Ambulatério de Hepatites Virais de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Intensidade Observagées Médiade Desvio IC (95%) Valor p
de leitura CMIA Padrao
0 56 6,04 4,24 491-7,18 -
1 65 7,16 4,07 6,15 - 8,17 NS
2 46 6,91 5,00 5,81 -38,00 NS
3 62 6,03 4,24 4,96 — 7,11 NS
4 33 6,91 4,02 5,49 — 8,34 NS
5 16 7,72 4,24 5,46 — 9,98 NS
6 1 9,1 - - -

NS, ndo significante; DO/CO, relacdo entre a densidade 6ptica da amostra e o ponto de corte para a
positividade; CMIA, quimioluminescéncia; IC, intervalo de confianga.
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5.6 Avaliagao da acuracia do teste rapido para a detec¢ao de anticorpos anti-

HAV das classes IgM e IgG

Para a realizacdo da acuracia do teste rapido para a hepatite A foram
incluidas todas as amostras testadas durante o ano de 2012. Nesse universo, além
dos pacientes com hepatite A, foram incluidos todos os casos suspeitos das
hepatites agudas virais, contactantes intradomiciliares e individuos que realizaram

os testes como triagem durante surtos ocorridos no periodo.

Ao todo, foram analisadas 485 amostras que tinham resultados de anti-HAV
IgM simultaneamente para os testes rapidos e para o método CMIA. Dentre as
amostras estudadas, 167 foram reagentes e 318 foram nao reagentes para
anticorpos anti-HAV IgM pelo método CMIA. Na comparagao entre os dois métodos
foi encontrada a acuracia de 94,6% com sensibilidade de 90,4% e especificidade de
96,9% (Tabela 5.6.1).

Tabela 5.6.1 Desempenho do teste rapido em relacdo ao ensaio imunoenzimatico
(CMIA) para detecgao de anticorpos anti-HAV IgM em amostras de soro coletadas
nos diferentes periodos de acompanhamento de individuos com hepatite A
atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais — IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Anti - HAV Anti — HAV Total Parametros
IgM CMIA (+) IgM CMIA (-)

TR anti-HAV IgM (+) 151 10 161 Sensibilidade
90,4%

TR anti-HAV IgM (-) 16 308 324 Especificidade
96,8%

Total 167 318 485 Acuracia
94,6%

TR, teste rapido; CMIA, quimioluminescéncia.
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Ao todo, foram realizados 426 testes rapidos para anti-HAV IgG em amostras

com resultados para o método CMIA. Dentre as amostras estudadas, 327 foram

reagentes e 99 foram n&o reagentes para anticorpos anti-HAV IgG pelo método

CMIA. Na comparagéo entre os dois métodos foi encontrada a acuracia de 82,8%,
sensibilidade de 79,2% e especificidade de 94,9% (Tabela 5.3).

Tabela 5.6.2: Desempenho do teste rapido em relagdo ao ensaio imunoenzimatico

(CMIA) para deteccao de anticorpos anti-HAV IgG em amostras de soro coletadas

nos diferentes periodos de acompanhamento de individuos com hepatite A
atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais — IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012

Anti—- HAV IgG Anti-HAVIgG Total Parémetros
CMIA (+) CMIA (-)

TR anti-HAV IgG (+) 259 5 264 Sensibilidade
79,2%

TR anti-HAV 1gG (-) 68 94 162 Especificidade
94,9%

Total 327 99 426 Acuracia
82,8%

TR, teste rapido; CMIA, quimioluminescéncia.
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5. DISCUSSAO

Em nosso estudo foi realizada uma analise longitudinal durante um periodo
de seis meses para avaliar a aplicabilidade clinica do teste rapido para o diagnéstico
da hepatite A. A avaliagdo de testes diagndsticos de hepatite A é de grande
relevancia, ja que o periodo de incubagéo é longo e o surgimento de anticorpos anti-
HAV IgM pode ser tardio, acarretando atraso no diagnostico e ineficacia nas
estratégias de controle epidemioldgico da doenga (Fishman et al. 1996).

