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TOURINHO, R. S. Avaliacdo de diferentes coletores de fluido oral para
deteccdo de anticorpos contra o virus da hepatite A, e sua aplicacdo em
areas de dificil acesso0.104 f. Dissertacdo de Mestrado — Pds-graduacao strictu
sensu em Biologia Parasitaria. 2011.

Uma estratégia adotada por diferentes paises para a redu¢cdo no nimero de casos
novos de hepatite A € a vacinacdo. No entanto, 0 mosaico no perfil epidemiolégico
da doenca no Brasil tem dificultado o estabelecimento de um programa nacional
de vacinacao unificado. Para determinacdo de politicas nacionais de vacinagao, 0s
resultados de estudos epidemioldgicos precisam ser cuidadosamente
considerados. E para este monitoramento epidemioldgico, a utilizacdo do fluido
oral é de grande relevancia devido a caracteristica indolor e ndo-invasiva da
coleta. Atualmente, existem varios métodos disponiveis para coleta de fluido oral.
Contudo, poucos estudos investigam qual o coletor ideal para deteccao de baixos
titulos de anticorpos e seu uso em areas de dificil acesso. Por tais razdes, o
presente estudo teve como objetivo a avaliagdo de diferentes coletores de fluido
oral para deteccdo da resposta imune humoral contra o virus da hepatite A e sua
aplicacdo em estudo epidemiolégico em éareas de dificil acesso. Para isto, 90
amostras pareadas de soro e fluido oral foram coletadas de voluntarios com
diferente estado imunitario em condicdes ideais de coleta (painel de otimizagéo); e
224 amostras pareadas coletadas em éareas de dificil acesso (estudo
epidemioldgico). O soro foi coletado por pungédo venosa e o fluido oral foi obtido
utilizando 3 dispositivos comerciais: Salivette®, OraSure® e ChemBio®. Soro e
fluido oral foram submetidos a um imunoblot comercial (ImmunoComb® Il HAVAD)
para deteccdo de anticorpos anti-HAV totais. O painel de otimizacdo demonstrou
que o coletor de fluido oral com melhor desempenho foi o ChemBio® (100% de
concordancia), seguido pelo Orasure® (95,4%) e pelo Salivette® (90,8%).
Posteriormente, o coletor com melhor desempenho, ChemBio®, foi avaliado sob
condicBes precarias de armazenagem. A prevaléncia geral para amostras de soro
e fluido oral foi semelhante, 80,8% e 79%, respectivamente. Os dados por faixa
etaria demonstraram uma forte tendéncia do aumento da infeccdo pelo HAV de
acordo com o aumento da idade e revelou, tanto no soro quanto no fluido oral, que
50% dos individuos entre 0-10 anos estdo susceptiveis a infeccdo. Um
acompanhamento dessas amostras foi realizado para avaliar a estabilidade do
fluido oral, e foi observado que 210 dias apés a coleta foi possivel detectar
anticorpos anti-HAV. Com isso, podemos concluir que tal método pode ser
utilizado na avaliagdo do estado imunitario de individuos em areas isoladas ou em
populacdes urbanas, orientando a realizacdo de estudos epidemiologicos e
auxiliando no estabelecimento de um programa de controle da doenca, bem como
a selecdo dos grupos etarios candidatos a receber a vacina contra hepatite A.
ABSTRACT
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TOURINHO, R. S. Evaluation of different oral fluid collection devices to detect
antibodies against hepatitis A virus infection and its application in difficult-
to-access areas. 104 f. Dissertacdo de Mestrado — Pds-graduacéo strictu sensu
em Biologia Parasitaria. 2011.

A strategy adopted by different countries to reduce the number of new cases of
hepatitis A is the vaccination. However, the mosaic of the disease epidemiological
profile in Brazil has hampered the establishment of a unified national vaccination
program. For the determination of national vaccination policies, the results of
epidemiological studies need to be carefully considered. And for this
epidemiological monitoring, the use of oral fluid is very important due to the
characteristic painless and non invasive collection. Currently, there are several
methods available to collect oral fluid. However, there are few studies investigating
what is the optimal device to detect low antibody levels and its use in difficult
access areas. For these reasons, the present study aimed to evaluate different oral
fluid collection devices to detect humoral immune response against hepatitis A
virus and its application in epidemiological studies in difficult-access areas.
Therefore, 90 paired serum and oral fluid samples were collected from volunteers
with different immune status, under ideal conditions of collection (optimization
panel); and 224 paired samples collected in difficult access areas (epidemiological
study). Serum was collected by venipuncture and the oral fluid was obtained using
three commercial devices: Salivette®, OraSure® and Chembio®. Serum and oral
fluid were submitted to a commercial immunoblot (ImmunoComb® Il HAVAb) to
detect total anti-HAV antibodies. The optimization panel demonstrated that the oral
fluid collection device Chembio ® (100% agreement) had the best performance,
followed by OraSure® (95.4%) and Salivette® (90.8%). Then, the best collection
device, Chembio®, was evaluated under precarious conditions of collection. The
overall prevalence of serum and oral fluid were similar, 80.8% and 79%
respectively. The data by age group showed a trend of HAV infection according to
age and revealed that 50% of individuals aged between 0-10 years are susceptible
to HAV infection in both serum and oral fluid samples. A follow-up of these
samples was performed to evaluate the stability of oral fluid, and it was observed
that 210 days after the collection it was possible to detect anti-HAV antibodies.
Thus, we conclude that this method can be used in assessing the immune status of
individuals in isolated areas or in urban populations, guiding the conduct of
epidemiological studies and assisting in establishing a program to control the
disease as well as the selection of age groups condidate to receive the hepatitis A
vaccine.



1-INTRODUCAO
1.1 — Hepatite A: Contexto histérico

A hepatite A era conhecida como uma forma de “Ictericia” nas antigas
civilizacbes grega, romana e chinesa. Esta doenca, cuja etiologia viral era ainda
desconhecida nesta época, foi considerada como a causa de uma epidemia na
ilha de Minorca, no Mar Mediterraneo, por volta de 1744, sendo este o primeiro
relato escrito da doenca (Cockayne, 1912). Foi durante as duas grandes guerras
do século XX, onde havia uma grande concentracdo de pessoas, que a doenca foi
disseminada, levando a pandemias (Paul e Gardner, 1950). Desde entdo, foi

reconhecida como um importante problema de salde publica.

Por muito tempo, a hepatite A foi denominada de “ictericia catarral”, devido
as obstrucdes biliares causada pela doenca. Apenas em 1931, admitiu-se que o

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

Em 1946, foi estabelecida a existéncia de duas formas de hepatite: a
“hepatite infecciosa”, hoje conhecida como hepatite A, e a “ictericia sérica”, como
hepatite B (Krugman et. al., 1959). No entanto, o termo “hepatite A” s6 foi

introduzido, em 1967, por Krugman e colaboradores.

Em 1973, o virus da hepatite A (Hepatitis A Virus - HAV) foi primeiramente
visualizado por microscopia eletronica por Feistone e colaboradores. Alguns anos
apos, em 1979, Provost e Hilleman conseguiram propagar o virus em cultura
celular, o que possibilitou o desenvolvimento de testes para o diagnostico da
doenca e da vacina. Atualmente, sabe-se que a doenca causada pelo HAV € uma
das cinco viroses nas quais o primeiro sitio de replicacéo € o figado (Nainan et. al.,

2006), sendo responsavel por grande morbidade e mortalidade em todo o mundo.



1.2 - O virus da hepatite A (HAV)

O HAV, membro da familia Picornaviridae, foi durante algum tempo
classificado dentro do género Enterovirus (Melnick, 1982). No entanto, tendo em
vista inUmeras diferencas com outros representantes deste género (estabilidade
do virion a 60°C, baixa porcentagem de homologia de nucleotideos e a falta de
reatividade com anticorpos monoclonais género enterovirus-especificos), o HAV
foi reclassificado em um género separado, denominado Hepatovirus (Minor et. al.,
1991).

O virion é nao-envelopado, possui morfologia icosaédrica, 27 a 32 nm de
diametro (Feinstone et. al., 1973) (Figura 1.1) e é composto de 60 copias de cada

uma das trés maiores proteinas estruturais, VP1, VP2, VP3 (Siegl et al., 1981).

Figura 1.1: Imunomicroscopia eletrénica do virus da hepatite A (Fonte:
www.cdc.gov, 1998).

Seu genoma é constituido por uma molécula de RNA linear de fita simples,
de polaridade positiva, com 7,5 Kb, seguido por uma cauda poli (A) de 40 a 80
nucleotideos (Provost et al., 1975; Bradley et al., 1978; Koff, 1998). A cadeia de
RNA consiste de trés regides: uma regido nao-codificante na extremidade 5, de
732 a 740 nucleotideos, que corresponde a 10% do genoma; uma regiao

intermediaria, codificante de proteinas virais estruturais e nao-estruturais, com



2.225 a 2.227 nucleotideos; e uma regido nao-codificante na extremidade 3’ com
40 a 80 nucleotideos. O RNA gendmico esta associado covalentemente a proteina
VPg (ou 3B) na extremidade 5’ ndo-codificante, tendo esta um papel importante na
iniciacdo da traducéo, pois forma o sitio de entrada do ribossomo (Pereira e
Goncalves, 2003) (Figura 1.2).