Sendo o0 nosso estudo retrospectivo, ressaltam-se algumas dificuldades
durante a elaboragédo dos objetivos propostos. Uma das dificuldades observada foi
durante a coleta das informacdes devido aos dados omissos nos prontuarios. Outra
limitacdo foi a realizacdo dos testes rapidos por diversos profissionais, o que
aumenta a chance de a padronizagao da leitura dos resultados ter sido prejudicada.
O tamanho amostral do nosso estudo foi pequeno, 238 pacientes com diagndstico
confirmado de hepatite A. Isso deveu-se pela natureza retrospectiva do trabalho,

com abandonos no decorrer do acompanhamento ambulatorial.

A hepatite A € uma doenga endémica que acomete todas as idades. De
acordo com a literatura, criangas e adultos jovens s&o os mais acometidos pela
doenga (Fausto & Gongalves 2003). Dentre os pacientes com hepatite A analisados
em nosso estudo, a maioria também se encontrava dentro das duas primeiras

décadas de vida.

Em relacdo a analise demografica, a regido sudeste registrou, de acordo com
o ultimo boletim epidemiolégico das hepatites virais, publicado em 2010 pelo
Ministério da Saude, 15,9% dos casos do Brasil. A taxa de incidéncia na cidade do
Rio de Janeiro foi de cinco por 100 mil habitantes. Em nossa coorte, a maioria dos
pacientes estudados foi proveniente dos municipios do Rio de Janeiro e de
Mangaratiba. O AHV é uma unidade de referéncia para todos os casos agudos de
hepatite viral no Municipio do Rio de Janeiro. Porém, rotineiramente, também sao
atendidos pacientes provenientes do Grande Rio e de outros Estados do Brasil.

O grande numero de casos confirmados de hepatite A em Mangaratiba
deveu-se ao acompanhamento pela equipe do AHV dos pacientes provenientes de

um surto ocorrido de maio a junho de 2012, com 81 casos confirmados. Acreditamos
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que esse numero esteja subestimado ja que a assisténcia do AHV ao surto foi
emergencial e para muitos pacientes que realizaram testes rapidos ndo houve
aberturas de prontuarios médicos para posterior acompanhamento. Nesse trabalho,
identificamos que a principal forma de transmissdo do HAV em Mangaratiba foi por
veiculacdo hidrica. O contato interpessoal por contactantes intradomiciliares foi a
segunda forma de exposicdo ao HAV durante o surto. A realizacdo dos testes
rapidos para a hepatite A nesse surto motivou ainda mais a condugao desse
trabalho, pois teve um papel importante junto a equipe da Defesa Civil e a Secretaria
de Saude do municipio de Mangaratiba para as agbdes imediatas de contencao e
promog¢ao de medidas de saneamento para o controle do surto. Outro ponto
importante foi a identificagdo, por meio dos testes rapidos, de contactantes
assintomaticos n&o reagentes para anticorpos da classe IgG. Assim, medidas de
vacinacgao de bloqueio de surto puderam ser realizadas.

Nesse estudo foi possivel avaliar as diferentes formas clinicas da hepatite A.
O protocolo de atendimento para os casos de hepatite A no AHV contempla 180 dias
de seguimento ambulatorial. A importancia desse longo seguimento se da porque ja
foram relatadas na literatura formas prolongadas da doenga e evolugéo bifasica da
hepatite A. Schmidt e colaboradores relataram o caso de um homem de 44 anos que
apresentou retorno da ictericia um més apds remissdo do quadro clinico, cursando
com a forma colestatica da hepatite (Schmidt et al. 2011). Em nosso estudo nao
encontramos evolugao bifasica da hepatite A.

Foram estudadas as frequéncias e as duragbes da ictericia, coluria e
hipocolia fecal. A coluria foi 0 achado mais prevalente no momento da primeira
consulta, seguido de ictericia e hipocolia fecal. Na literatura, a ictericia € a alteragao
mais prevalente da doenga (Cuthbert 2001). Outros sintomas que podem estar
presentes na hepatite A sdo: febre, prostracdo, nauseas, vomitos, dor abdominal,
diarreia, mialgia, prurido e artralgia entre outros (Jeong & Lee 2010). Esses sintomas
foram considerados no presente estudo apenas de forma agregada, ndo sendo

analisados individualmente devido aos dados omissos nos prontuarios.