As proteinas VP1, VP2, VP3 e VP4, formam o conjunto das principais
proteinas estruturais do HAV. Essas proteinas sdo originadas por clivagem da
proteina primaria pela protease 3C, codificada a partir regido P3, que também
codifica a VPg (ou 3B), associada ao RNA (Siegl et al., 1981). As proteinas nao-
estruturais tém funcbes diferenciadas: a proteina 2A atua como precursora do
capsidio e na morfogénese viral (Cohen et al.,, 1987); as proteinas 2B e 2C
acredita-se que participem da replicacdo do RNA viral, provavelmente com
atividade de helicase (Dolja e Carrington, 1992); a proteina 3A (ou pré-VPg)
ancora a proteina 3B no RNA, enquanto que a proteina 3C tem atividade de
protease viral, sendo a maior responsavel pelo processamento proteolitico do
virus (Gauss-Muller et al.,, 1991); e a proteina 3D é considerada uma RNA

polimerase RNA-dependente (Martin e Lemon, 2006) (Figura 1.2).

*RNA do HAV
5 —Regido aberta para leitura—— 3’
VPg B9 A AAA
- = ¥
Nao Codificante TI"Q.I"IS |ﬂ§ a0 Mio Cadificante

*Polipeptideo do HAV —————

Estrutural Nao Estrutural
NH, COOH
P1 Pz . P3

*Proteinas 1 !
- VP - 2A = 3A (pré VPg)
- VP2  =m 2B = 3B (VPg)
— VP2 == 3IC (protease)

3D (RNA polimerase)

Figura 1.2: Esquema do RNA do HAV e o processamento da proteina primaria,

mostrando as principais proteinas codificadas (Fonte: Pereira e Gongalves, 2003).



O HAV exibe um alto grau de conservacao antigénica (Cohen et. al., 1987).
No entanto, existe uma diversidade genética suficiente para definir alguns
genaotipos e subgenotipos. Algumas regibes genbmicas sdo comumente usadas
para tal fim. Variacdes na sequéncia nucleotidica ocorridas na juncdo VP1/2A sao
usadas para definir genoétipos e subgenotipos: os genotipos tém 15% de variacao
de nucleotideos entre os isolados e 0os subgenotipos tém de 7 a 7,5% de variacdes
de nucleotideos. Existem seis genoétipos do HAV ja identificados: trés genatipos (I,
I, 1) sédo de origem humana, sendo | e Il classificados em subgendtipos A e B; e
trés (1V, V, VI) sao originados de simios (Robertson et. al., 1992). Anteriormente,
foram relatados sete genotipos, porém, um estudo permitiu a reclassificacdo do
gendtipo VII como um subgendétipo do gendtipo 1l (Lu et. al., 2004). Os gendtipos
mais frequentes nas infeccbes humanas sdo os genétipos | e Ill (Costa-Mattioli et.
al.,, 2002). No mundo, o genétipo | € o mais abundante, principalmente o
subgendtipo IA. No Brasil, j& foi relatada a circulagdo concomitante dos
subgendtipos IA e IB (De Paula et. al., 2002).

1.3 - Infecgéo pelo HAV

A transmissdo do HAV ocorre, usualmente, pela via fecal-oral, por meio da
ingestdo de agua ou alimentos contaminados com o virus. A transmissdo via
contato pessoa-pessoa representa, também, uma das formas mais comuns de
infeccdo. A aglomeracdo de individuos susceptiveis associada aos maus habitos
higiénicos favorece, neste caso, a disseminagédo da doenca (De Paula et al., 2002;
Villar et al., 2002; Morais et al., 2006). A transmissdo sanguinea € rara e, quando
ocorre, estd mais frequentemente associada a transfusdes de sangue (Castkova e
Benes, 2009). Ja o risco de transmissdo parenteral € mais alto entre 0s usuarios
de drogas injetaveis (Diel e Schneider, 2001) e vem aumentando em individuos
com este comportamento de risco (Castkova et al., 2009). No quadro 1.1 estéao

demonstrados os grupos com risco de infeccéo para a hepatite A.



Quadro 1.1: Grupos expostos ao risco de infeccao pelo HAV (Adaptado de
Nguyen e Tran, 2009).

Categoria de exposicao ao s )
Comportamento de exposicdo ao risco

risco
. Viajantes de paises desenvolvidos que se deslocam para
Viajantes i ) )
paises subdesenvolvidos e podem ser infectados pelo HAV
Homossexuais Sexo anal-oral

Usuarios de drogas injetaveis L ) ]
o Utilizacao de drogas e seringas contaminadas com HAV
e nao injetaveis

Individuos com disturbio da i
. . Fator VII do plasma de doadores com hepatite A
coagulagdo sanguinea

Individuos que trabalham Contaminag&o com HAV da comida e bebida durante sua
manuseando alimentos preparacao

Individuos que trabalham com Esses individuos séo infectados ao entrar em contato com

criangas (creche, escola) criancas com infec¢do assintoméatica ou branda

Trabalhadores da &rea de o ) o i
Transmissao do paciente para o profissional de salde

salde
Tratadores de primatas ndo- Transmissdo de primatas suscetiveis ao HAV para o
humanos trabalhador

Durante a infeccéo, o virus ultrapassa a barreira do trato digestorio e adere-
se aos hepatocitos via receptor HAVCR1 onde inicia sua replicacdo (Tami et al.,
2007). Em seguida, ocorre a liberacdo de particulas virais para o sangue (viremia),
gue pode estar presente por um longo periodo de tempo durante a fase
convalescente da hepatite A (Yotsuyanagi et al., 1993). A deteccdo do virus nas
tonsilas e saliva, logo apés o aparecimento do virus no sangue, sugere que um
evento anterior de replicacdo pode ocorrer na orofaringe ou nas glandulas

salivares (Cohen et al., 1989).

Posteriormente, ocorre a excrecdo na bile e eliminagdo do HAV nas fezes
de pessoas infectadas. A extensiva eliminacéo do virus nas fezes ocorre durante a
32 a 62 semana do periodo de incubacdo e estende-se pelos primeiros dias da

enfermidade. O pico de excregcdo fecal e, consequentemente o aumento da



infectividade, ocorrem antes do inicio dos sintomas ou da elevacéo do nivel sérico
das aminotransferases/transaminases e declina apds o aparecimento dos
sintomas (Skinhoj et al., 1981). Poucas evidéncias indicam uma relacéo citotdxica
entre 0 HAV e os hepatdcitos. O ciclo enterohepatico do HAV se mantém até que

anticorpos neutralizantes o interrompam (Frosner et al., 1977).

Tal ciclo explica a alta prevaléncia da infeccdo em regides onde o baixo
padrdo sanitario propicia a transmissdo do HAV. O HAV é excepcionalmente
estavel em temperatura ambiente e pH baixo. Essas caracteristicas do virus
demonstram sua capacidade de persistir no meio ambiente e ser transmitido por
fezes e agua contaminadas. A resisténcia ao pH acido e a detergentes permite ao
virus transitar através do estbmago e ser eliminado pelo trato biliar do hospedeiro
(Martin e Lemon, 2006).

As concentracfes virais no soro sdo de 2 a 3 unidades de log menores do
que nas fezes (10° virions/g) (Cohen et. al., 1989; Sanchez et al., 2006). O virus
também pode ser encontrado em fluidos orais na maioria dos pacientes com
hepatite A e sua carga viral parece ser de 1 a 3 unidades de log menores do que

aguelas encontradas no soro (Purcell et. al., 1984).

O curso da infeccdo pelo HAV é dividido em quatro fases: periodo de
incubacéo, fase pré-ictérica, fase de ictericia e fase convalescente. O periodo de
incubacdo da doenca varia de 15 a 50 dias (Paul et. al., 1945; Nainan et. al.,
2006). Durante esta fase, o individuo infectado permanece assintomatico, apesar
da replicagéo viral estar ocorrendo. Por este motivo, este é o periodo de maior
risco de transmisséao, ja que resulta em grande quantidade de virus eliminada nas
fezes. Na fase pré-ictérica, ocorre o aparecimento dos primeiros sintomas de
ictericia. Em seguida, ocorre uma deposicao de pigmentos na pele e mucosas que
assumem uma coloracdo amarelada, o que caracteriza a fase ictérica. A fase
convalescente representa a fase de recuperagdo do individuo (O’Grady, 1992;
Nainan et. al., 2006).



Clinicamente, a hepatite A segue um curso anictérico e assintomético em
95% das pessoas quando infectadas até cinco anos de idade (Ross et al.,1991).
Por esta razdo, em areas de alta endemicidade, a maioria dos individuos torna-se
infectado no inicio da infancia, apesar do niamero de casos diagnosticados ser
baixo (Ferreira e Pretto, 1999). Nos adultos, a doenca é mais grave e prolongada
(Lednar et. al., 1985), mas néo leva a um estado cronico (Battegay et al., 1995). A
hepatite fulminante € uma rara complicacdo da hepatite A. O risco de faléncia
aguda do figado é de 0,015 a 0,5%, e a maioria dos casos ocorre entre jovens
criangcas e adultos mais velhos com doenca hepatica crbnica (Akriviadis e
Redeker, 1989). Em 15 a 20% dos pacientes pode ocorrer reincidéncia ou
prolongamento da doenca por até seis meses (Sjogren et. al., 1987), sendo o HAV
detectado no soro por seis a doze meses apoés a infeccao (Bower et. al, 2000).

Devido as suas proteinas estruturais, o HAV induz uma resposta imunitaria
celular e humoral, o que ocorre antes do inicio dos sintomas. Ambas as respostas
sdo importantes nos mecanismos de defesa, especialmente, a celular, na
patogénese das lesbes (Vallbracht et. al.,1986), uma vez que a ocorréncia de
lesdo hepatica parece ser consequéncia da citotoxicidade mediada pelas células
do sistema imune sobre as células hepaticas infectadas, e ndo da acao litica do
virus (Fleischer et. al., 1990; Siegl e Weitz, 1993).

Anticorpos IgM especificos contra o HAV (anti-HAV IgM) sdo detectados
antes das primeiras manifestacdes clinicas da doenca, declinam em cerca de 3 a
6 meses (Kao et al., 1984) e tornam-se indetectaveis pela maioria dos testes de
diagndstico, comercialmente disponiveis, ap0s este periodo. Sua deteccao é,
portanto, um indicativo de infeccdo recente pelo HAV (Koff, 1992). Titulos de
anticorpos IgG especificos contra o HAV (anti-HAV IgG) aumentam gradualmente,
atingindo altos niveis durante a fase convalescente e permanecem por toda vida,
conferindo imunidade contra reinfeccdo. A presenca de anti-HAV total (anticorpos
anti-HAV IgM e IgG) € um indicativo de infecgdo recente ou imunidade, n&o
permitindo distingcdo entre as fases da infeccdo (Stapleton et al.,, 1991) (Figura
1.3).
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Figura 1.3: Cinética da infeccéo pelo virus da hepatite A no soro (Fonte: Martin e
Lemon, 2006).

Anticorpos IgA especificos contra o HAV (anti-HAV IgA) também sé&o
produzidos, por um tempo limitado, durante a infeccdo (Angarano et al., 1985). O
papel dos anticorpos IgA na resposta contra o HAV ainda é desconhecido.
Diferente de outros membros da familia Picornaviridae, o HAV néo parece obter

uma resposta imune intestinal efetiva (Stapleton et al., 1991).

Anticorpos contra as proteinas estruturais do HAV sdo produzidos também
apos imunizacdo com a vacina contra hepatite A. Uma propor¢cdo de pessoas
vacinadas (8 a 20%) tem uma resposta transitéria de anti-HAV IgM. Anticorpos
anti-HAV 1gG séo produzidos por pessoas imunizadas com sucesso (91-100%

apos a primeira dose da vacina) (Sjogren et. al., 1987).

Anticorpos anti-HAV IgM e 1gG s&o neutralizantes, pois reconhecem
epitopos conformacionais formados pelas proteinas estruturais do capsideo viral.

Os antigenos estruturais isoladamente, apesar de imunogénicos, induzem



respostas do tipo IgM ou IgG que ndo sdo protetores (ndo-neutralizantes), o que
dificulta a obtencdo de vacinas a partir de proteinas recombinantes do virus

(Pereira e Gongalves, 2003).

1.4 — Diagndéstico da Hepatite A

As anormalidades bioquimicas da hepatite A sdo detectadas pela dosagem
dos niveis séricos das enzimas ALT e AST e a etiologia € dada pela deteccéo de
anticorpos anti-HAV IgM, indicativos de fase aguda da infeccdo (Hollinger e
Emerson, 2007).

O diagnostico clinico da hepatite A aguda ndo permite diferencia-la de
outras formas de hepatites virais. Portanto, € necessario um diagnéstico especifico
que é confirmado por meio da deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM, geralmente
feito por ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Poddar et. al., 2002). A presenca de
anti-HAV total e a auséncia do anti-HAV IgM, pode ser usada para diferenciar a
infeccdo passada da recente. Embora existam seis genoétipos do HAV, estes
constituem apenas um sorotipo, ndo interferindo no diagndstico sorolégico. Os
testes para deteccdo de anticorpos anti-HAV totais sao utilizados,
fundamentalmente, para determinar o estado imune de individuos apés vacinagao
ou infecgao (Hess et. al.,1995; Oba et. al., 2000).

O uso da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) tem importante
papel no auxilio do diagnostico precoce em casos agudos de etiologia
desconhecida e em surtos epidémicos, ou em pacientes com sintomas e sem
marcadores sorologicos para hepatites A, B e C. Entretanto, a disponibilidade de
testes soroldgicos sensiveis para o diagnostico da hepatite A, em amostras de
soro, torna menos necessaria a implementacdo da técnica de PCR para deteccéo
do RNA do HAV na rotina laboratorial (De Paula et al., 2004).



Testes utilizando amostras de fluidos orais tém sido apresentados como
uma forma alternativa aos testes convencionais para a deteccdo de anticorpos
anti-HAV total no soro, devido a sua simplicidade e facilidade na coleta das
amostras. Apesar da sensibilidade da deteccdo do anti-HAV em fluidos orais ser
de 1 a 3 unidades de log menor do que no soro, muitos estudos tém demonstrado
os beneficios da implementacdo de testes utilizando tal espécime como uma
ferramenta de triagem em investigacOes de surtos e estudos epidemioldgicos
(Amado et al., 2006; Jacobson et al., 1995; Oba et al., 2000; Ochnio et al., 1997).

1.5 - Epidemiologia

Mundialmente, a endemicidade da infeccao pelo HAV varia de acordo com
padrées de higiene, condicdo sanitaria e fatores socio-econémicos (WHO, 2000).
Estima-se a ocorréncia de, aproximadamente, 1,5 milhdes de novos casos de
infeccdo pelo HAV em todo o mundo a cada ano (Martin e Lemon, 2006),

representando a causa mais comum de hepatite viral aguda (Vitral et al., 2006).

A maior prevaléncia de infeccbes causadas pelo HAV ocorre em regides
com baixos niveis socio-econémicos, como em paises em desenvolvimento, onde

0 baixo padrdo sanitario permite a transmisséo do virus (Hadler, 1991).

Nas areas de alta endemicidade, o HAV é transmitido primariamente pelo
contato pessoa-a-pessoa. Apesar de 90% das criancas tornam-se infectadas
antes de completar os 10 anos de idade, a hepatite A ndo representa um grave
problema clinico, e o0s surtos sao relativamente incomuns. Em areas de
endemicidade moderada, a infeccao ocorre mais frequentemente em adolescentes
ou jovens. Em tais areas, os surtos sdo comuns, e a transmissdo ocorre de
pessoa-a-pessoa ou através do consumo de alimentos e agua contaminados
(Tanaka, 2000). J& nas areas de baixa endemicidade, a taxa da doenca é muito

baixa, e a infeccdo ocorre tipicamente em adultos. Casos de infeccdo sédo



esporadicos e os individuos sao, geralmente, contaminados durante viagens a

areas endémicas, nestas areas, 0s surtos sdo comuns (Pham et al., 2005).

No Brasil, a hepatite A representa mais de 60% dos casos reportados de
hepatite aguda (Gaspar et. al., 1996), sendo um grande problema de saude
publica. Ha& duas décadas, o Brasil era considerado uma area de alta
endemicidade para a hepatite A. A exposi¢cdo ao virus no inicio da infancia era
maior nas regides Norte e Nordeste do que nas cidades das regides Sul e Sudeste
do pais. Tal discrepancia era mais significante quando se consideravam criancas
abaixo dos cinco anos de idade. No entanto, um estudo mostra que a
soroprevaléncia de anti-HAV nestas regides tem diminuido nos ultimos 20 anos,
em decorréncia da melhoria das condi¢des sanitarias. Desta forma, o Brasil deixou
de ser uma é&rea de alta endemicidade, tornando-se uma é&rea de endemicidade

intermediéaria (Clemens et al., 2000) (Figura 1.4).

Prevaléncia de anti- HAV

. Alta

[ Alta/ Intermediaria
D Intermediéria
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Figura 1.4: Distribuicdo geografica da infeccdo pelo HAV (Fonte: Epidemiology
and Prevention of Viral Hepatitis A to E- an overview, CDC 2006).



Essa mudanca no padrao epidemiolégico da hepatite A vem ocorrendo em
vérias outras regides do mundo, aumentando o niumero de jovens susceptiveis e 0

numero de casos da doenca nessa faixa etaria (Pereira e Gongalves, 2003).

As cinco regifes brasileiras apresentam padrBes variaveis em relacdo a
prevaléncia do HAV. As regies Norte, Centro-Oeste e Nordeste do pais ainda
apresentam alguns padrdoes semelhantes a regides subdesenvolvidas, com alta
prevaléncia da infeccdo pelo virus. Apesar disso, estudos mais recentes
conduzidos em individuos menores de 10 anos, jA& demonstram que a
soroprevaléncia do anti-HAV nestas regifes tem diminuido. Braga e colaboradores
(2009) observaram uma prevaléncia de 60% entre criancas da regido amazonica
brasileira. Uma prevaléncia de 32% e 34% foi observada por De Alencar Ximenes
e colaboradores (2008) nas capitais do Nordeste e Centro-Oeste brasileiro,
respectivamente. J4 nas outras regides, ha uma tendéncia de decréscimo na

prevaléncia (Carrilho et. al., 2005) dentre todas as faixas etérias (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Prevaléncia de anti-HAV total em criancas até 10 anos de idade nas
diferentes regibes Dbrasileiras onde foram realizadas investigacdes
epidemioldgicas. Os retangulos em branco indicam criancas de baixo nivel
socioeconémico e os retangulos cinza, criangas de padrdo socioeconémico mais

elevado (Fonte: Pereira e Gongalves, 2003).