Foram encontrados nesse estudo 10 pacientes que apresentaram ictericia
ap6s a primeira consulta no AHV. Isso deveu-se ao fato do atendimento no AHV
contemplar também os contactantes intradomiciliares dos pacientes com hepatite A.

A presencga de sinais apos a primeira consulta também ocorreu com hipocolia fecal e
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coluria, surgindo em dias subsequentes ao atendimento. A infecgdo inaparente em
contactantes com hepatite A ja foi relatada na literatura. Em 1988, Yang e
colaboradores publicaram um estudo em contactantes em duas epidemias na China.
Foram analisadas, assim como em nosso estudo, sorologias anti-HAV IgM, elevagao
das transaminases séricas e ictericia. Na primeira epidemia, evidenciou-se 34,5% de
sorologias positivas para anti-HAV IgM em individuos assintomaticos. Na segunda
epidemia, 25%, ressaltando a importdncia da avaliacdo de contactantes
assintomaticos dos pacientes com a doenga (Yang et al 1988).

As formas clinicas estdo bem descritas na literatura, variando de
assintomatica até hepatite aguda fulminante. Em torno de 30% das criangas
infectadas permanecem assintomaticas, enquanto aproximadamente 80% dos
adultos infectados manifestam hepatite grave com notavel elevagcdo de
transaminases (Jeong & Lee 2010). A literatura sugere como fatores que influenciam
na gravidade da hepatite A condigdes como doenga cronica no figado, idade
avangada, alcoolismo, infecg&o pelo HIV e gravidez (Willner et al. 1998; Elinav et al.
2006). Em um estudo retrospectivo com 713 pacientes com hepatite A aguda na
Coreia do Sul foi realizada a analise multivariada dos fatores preditivos associados
com gravidade. O estudo apontou que a gravidade da doencga esta relacionada com
a idade, o alcoolismo e a presencga de infecgao cronica pelo HBV (Kim et al. 2010). A
gravidade, em nosso estudo, foi medida através da analise da RNI. Para essa
avaliacado, estratificamos a populagcéo estudada em dois grupos (ponto de corte de
40 anos). Diferente da literatura, observamos em nossa pesquisa que os valores
mais elevados da RNI estavam nos individuos menores de 40 anos. Porém, foi
observado que o paciente que teve maior elevacdo da RNI (3,0) encontrava-se
acima de 40 anos. Todos os pacientes com elevagédo significativa de RNI foram
encaminhados para hospitais de referéncia para acompanhamento e nenhum

evoluiu para a forma fulminante da doenga.

Em relagcdo aos parametros laboratoriais analisados no primeiro atendimento,
a maioria dos pacientes com hepatite A apresentou elevacdo das transaminases
séricas. Na avaliagado da ALT, foi encontrada a mediana de 161 e na avaliagdo da
elevacado da AST foi encontrada a mediana de 156. A determinagédo dos valores de
transaminases € de grande utilidade na suspeita de hepatite e, geralmente,
encontram-se valores de 5 a 10 vezes superiores a normalidade devido a leséo
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hepatocelular difusa (Giboney 2005). Porém, também foram encontrados, no
presente estudo, pacientes com anti-HAV IgM reagente no teste rapido e valores de
transaminases séricas dentro da normalidade. A fim de reducdo de custos, a
investigacdo do anti-HAV IgM ndo deve ser realizada em pacientes com
transaminases séricas normais (Coutinho et al. 2007). Em um recente estudo
realizado na Turquia com o acompanhamento durante cinco anos de jovens
menores de 18 anos, concluiu-se que os pacientes com niveis séricos de ALT e AST
acima de 1.000 U/L necessitaram de maior periodo de hospitalizagdo. Portanto, se
faz necessario maior vigiléncia clinica e laboratorial desses pacientes (Cetinkaya et
al. 2014). Um estudo prospectivo realizado na década de 80 acompanhou 451
pacientes com hepatite A. Em 83,8% dos pacientes, os parametros bioquimicos
avaliados normalizaram dentro de trés meses. Mesmo nos pacientes que tiveram um
curso clinico e laboratorial prolongado da hepatite A, a doenga teve carater benigno.
(Lesnicar 1988).