Embora venha ocorrendo uma reducdo da exposicdo ao HAV durante a
infancia (Jacobsen e Koopman, 2004), a persisténcia do virus circulando no
ambiente potencializa as chances de ocorréncia de surtos epidémicos (Vitral et.
al., 2006). Por tal razéo, os dados sobre a proporcdo da populacdo que € imune
ou tem sido infectada com um virus especifico, tém muitas aplicacdes
epidemioldgicas. Estas incluem a identificagdo de grupos susceptiveis em uma
determinada populacéo, a avaliagcdo de programas de saude (vacinacao) e 0 uso

destes dados em modelos mateméticos para prever surtos (Gayotto et. al., 1991).

1.6 — Prevencéo e controle da hepatite A

A medida de prevencdo mais simples contra a infeccdo pelo HAV é a
utilizacdo de métodos que previnem a contaminac¢do das maos, comida, agua, ou
outras fontes por fezes contaminadas de individuos infectados antes da doenca
clinica torna-se aparente. Lavar bem as maos, assim como evitar praticas de
trabalho que facilitam a contaminagcdo das mesmas ao entrar em contato com
criancas menores de dois anos, também sao medidas importantes para o controle
da hepatite A (Hollinger, 1992).

A administracdo de immunoglobulinas, utilizada até 1995 como Unico
meétodo de imunizacédo, ainda é recomendada na prevencdo contra a doenca em
casos de viajantes que frequentaréo areas de alta endemicidade (CDC, 2009). No
entanto, seu uso como profilaxia pré-exposicdo tem sido substituido pelas vacinas

inativadas contra o HAV (Martin e Lemon, 2006).

Estdo disponiveis no mercado diversas vacinas consideradas seguras e
eficazes contra a infecgdo pelo HAV. As duas mais comumente usadas s&o
compostas por virus inativados por formalina: a HAVRIX (Smith — Kline Beecham)
e a VAQTA (Merck Sharpe & Dohme). Ambas possuem taxa de soroconversao de
91-100% ap0s a administracdo da primeira dose vacinal, em individuos

anteriormente soronegativos. Esses imunobioldgicos sdo indicados, atualmente,



pelo Ministério da Saude Brasileiro, em casos especiais, para individuos
portadores de: hepatopatias crénicas de qualquer etiologia, inclusive portadores
do virus da hepatite C; portadores crénicos do virus da hepatite B; coagulopatias;
criancas menores de 13 anos com HIV/AIDS; adultos com HIV/AIDS que sejam
portadores do virus da hepatite B ou C; doencas de deposito; fibrose cistica,
trissomias; imunodepressdo terapéutica ou por doenca imunodepressora;
candidatos a transplante, transplantados ou doadores de 6rgao sélido cadastrados
em programas de transplantes; e portadores de hemoglobinopatias (Ministério da
Saude, 2011).

Em 1988, foram avaliadas algumas cepas mutantes do HAV que foram
diretamente isoladas da cultura celular de fezes humanas e propagadas em
células certificadas para producédo de vacinas (Provost et al., 1988). Ao utilizar
uma dessas vacinas experimentais atenuadas, anticorpos neutralizantes foram
detectados a partir do terceiro até o sexto més apds a vacinacdo em todos 0s
espécimes de voluntarios soronegativos (Midthun et al., 1991). A vacina foi bem
tolerada e o HAV néo foi recuperado das fezes ou sangue dos individuos. No
entanto, vacinas com virus vivos e atenuados tém sido utilizadas somente em
paises asiaticos, principalmente China e india (Zhuang et al., 2005; Faridi et al,
2009).

Vacinas seguras e eficazes contra o HAV tém sido licenciadas desde 1992,
mas sao significativamente subutilizadas. As vacinas sédo altamente imunogénicas,
induzindo a producdo de anticorpos anti-HAV que persistem por pelo menos 15
anos. H4, ainda, indica¢gfes de que tais vacinas conferem protecéo a longo prazo.
Baseado em evidéncias cientificas atuais, a protecdo vacinal é considerada de
longo prazo apoOs a aplicacdo de duas doses da vacina (FitzSimons et al., 2010;
Mongillo et al., 2010) (Quadro 1.2).



Quadro 1.2: Dosagem recomendada da vacina contra hepatite A e esquema de

vacinacao por faixa etaria (Fonte: Fiore et al., 2006).

Vacina Idade | Concentracdo | Volume (mL) | Doses Reforco
por dose
(meses)
HAVRIX 1-18 720 (EL.U.)* 0.5 mL 2 6 a 12 meses
>18 1440 (EL.U.)* 1.0 mL 2 6 a 12 meses
1-18 25 U** 0.5mL 2 6 a 18 meses
VAQTA >18 50 U** 1.0 mL 2 6 a 18 meses

* Unidades do ensaio imunoenzimético (ELISA)
** Unidades

As politicas de vacinacdo séo variadas em todo o mundo, e vdo desde a
inclusdo da vacina contra hepatite A em programa nacional universal de
imunizacdo para criancas; a imunizagfes dirigidas a categorias de exposi¢cdo ao
risco. Programas nacionais de imunizagao tém sido bem sucedidos, com boas
taxas de cobertura e diminui¢cao da incidéncia em até 90% (CDC, 1999). Paises ou
regides que implementaram a imunizagao universal, como Israel (Mor et al., 2010),
Itdlia (Romand et al., 2009), Espanha (Dominguéz et al., 2008) e os Estados
Unidos da América (EUA) (Wasley et al., 2005) demonstraram um impacto positivo

sobre a incidéncia da hepatite A.

Em paises altamente endémicos, programas de vacinacdo em larga escala
contra a hepatite A ndo sdo recomendados. Ja em paises de endemicidade
intermediaria, onde uma propor¢ao relativamente grande da populacdo adulta &
suscetivel ao HAV e onde a hepatite A representa um 6nus significativo para a
saude publica, a OMS recomenda que a vacinacdo infantii em grande escala
possa ser considerada como um complemento a educacdo em saude e ao
saneamento basico. Em regides de baixa endemicidade, a vacinacdo € indicada
para individuos com maior risco de infeccdo, como 0s viajantes para areas de
endemicidade alta ou intermediaria (FitzSimons et al., 2010). No Brasil, nenhuma

politica nacional de vacinacéo foi ainda adotada pelas autoridades publicas. Em



novembro de 2010, o Senado Federal aprovou a inclusdo contra vacina da
hepatite A no calendario infantil. Contudo, o projeto que incluia cinco novas
vacinas no calendario nacional de imunizacdo foi vetado. As razdes do veto do
projeto de lei n° 5 de 2009 (n° 1.273/07 na Camara dos Deputados) estdo
relacionados ao ndo cumprimento dos critérios técnicos exigidos para a inclusao
de vacinas no calendario basico como, nimero de hospitalizagbes, consultas
meédicas e Obitos decorrentes da doenca; e pelas vacinas estarem disponiveis

para as categorias de exposi¢cao ao risco.

1.7 — Fluido oral

Convencionalmente, o diagnostico da hepatite A é realizado em amostras
de soro ou plasma. No entanto, a coleta deste espécime clinico por puncao
venosa € invasiva e dolorosa (De Cock et al., 2004). Com isso, hd uma busca por
fluidos alternativos cuja obtencéo seja possivel por métodos ndo-invasivos e mais
faceis, como os fluidos orais. As vantagens da utilizacdo de fluidos orais para a
avaliacdo da resposta imune humoral induzida pela infeccdo pelo HAV sédo a
seguranca, facilidade e caracteristica indolor da coleta, tornando esta uma
alternativa mais satisfatdria e conveniente em relacéo a analise de sangue (Parry
et al., 1989). Para estudos epidemioldgicos de vigilancia, a coleta de fluido oral
permite facil acesso a populagdes fora do ambiente clinico (Parry et al., 1993).

Fluidos orais contém saliva pura, proveniente das glandulas salivares, e fluido crevicular,
que é um transudado do plasma derivado do leito capilar abaixo da margem dente-gengiva (Roitt

e Lehner, 1983). As imunoglobulinas presentes no fluido oral entram na cavidade oral através
das glandulas salivares e pela transudacé@o dos capilares sanguineos abaixo da fenda gengival.
Apesar de uma quantidade substancial de IgA derivar de ambas as fontes, os anticorpos IgM e 1gG
provém primordialmente do fluido gengival crevicular (Parry et al., 1993). Por tal raz&o, este fluido
contribui para o deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM e IgG derivados do plasma, uma vez que
estes estdo em maior concentracdo em comparacdo com outros componentes salivares (Roitt e
Lehner, 1983) (Tabela 1.1).



Tabela 1.1: Concentracdo média de imunoglobulina (mg/L) no plasma e em diferentes

componentes salivares (Roir e Lehner, 1983).

Espécime IgG IgM IgA
Plasma 14.730 1.280 2.860
Saliva das parétidas 0,36 0,43 39,5
Fluido crevicular 3.500 250 1.110
Saliva total 14,4 2,1 194

A deteccéo dos anticorpos em fluidos orais foi inicialmente demonstrada por
Archibald e colaboradores, em 1986, para anticorpos anti-HIV. A partir deste,
varios estudos foram desenvolvidos, utilizando amostras de fluidos orais néo
apenas para o diagnéstico de infec¢gbes recentes e passadas, mas também para o
acompanhamento da resposta a vacina contra hepatite A (Parry et al., 1989;
Thieme et al., 1992; Parry, 1993). O HAV foi um dos primeiros patégenos para o
qual testes baseados na deteccdo de anticorpos em fluidos orais foram
estabelecidos (Parry et al.,1989) (Tablel.2).

Tabela 1.2: Revisao bibliografica sobre estudos relacionados aos fluidos orais
como espécime clinico para o diagnostico da hepatite A, identificados em bases
de dados nacionais e internacionais (Scielo, LILACS, Medline, PubMed)
(atualizado de Amado, 2010).



Anticorpos

Autor Ano Populagdo de estudo Local Objetivo Técnica
detectados

Parry et al. 1987 Geral Londres Padronizagé&o IgM e IgG RIA
Parry et al. 1988 Viajantes Londres Prevaléncia IgG RIA
Parry 1989 Geral Londres Padronizagé&o 1gG RIA
Parry et al. 1989 Agudos Hep A Inglaterra Diagnostico IgM e IgG RIA
Thieme et al. 1992 Geral EUA Padronizagéo IgM ELISA
Stuart et al. 1992 Crancas Londres Surto IgM e 1gG ELISA
Parry et al. 1993 Geral Londres Surto IgM e 1gG RIA
Hurni et al. 1993 Geral EUA Padronizagé&o I9gG ELISA
Piacentini et al. 1993 Geral EUA Padronizagéo IgM e IgG ELISA
Mas Lago et al. 1994 Agudos Hep A Espanha Padronizagé&o IgA ELISA
Jacobsen et al. 1995 Crancas Londres Surto IgM e 1gG RIA
Laufer et al. 1995 Vacinados EUA Padronizagé&o I9gG ELISA
Ochinio et al. 1997 Voluntéarios Canada Padronizag&o I9gG ELISA
O'Farrell et al. 1997 Geral Irlanda Padronizagéo IgG ELISA
Ochnio et al. 1997 Criangas Canada Prevaléncia IgG ELISA
Asratian et al. 1997 Agudos Hep A Russia Diagnéstico IgM e IgG ELISA
Trout et al. 2000 Trabalhadores EUA Prevaléncia IgG ELISA
Aszkenasy 2000 Religiosos india Surto IgM e IgG ELISA
Oba et al. 2000 Geral Brasil Diagnostico IgM,IgG e IgA ELISA
Omar et al. 2000 Criancas Alexandria Prevaléncia [s]€] ELISA
Ochnio et al. 2001 Usuarios de drogas Canada Prevaléncia IgG ELISA
Marks et al. 2001 Criangas Londres Surto IgM ELISA
Skidmore et al. 2001 Prisioneiros Londres Surto IgM e IgG ELISA
Madar et al. 2002 Geral Eslovaquia Prevaléncia IgG ELISA
Morris-Cunninntom et al. 2004 Geral Inglaterra Prevaléncia 1gG ELISA
Morris-Cunninntom et al. 2004 Adolescentes Inglaterra Prevaléncia IgG ELISA
Duval et al. 2005 Criangas Canada Prevaléncia 1gG ELISA
Amado et al. 2006 Voluntarios Brasil Diagnostico IgM e IgG ELISA
Ochinio et al. 2007 Voluntarios Canada Prevaléncia IgG ELISA
Quoilin et al. 2007 Geral Bélgica Prevaléncia IgG ELISA
Tourinho et al. 2011 Voluntarios Brasil Padronizag&o IgM e IgG ELISA
Ahmed et al. 2011 Vacinados india Padronizag&o IgM e IgG ELISA

Os primeiros estudos relacionados a deteccdo de anticorpos em amostras
de fluidos orais utilizavam como espécime clinico a saliva total, coletada sem
estimulo (Parry et al., 1987; Johnson et al., 1988). No entanto, devido a uma série
de fatores que contribuiram para a ndo padronizacdo da técnica, a possiveis
contaminacdes e insatisfacdo dos pacientes, diversos coletores salivares foram

desenvolvidos e adotados na pratica laboratorial.

Esses coletores foram desenvolvidos ndo s6 para aumentar o nivel de
anticorpos, particularmente IgG, no espécime coletado e o volume de amostra,

mas também, para prevenir o crescimento bacteriano e evitar a degradacao



proteolitica dos anticorpos. De maneira geral, isto tem sido feito através da coleta
de fluidos orais enriquecidos com fluido gengival crevicular que possui um
aumento nos niveis de IgG em relacdo a saliva, como descrito anteriormente (Roit e
Lehner, 1983). O desenvolvimento destes novos sistemas de coleta foi um
importante avanco na utilizacdo dos fluidos orais para o diagnéstico das hepatites
virais, assim como a adaptacdo de testes sorolégicos ja comercialmente

disponiveis para andlise destas amostras (Thieme et al., 1992).

Atualmente, diversos coletores com metodologias de coleta diferenciadas
estdo disponiveis no mercado (Figura 1.6). No entanto, ndo ha garantia de que
esses dispositivos coletem o tipo apropriado de fluido e a concentracdo minima
necessaria de anticorpos. Tem sido sugerido que os niveis de IgG devem ser
determinados para cada espécime a ser testado e que apenas 0s espécimes com
pelo menos 0,5 mg de IgG por litro sejam utilizados (Mortimer e Parry, 1994). No
entanto, métodos atuais para a quantificacdo de IgG em fluidos creviculares sao
pouco sensiveis, caros e demandam tempo para qualquer sistema de triagem de
anticorpos anti-HAV, tornando-se ainda menos necessarios com o

desenvolvimento de imunoensaios mais sensiveis (Hodinka et al., 1998) .
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Figura 1.6: Alguns coletores comerciais de fluido oral (A) Salivette; (B) Orapette;

(C) Omni-SAL; (D) OraSure (Fonte: Hodinka et al, 1998).
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2 — RELEVANCIA DO ESTUDO

A hepatite A é uma doenca endémica no Brasil e afeta principalmente
criancas. No entanto, nos ultimos anos, a epidemiologia da doenca tem sofrido
mudancas devido a melhorias nas condi¢cbes sanitarias, principalmente nos
grandes centros urbanos. Assim, a doenca deslocou-se para idades mais
avancadas, aumentando com isso o risco de morbidade e mortalidade (Tanaka,
2000). Em paises com taxas baixas ou intermediarias da doenca (EUA e Israel), a
vacinagdo pediatrica de rotina tem sido apontada como a melhor estratégia, pois
as criancas desempenham um papel critico na transmissdo da doenca (Vitral et
al., 2006). Porém, em vista da alta soroprevaléncia entre adolescentes e adultos
em areas com taxas intermediarias a altas de hepatite A, a vacinacdo dos
individuos nessa faixa etaria implicaria um investimento consideravel, com
pequeno retorno em efetividade (Arankalle e Chadha, 2003). Portanto, para
estabelecer um programa de vacinacdo para o controle da doenca no Brasil, €
necessario realizar estudos epidemiolégicos para selecionar os individuos e os
grupos etarios a serem vacinados, visando prevenir a ocorréncia de surtos de

hepatite A.

by

Uma estratégia que pode ser aplicada a compreensdo e definicdo da
epidemiologia do HAV é a investigacdo da imunidade por meio da deteccdo de
anticorpos anti-HAV, em grupos populacionais especificos (Vitral et al., 1998).
Embora esses estudos sejam convencionalmente realizados com a utilizacdo de
amostras de soro, a coleta de sangue por puncao venosa € considerada invasiva e
dolorosa (De Cock et al., 2004). Além disso, 0 seu posterior processamento
(centrifugacdo), armazenamento (controle térmico) e transporte (para evitar a
hemdlise das amostras), que exigem condi¢cbes especificas, ndo estdo, sempre,
disponiveis no cenario epidemioldgico. Consequentemente, ha uma busca por

alternativas que sejam nao-invasivas e de coleta mais facil, como os fluidos orais.

As vantagens do uso de fluidos orais para avaliar a imunidade humoral

induzida pela infeccdo pelo HAV sdo a facilidade, seguranca e caracteristica



indolor da coleta, tornando esta uma alternativa satisfatéria e conveniente em
relacdo a testagem do sangue (Parry et al., 1989), especialmente se
considerarmos as criancas ou outros grupos com dificuldades na coleta de sangue

(Ochnio et al., 1997) e as comunidades que vivem em areas de dificil acesso.