Os testes rapidos foram realizados em pacientes em diferentes fases da
doenca e a sua sensibilidade foi avaliada nesses periodos. Também foi analisada a
sensibilidade dos testes rapidos nos pacientes que tiveram surgimento da ictericia
apo6s a realizacdo dos testes. Essa analise foi possivel devido ao atendimento, no
AHV, de contactantes intradomiciliares assintomaticos de pacientes com hepatite A.

O nosso estudo mostrou que a sensibilidade do teste rapido da hepatite A,
gquando comparado ao método CMIA, foi menor na fase tardia. Vale ressaltar que os
dois resultados de testes rapidos negativos na fase pré-ictérica também foram

negativos pelo método CMIA.

ApoOs o inicio da ictericia, a sensibilidade do teste rapido para a deteccao do
anti-HAV IgM foi elevada em todas as fases analisadas, denominadas inicial,
intermediaria | e Il e fase tardia. A maior sensibilidade foi observada entre o oitavo e

o 15° dia apos o surgimento da ictericia.

Verificou-se que os anticorpos anti-HAV IgM foram detectados em alguns
pacientes por um longo periodo, sendo o periodo maximo de 150 dias. A gravidade
da infecgdo pelo HAV e a duragao da detecgao do anti-HAV IgM ja foi descrita na
literatura. Em 1996, os achados de um estudo realizado no Jap&do sugerem que 0s
titulos dos anticorpos em pacientes com curso prolongado da doenga permanecem
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altos por mais tempo quando comparados aqueles pacientes de infecgao subclinica
pelo HAV (Sata et al. 1996).

A sensibilidade de testes de fluxo lateral em diferentes estagios da doencga ja
foi avaliada para outros agravos. Em 2013, Huang e colaboradores mostraram que,
na dengue, a detec¢cdo do antigeno NS1 € maior nos primeiros trés dias da doenga.
O estudo foi realizado com 392 pacientes e também avaliou a combinagdo de
métodos em diferentes estagios da doenga (Huang et al. 2013). Em 2014, Pal e
colaboradores avaliaram sete testes rapidos comerciais para a detec¢gado do antigeno
NS1 nos primeiros 14 dias apds o inicio dos sintomas. A sensibilidade dos testes foi
maior entre o terceiro e o quarto dia. A sensibilidade dos testes variou entre 71,9% e
79,1% e a especificidade variou entre 95% e 100% (Pal et al. 2014). Ainda em 2014,
um trabalho realizado no México avaliou 310 amostras de pacientes com diagnostico
confirmado de dengue através de meétodos sorologicos e 87 amostras negativas
para dengue (utilizadas como controle) obtidas de pacientes com doencga febril
aguda. O estudo encontrou 90,6% de sensibilidade e 89,6% de especificidade para
um teste rapido comercial para a detecgdo do NS1. Nao foi encontrada significancia
estatistica nas seguintes comparagdes: sensibilidade entre infec¢gbes primarias e
secundarias e sensibilidade entre dengue e febre hemorragica da dengue. A
sensibilidade foi maior nos testes realizados na fase aguda da doenga (Sanchez-
Vargas et al. 2014).

Nosso estudo, semelhante aos estudos citados previamente, demonstra a
importancia da avaliagao de testes rapidos no inicio da infeccéo. A hepatite A, assim
como a dengue, € uma doenga aguda cujo conhecimento da fase inicial € de grande

importancia no esclarecimento do diagndstico clinico.