Inimeros estudos ja atestaram a adequacgéo do fluido oral na substituicdo
do soro na deteccdo de anticorpos especificos (vide tabela 1.2, p.18). No entanto,
em alguns casos, a sensibilidade inadequada observada com o uso de alguns
testes os tornaram inutilizaveis na prética. A padronizacdo de testes com amostras
de fluidos orais provenientes de surtos, também, inviabiliza a utilizacdo do teste na
avaliacdo de individuos naturalmente imunizados e vacinados, pois nestes casos
os titulos de anti-HAV IgG sdo menores. Este fato esta intrinsecamente
relacionado com a infeccéo pelo HAV, que € determinante para avaliar a resposta
de anticorpos, principalmente associada a vacina. A imunidade induzida pela
vacina contra o virus € pelo menos 10 vezes menor do que a resultante de uma
infeccdo natural (Zaaijer et al., 1993), e isto é agravado quando se utilizam os
fluidos orais nos quais as concentragdes de anticorpos séo cerca de 800 a 1.000
vezes menor do que no soro (Challacombe et al. , 1978; Parry, 1993; Roitt e
Lehner, 1983). Por tais razdes, grupos com diferentes estado imunoldgico foram

incluidos no presente estudo.

Atualmente, existem varios métodos disponiveis para coleta de fluido oral.
No entanto, h& poucos estudos investigando qual o coletor ideal para a deteccao
de anticorpos anti-HAV e seu uso em comunidades de dificil acesso, e em grupos
fora da faixa etaria pediatrica. Tal método poderia ser utilizado na rapida avaliacéo
do estado imunitario de individuos em areas isoladas ou em popula¢des urbanas,
orientando medidas de vacinacao (Nokes et al., 1998).

Ecossistemas alagados, como o Pantanal brasileiro, que € caracterizado
pelas constantes flutuagdes nos niveis dos rios, apresentam condigdes favoraveis
para a circulacdo de virus entéricos de transmissdo hidrica, como o HAV. No
entanto, ndo ha dados sobre a prevaléncia da hepatite A nem sobre a circulacao

do virus na regido do Pantanal Sul Mato-Grossense. Por tal razdo, o objetivo



principal nesta fase do presente estudo foi realizar um levantamento para
deteccdo de anticorpos contra 0 HAV nas comunidades da subregido da bacia do
rio Paraguai, utilizando amostras de fluido oral; validando o melhor coletor salivar
no cenario epidemiologico e fornecendo dados sobre a populacdo susceptivel

desta regido.

A avaliacdo de diferentes coletores de fluido oral permitira selecionar
individuos suscetiveis e imunes, com maior sensibilidade, facilitando a realizacao
de estudos epidemioldgicos e auxiliando no estabelecimento de um programa de
controle da doenca, bem como a sele¢cdo dos grupos etérios candidatos a

vacinacao contra hepatite A.



3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral:

Avaliar o desempenho de diferentes coletores de fluido oral para detec¢éo
de anticorpos em individuos vacinados e em individuos naturalmente
imunizados com o virus da hepatite A. Assim como, verificar a utilizacéo do

fluido oral para estudos epidemiolégicos em areas de dificil acesso.

3.2 - Objetivos especificos:

Avaliar os parametros ideais que permitam maior eficiéncia dos diferentes
coletores de fluido oral no teste de deteccdo de anticorpos anti-HAV
(ImmunoComb Il HAV Ab, Orgenics).

Determinar o melhor coletor salivar para detec¢cado de anticorpos anti-HAV
em amostras de individuos vacinados e naturalmente imunizados com o

virus da hepatite A.

Determinar a prevaléncia da hepatite A em uma area de dificil acesso do
Pantanal Sul Matogrossense, e avaliar o desempenho do melhor coletor

salivar no cenario epidemiolégico



= Avaliar a possibilidade da aplicabilidade da coleta do fluido oral como
substituto a coleta de sangue em pesquisas de campo em areas de dificil

acesso do Pantanal Sul Mato-grossense, na regido Centro-Oeste do Brasil.
4 - METODOLOGIA
4.1. Comité de ética em pesquisa

A aprovagdo da permissdo para a coleta e testagem das amostras
biolégicas para a realizacdo do estudo foi obtida do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Fiocruz, sob o protocolo 536/09 (Anexo I). Todos os
individuos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para
participacédo no estudo (Anexo ).

4.2 - Painel de otimizacdo com amostras de fluido oral

O painel de otimizacao foi composto por amostras pareadas de soro e fluido
oral coletadas de 90 profissionais de saude do Instituto Oswaldo Cruz/RJ, 0s quais
foram estratificados em 3 grupos: individuos ndo-reagentes para anti-HAV total
(anti-HAV IgM e 1gG) (NR); os que apresentavam histérico de vacinacdo por
pertencerem ao grupo de risco dos profissionais de saude (VA) e os que foram
naturalmente imunizados durante o curso da infeccao pelo HAV (IN). O painel de
otimizacdo teve como objetivo a determinacdo do melhor coletor salivar e dos
parametros mais favoraveis (diluicho da amostra, tempo de incubacao,
temperatura, etc.) para a detec¢do de baixos titulos de anticorpos anti-HAV. Para
tanto, foi utilizado um imunoensaio comercial (ImmunoComb Il HAV Ab, Orgenics,
Israel), com 97,3% de sensibilidade e 98,3% de especificidade para amostras de
soro, que foram utilizadas como padrdo-ouro!. Os resultados das amostras de

fluido oral, submetidas ao mesmo ensaio, foram comparados com os resultados

! Teste padrdo que serve de comparacdo com outros testes, com a finalidade de avaliar a exatidao
dos mesmos, em resultados que assegurem o maximo de acertos, de forma a estabelecer o
diagndstico real.



das amostras de soro correspondentes a fim de avaliar a sensibilidade, a
especificidade e valores preditivos.

4.3 - Coleta e processamento das amostras

As amostras pareadas de soro e fluido oral foram coletadas de cada
individuo dos 3 grupos. Cinco mililitros de sangue periférico foram coletados por
profissionais especializados por meio de puncdo venosa periférica, utilizando
agulhas hipodérmicas e tubos estéreis do tipo vacutainer (sem anticoagulante).
Subsequentemente, as amostras foram centrifugadas a 1800g a 25°C por 5
minutos e o soro foi estocado a -20°C. As amostras de fluido oral foram obtidas
utilizando-se trés dispositivos comerciais: ChemBio® (ChemBio__Diagnostic
Systems Inc., Nova lorque, EUA), OraSure® (Epitope Inc., Beaverton, EUA) e
Salivette® (Sarsdedt, Alemanha). A coleta e processamento das amostras de fluido
oral estdo demonstrados em detalhes no quadro 4.1. Apos a coleta, cada amostra

de soro ou fluido oral recebeu seu respectivo nimero de identificacao.


http://www.chembio.com/
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Quadro 4.1: Métodos de coleta de fluido oral de acordo com cada dispositivo disponivel comercialmente.

ChemBio®
Descricéao

Coleta

Extracdo

OraSure®
Descrigcédo

Coleta

Extracao

Salivette®
Descricao

Coleta

Extracdo

Uma haste plastica com uma esponja absorvente no apice
a qual é colocada em um recipiente plastico contendo
500uL de uma solucao preservativa.

O cotonete é esfregado ao longo da margem
dente/gengiva por aproximadamente 1 minuto, apds o
cotonete retorna para o recipiente plastico.

O fluido oral é concentrado na parte inferior de um tubo
plastico por centrifugacdo a 1300/g a 25°C por 10 minutos
e estocado a 4-8°C.

Um algoddo absorvente plano pré-tratado, apoiado em
uma haste plastica, e um recipiente contendo 800uL de
reagentes preservativos e estabilizantes

O algodédo é colocado contra a gengiva inferior, em um
dos lados e assim mantido por 2 minuto.

Como anteriormente descrito para o ChemBio® e estocado
a-20°C.
Um tubo de polipropileno com uma perfuracdo contendo

um chumaco de algodéo absorvente.

Como anteriormente descrito para o OraSure®. Apoés, é
aplicado ao algoddo 1 mL de tampéo fosfato salino (PBS).

Como anteriormente descrito para o ChemBio® e estocado
a-20°C.




4.4 - Triagem das amostras

O teste imunoenzimatico comercial ImmunoComb Il HAV Ab (Orgenics, Israel),
para o qual as amostras de fluido oral foram adaptadas, € um dot-blot com deteccéo
direta de anticorpos. E um ensaio imunoenzimatico (EIA) em fase solida, baseado no
principio da imunocaptura. A fase solida é representada por um pente com doze
projecbes. Cada projecdo € sensibilizada em duas posi¢cdes: ponto superior —
anticorpo monoclonal anti-HAV (controle interno); e ponto inferior — anticorpos de
coelho anti-lgM e IgG humanos. A placa reveladora possui 6 fileiras (A-F) de 12
cavidades, cada fileira contendo reagentes prontos para uso. O teste é realizado em 6
etapas, movendo-se o pente de fileira a fileira apos incubacdo em cada etapa (Figura
4.1A).

As amostras de soro ou plasma (25 ulL), pré-diluidas a 1:50, foram adicionadas
ao diluente nas cavidades da fileira A da placa reveladora. O pente foi, entéo,
colocado nas cavidades da fileira A onde anticorpos IgM e IgG anti-HAV foram
capturados pelos anticorpos anti-IgM e anti-lgG humanos dos pontos inferiores das
projecdes do pente. Os componentes nédo aderidos foram removidos por lavagem na
fileira B. Na fileira C, os anticorpos anti-HAV IgM e IgG capturados nas proje¢cdes do
pente reagiram com antigenos do HAV. Simultaneamente, os antigenos HAV também
ligaram-se aos anticorpos anti-HAV no ponto superior (controle interno). Os antigenos
do HAV ligados reagiram, na fileira D, com o0s anticorpos monoclonais anti-HAV
marcados com fosfatase alcalina. Os componentes nao ligados foram removidos por
lavagem na fileira E. Ao final, a fosfatase alcalina ligada reagiu com os componentes

cromogénicos na fileira F (Figura 4.1B).
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Figura 4.1: (A) Pente e placa reveladora do ImmunoComb Il HAV Ab. (B) Principio do
teste ImmunoComb Il HAV Ab (Orgenics, Israel).

O teste foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante, sendo
adaptado para fluido oral, de tal forma que 25 pL de cada amostra foi adicionado sem
a pré-diluicdo requerida para o soro. Os resultados, visiveis como pontos cinza-
azulados na superficie de cada projecdo, foram interpretados por leitura visual de
acordo com uma escala colorimétrica (0-10; CombScale) fornecida pelo fabricante
(Figura 4.2). Primeiramente, o ponto inferior referente ao controle positivo foi
posicionado sob a intensidade de cor mais semelhante a escala de cores. As
amostras foram, entdo, classificadas segundo o critério do ponto de corte, que no
presente ensaio foi igual a 1. um ponto com intensidade de cor igual ou acima do
ponto de corte (10 UI/L) indicou a presenca de um titulo de protecdo anti-HAV; um
ponto com intensidade de cor ligeiramente menor do que o ponto de corte foi
considerado um resultado indeterminado e a amostra foi retestada (e confirmada); um
ponto com intensidade de cor menor do que o ponto de corte foi considerado um
resultado negativo. O ensaio ImmunoCombll HAVAb tem um limite de deteccdo de
anticorpos anti-HAV de 10 UI/L, que é considerada como a concentracdo minima
necessaria para imunizacao contra o virus da hepatite A.




Figura 4.2: Escala colorimétrica (CombScale) para determinacdo do titulo de

anticorpos anti-HAV.

As amostras do painel de otimizacdo foram testadas no dia seguinte apds a
coleta, sob condi¢cBes 6timas de processamento e estocagem. O teste foi reproduzido
trés vezes e foram obtidos os mesmos resultados, os quais foram interpretados por

trés diferentes pesquisadores.

4.5 - Aplicabilidade do melhor do coletor salivar no cenario epidemioldgico

Para avaliacdo do desempenho e da aplicabilidade do melhor coletor salivar no
cenario epidemiologico, um estudo foi realizado no Pantanal Sul Mato-Grossense,

Brasil.
4.5.1 - Area e Populacio estudada

Abrangendo cerca de 150.000 km? em territérios do Brasil, Bolivia e Paraguai, o
Pantanal € um dos maiores ecossistemas de agua doce do mundo (Lopes, 2006). No



Brasil, onde 85% da éarea total est& localizada, 65,5% estéa situada no estado de Mato
Grosso do Sul (MS), conhecido como Pantanal Sul e os outros 34,5% no estado de
Mato Grosso (Alho et al., 1988; Moraes et al., 2001). A regido € ecologicamente
classificada em Sub-regides que diferem no grau de inundacao, vegetacao e fisiografia
(Adamoli, 1987) (Figura 4.3).

——— A

gn £ TOTAL |
8.514 mil km? f-»

(o .. pocont 4 g
cAceEs BARAO DE MELGAGO ,N/ AMAZONIA / " 4%
4.197 mil km? | CAATINGA )
(EoR =1 N
A 4 A/Baa ik 4
= o ~ > g 'f

Figura 4.3: Sub-regides do Pantanal brasileiro (Fonte: Globo Rural - Edicdo 288 -
Outubro de 2009).

A sub-regido da bacia do rio Paraguai, localizada no oeste do Pantanal Sul,
agrega areas dos municipios de Poconé, Corumba e Ladario, ocupando 5,9% da area
total do Pantanal (Silva e Abdon, 1998). Esta sub-regido é caracterizada por baixa
densidade populacional e vastas areas alagaveis de mata nativa com estacdes bem

definidas do ano: a seca e a chuvosa (Magalhaes, 1992).



A regido é constituida por construcdes bem caracteristicas, as casas de pau-a-
pigue e as palafitas, com arquitetura delineada para periodos de inundac¢des (Figuras

4.4 A e B, respectivamente).

Figura 4.4. Sub-regido da bacia do rio Paraguai (A) Casas de pau-a-pique da

comunidade de Sdo Lourenco. (B) Palafitas das comunidades de Porto da Manga,

regiao alagavel.

A populacéo é constituida, em quase toda a sua totalidade, de pescadores que
utilizam o rio como fonte de subsisténcia. No entanto, sdo realizadas algumas
atividades agricolas como plantagcdes de mandioca, arroz e feijdo, e a criagdo de
animais domeésticos no entorno das casas, em periodos de seca ou em regides nao
alagaveis (Farias et al., 2007). Muitas comunidades, localizadas em areas distantes e
de dificil acesso, ndo possuem fornecimento de energia elétrica ou saneamento basico
(Figura 45 A e B). A taxa de natalidade é considerada alta, o que justifica o

predominio de criancgas.



Figura 4.5: Sub-regido da bacia do rio Paraguai (A) Mulheres da comunidade de

Paraguai-Mirim lavando utensilios no rio Paraguai. (B) Padrdo sanitario da

comunidade do Passo do Lontra.

4 5.2 Desenho amostral e casuistica

O presente estudo € um inquérito soroepidemiologico de base populacional
(tranversal) e foi desenvolvido em quatro comunidades isoladas que vivem em &reas
de dificil acesso nas margens da bacia do Rio Paraguai, situadas no Pantanal Sul
Mato-grossense, Brasil: Serra do Amolar/Séo Lourenco, Paraguai Mirim, Porto da

Manga e Passo do Lontra (Figura 4.6).



Serra
Amolar/Sao
Lom‘en_go

Paraguai
Mirim

Porto da Manga

Passo do Lontra

Figura 4.6: Localizacdo geografica das comunidades ribeirinhas do Pantanal Sul-

Matogrossensse, foco do presente estudo (Fonte: Agéncia Nacional das Aguas, 2007).

A comunidade da Serra do Amolar/Sao Lourengo, localizada a 217 km de
Corumba por via fluvial, é constituida por 121 moradores e €é considerada a
comunidade mais distante e de dificil acesso, o que contribuiu para o seu isolamento
(Figura 4.7 A). A comunidade Paraguai Mirim, localizada a 170 km de Corumba por via
fluvial, € formada por 190 pessoas, distribuidas em, aproximadamente, 24 familias
(Figura 4.7 B). A comunidade do Porto da Manga esté localizada na estrada Parque do
Pantanal Sul Mato-Grossense, a 385 km da capital Campo Grande. E constituida por,
aproximadamente, 230 moradores (Figura 4.8 A). A comunidade do Passo do Lontra
também est4 localizada na estrada Parque do Pantanal, a 300 km de Campo Grande.
E composta por 150 pessoas, distribuidas em, aproximadamente, 23 familias (Figura
4.8 B). E a comunidade mais urbanizada e mais préxima & capital. Nesta regifo, esta
localizada a Base de Estudos do Pantanal da Universidade Federal do Mato Grosso

do Sul (UFMS), que oferece atendimento médico e odontologico periodico.



Figura 4.7: Sub-regido da bacia do rio Paraguai (A) Comunidade de Serra do

Amolar/S&o Lourenco. (B) Comunidade de Paraguai-Mirim proximo a unidade escolar.

Figura 4.8: Sub-regido da bacia do rio Paraguai (A) Comunidade de Porto da Manga.

(B) Comunidade de Passo do Lontra.

A pesquisa foi conduzida entre abril de 2010 e junho de 2010 e um total de 224
amostras pareadas de soro e fluido oral (Figuras 4.9 A e B, respectivamente) foi
coletado de todos os habitantes disponiveis e consensuais, pos-informacgéo, das

familias ribeirinhas.



Figura 4.9: Sub-regido da bacia do rio Paraguai. Coleta soro (A) e fluido oral (B) em

pacientes das comunidades do Pantanal Sul Mato-Grossense.

As coletas foram realizadas juntamente com uma equipe de saude da UFMS.
As amostras coletadas foram acondicionadas em caixas refrigeradas com blocos de
gelo e foram levadas ao Laboratdrio de Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia
(LADTEV) do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ para a triagem de anticorpos anti-HAV,
utilizando o ensaio ImmunoComb Il HAV Ab 15 dias apos a coleta (Figura 4.10). Por
meio de questiondrios foram obtidas informacdes sobre as caracteristicas
sociodemograficas (género, idade, etc) de cada membro do estudo. E importante
salientar que nenhum individuo das comunidades estudadas possuia histérico de

vacinagao contra a hepatite A.



Figura 4.10: Transporte e armazenamento das amostras em areas de dificil acesso do

Pantanal Sul Mato-Grossense.