Para avaliar a acuracia do teste rapido, foi feito um levantamento dos exames
realizados durante o ano de 2012 e comparados com um teste sorologico pelo
método CMIA. A sensibilidade e a especificidade foram maiores os anticorpos anti-
HAV IgM. Esses achados foram, de forma similar, observados na dengue em um
estudo prospectivo, controlado, multicéntrico que incluiu 1.021 pacientes com
sindrome febril e avaliou dois testes rapidos para o diagndstico da dengue (Pal et al.
2015).
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Foram encontrados pacientes com sinais e sintomas compativeis com
hepatite aguda ictérica e sorologias realizadas pelo método CMIA anti-HAV IgM e
anti-HAV IgG negativas. Esses resultados podem ter sido falsos-negativos, uma vez
que na literatura ja foi evidenciada a detecgado de HAV — RNA através da técnica de
PCR em pacientes com sorologia anti-HAV IgM negativa (De Paula et al. 2004).

Na literatura, a acuracia de outros métodos rapidos para o diagnostico de
hepatite A ja foi avaliada. Em 2003, um estudo avaliou a detecg&o de anticorpos pelo
método Dot Immunigold Filtration Assay (DIGFA). Esse teste consiste em capturar
anticorpos humanos IgM e IgG através de uma membrana de nitrocelulose em uma
rapida reagao antigeno-anticorpo (Han et al. 2000). O DIGFA pode detectar a
presencga de anti HAV-IgM e anti-HAV IgG simultaneamente e pode ser realizado em
3 minutos. O estudo apresentou 91,3% de sensibilidade e 96% de especificidade,
porém estes resultados foram mais baixos que o do método ELISA (Shao et al.
2003).

Em 2009, a deteccdo de anti-HAV através de um teste rapido
imunoenzimatico em microplacas também foi avaliada em um estudo que descreveu
um ensaio colorimétrico capaz de detectar anticorpos contra a hepatite A. A

infectividade do HAV foi mensurada por citometria de fluxo (Azizi et al. 2009).

Outros trabalhos sobre acuracia de testes imunocromatograficos de outras
hepatites virais também encontram-se disponiveis na literatura. Uma publicacao
recente avaliou um teste rapido (Immonuflow HCV Test) utilizado para triagem da
hepatite C, tendo evidenciado 100% de sensibilidade e 100% de especificidade
(Kosack et al. 2014). Em 2013, Kim e colaboradores estudaram as caracteristicas de
um teste rapido para a detecgdo do anti-HCV (SD Bioline, Coreia). Nesse estudo,
além da especificidade e sensibilidade, foram avaliadas reagdes cruzadas do teste
rapido com HBsAg, anti-HBs, fator reumatoide e imunoglobulinas. Foram
encontrados valores de sensibilidade de 78,8% e especificidade de 100%, e néo

foram detectadas reac¢des cruzadas (Kim et al. 2013).

Por fim, em 2010, Lee e colaboradores compararam o teste rapido para
hepatite A com um ensaio imunoenzimatico para detecgdo de anticorpos anti-HAV
IgM e 1gG. O estudo utilizou 150 amostras de soro de paciente com hepatite A e
evidenciou 100% de especificidade e 100% de sensibilidade (Lee et al. 2010).
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6. CONCLUSOES

1. No grupo estudado, a coluria foi a principal manifestagéo clinica observada,
seguida de ictericia e hipocolia fecal.

2. A avaliacdo do desempenho do teste rapido mostrou que o mesmo
apresentou elevada acuracia, sensibilidade e especificidade para deteccéo de
anti-HAV IgM, podendo ser utilizado com teste inicial em triagem diagndstica
de casos suspeitos de hepatite A.

3. O anti-HAV IgM pode ser detectado antes do inicio da ictericia e se manter
elevado por um longo periodo tendo seu pico de elevagdo entre o 8° e 30°
apos o inicio da ictericia. O anti-HAV IgG também pode surgir antes do inicio
e se mantém estavel a partir do 30° dia.

4. O melhor periodo para a utilizagdo do teste rapido para detecgdo de IgM
como triagem de quadro suspeito de hepatite A foi entre o 8% e o 15° dia apos

o inicio da ictericia.
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