4.6 - Efeito da exposicdo ao tempo e temperatura na detecgcdo de anticorpos anti-

HAV nos fluidos orais

Comumente, um tempo prolongado de armazenamento das amostras e a
variacdo da temperatura tém efeito significativo sobre a deteccdo de anticorpos,
principalmente, no fluido oral. Esses efeitos s&o avaliados quando amostras de
referéncia sdo coletadas simultaneamente e testadas em uma escala temporal. Para
avaliar a adequabilidade das amostras de fluido oral, neste cenario epidemiolégico, foi
investigada a influéncia da exposicdo ao tempo e a temperatura sobre a deteccao de
anticorpos anti-HAV nestas amostras bioldgicas. Uma vez que a estabilidade dos
anticorpos coletados com os dispositivos OraSure® e Salivette® estd amplamente
descrita na literatura (Parry, 1993; Stark et al., 1993), no presente estudo foi avaliado o
efeito desses paréametros somente nas amostras de fluidos orais coletadas com o
dispositivo ChemBio®. Os parametros foram definidos com base nas instrucdes de

armazenamento fornecidas pelo fabricante de cada dispositivo.



Por quatorze dias, as amostras de fluido oral permaneceram em temperatura
ambiente ou em condic¢des refrigeradas (4-8°C). Ao final desta exposi¢cao, as amostras
foram centrifugadas e refrigeradas a 4-8°C até a primeira analise (15 dias apos a
coleta). As amostras permaneceram por 210 dias armazenadas a temperatura de 4-
8°C e a cada 30 dias durante este periodo foram testadas para detec¢do de anticorpos
anti-HAV.

4.7 - Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram codificadas por meio de nimeros e, juntamente
com as variaveis quantitativas, armazenadas em um banco de dados criado no
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, EUA). Com base na andlise
estatistica descritiva, foram determinados os valores de frequéncia e seus intervalos
de 95% de confianca (IC 95%); e mediana com faixa de variacado (valores minimo e
maximo) para variaveis quantitativas que ndo apresentam distribuicdo normal. Para
determinar a significancia das diferencas observadas entre os dados dos grupos
estudados, foram consideradas as hipoteses nula ou Ho (auséncia de diferenca entre
os dois grupos) e alternativa ou Hi (presenca de diferenca entre os dois grupos). Na
andlise bivariada, foi utilizado o teste Qui-quadrado (y?) com correcdo de Yates ou
para tendéncia e, quando apropriado, o teste exato de Fisher para comparar
proporcdes; e o teste U de Mann-Whitney para as variaveis quantitativas que néo
apresentam distribuicdo normal. O relacionamento (correlacdo) entre as variaveis
continuas foi realizado utilizando-se analise por postos (prova de Spearman). Na
avaliacdo da validade simultanea do teste diagnéstico em fluido oral foram
determinados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo, e seus IC 95%. Para avaliar o grau de concordancia entre os resultados da
testagem anti-HAV no soro e no fluido oral foi utilizado o indice de concordancia kappa
(k), interpretado de acordo com os seguintes valores: k < 20% = ruim; k 21 — 40% =
razoavel; k 41 — 60% = moderada; k 61 — 80% = boa; e k 81 — 100% = muito boa
(Altman, 1991). Um valor de p < 0,05 (teste bicaudal) serd considerado



estatisticamente significante. Para analise estatistica foram utilizados os programas
MedCalc for Windows, versdo 7.6.0.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica) e
GraphPad InStat versdo 3.05 for Windows 95, GraphPad Software, San Diego
Califérnia, EUA.



5 - RESULTADOS
5.1 - Painel de otimizagdo das amostras de fluido oral

5.1.1 - Diluicdo ideal das amostras de fluido oral para detec¢cdo de anticorpos
anti-HAV

Os testes iniciais de titulagdo foram realizados para determinar a diluicdo ideal
das amostras de fluido oral no ensaio imunoenzimético Immunocomb II HAV Ab

(Orgenics, Israel) de individuos pertencentes aos diferentes grupos do estudo.

Dentre os individuos com imunidade naturalmente adquirida (n=30), as
amostras coletadas com os dispositivos OraSure® e Salivette® apresentaram
resultados concordantes, com os respectivos resultados no soro, até a diluicdo de 1/25
(Figuras 5.1 B e C). No entanto, resultados falso-negativos ocorreram para as
amostras coletadas com o dispositivo ChemBio® (Figura 5.1 A) a partir da diluigdo 1/5.
No grupo dos individuos vacinados (n=25), foram observados resultados falso-
negativos para todos os coletores em todas as diluicdes, com excecado das amostras
nao diluidas (Figuras 5.1 A, B e C). Dentre as amostras pertencentes ao grupo dos
individuos ndo-reagentes (n=35), ndo foram encontrados resultados falso-positivos
(Figuras 5.1 A, B e C). Por tais razdes, o melhor desempenho do teste para os trés
dispositivos de coleta foi obtido utilizando as amostras puras. Com isso, as amostras
de fluido oral foram usadas sem qualquer diluicdo em todos 0s imunoensaios

realizados.
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Figura 5.1: Teste de titulacdo das amostras de fluido oral pertencentes ao grupo dos
individuos nao-reagentes (NR), vacinados (VA) e com imunidade natural (IN)
coletadas com os diferentes dispositivos comerciais ChemBio® (A), OraSure® (B) e
Salivette® (C). A linha horizontal continua em vermelho representa o ponto de corte do

teste (valor igual a 1). Para a amostras de soro a diluicdo ideal é 1/50.



A avaliacdo de outros parametros (temperatura, tempo de incubagéo do teste,
etc.) ndo foi realizada, pois, a modificacado na diluicdo das amostras foi suficiente para

a otimizacao do fluido oral no imunoensaio utilizado, como demonstrado a seguir.

5.1.2 - Avaliacdo de desempenho dos coletores de fluido oral na deteccdo de

anticorpos anti-HAV totais

Dentre as 90 amostras dos profissionais de saude que foram coletadas, 35
pertenciam ao grupo dos nédo-reagentes (NR); 30 ao grupo dos individuos com
imunidade natural (IN); e 25 ao grupo dos vacinados (VA), dos quais 21 individuos
receberam as duas doses recomendadas no esquema de vacinacao e 4 individuos
receberam apenas a primeira dose da vacina (Havrix, SmithKlineBeecham ou Vaqta,
Merck Sharp Dohme). Essas amostras foram avaliadas quanto a deteccdo de
anticorpos anti-HAV totais e os resultados foram comparados as amostras de soro
correspondentes.

Os resultados do painel de otimizacdo demonstraram que as amostras de fluido
oral obtidas pelos trés dispositivos de coleta foram concordantes com todas as
amostras de soro dos individuos nédo-reagentes e dos individuos com imunidade
natural. No entanto, no grupo dos vacinados, duas amostras apresentaram resultados
falso-negativos quando coletadas com o dispositivo OraSure®, um néo-respondedor ?
gue havia recebido apenas a 12 dose e 0 outro que recebeu as duas doses da vacina;
e quatro amostras falso-negativas com o Salivette®, dois ndo-respondedores apds a

12 dose e dois apos a 22 dose da vacina.

Foi observada uma variagdo na escala colorimétrica entre as amostras
pertencentes ao grupo dos individuos vacinados e dos individuos com imunidade
natural, coletadas com os diferentes dispositivos. Essa variacdo evidenciou que a

mediana e a distribuicdo das frequéncias dos valores da escala dos individuos

2 A definicdo de néo-responsividade caracteriza-se pela auséncia de soroconversdo (negatividade para
deteccdo de anticorpos anti-HAV, ndo conferindo imunidade) dos individuos vacinados.



vacinados tendem a serem menores do que nos naturalmente imunizados, sendo
estatisticamente diferente e significante. Dentre os dispositivos de coleta, o ChemBio®
demonstrou valores mais proximos aos valores da escala colorimétrica do soro em
relagdo ao grupo dos individuos vacinados (P=0,5979) e ao grupo dos vacinados
juntamente com individuos de imunidade natural (P=0,7404) (Tabela 5.1). O grupo dos

individuos ndo-reagentes nao apresentou variacdo na escala colorimétrica.

Tabela 5.1: Analise dos valores da escala colorimétrica dos individuos vacinados e

naturalmente imunizados segundo o dispositivo de coleta.

Amostra
Coortes
Soro ChemBio® Orasure® Salivette®
Vacinados
Mediana (Minimo-Maximo) 2,0(1,0-5,0) 2,0(1,0-5,0) 1,0(0,0-5,0) 1,0(0,0-4,0)
Imunidade Natural
Mediana (Minimo-Maximo) 4,0(1,0-5,00 3,0(1,0-5,0) 3,0(1,0-5,0) 3,0(1,0-5,0)
P valor (Mann-W hitney) 0.003 0.0054 0.0008 0.0002

P valor (y* para tendéncia - vacinados

. . 0.0022 0.0054 0.0008 0.0003
versus imunidade natural)

A analise das metodologias de coleta demonstrou um alto grau de concordancia
entre soro e fluido oral (coeficiente Kappa). O desempenho comparativo desses
dispositivos estd demonstrado na tabela 5.2. Esses dados sugerem que ha uma
pequena discriminagao entre os trés coletores de fluido oral, quando comparamos 0s

resultados qualitativos de anticorpos anti-HAV entre os espécimes clinicos.

A analise do coeficiente de Spearman foi utilizada para correlacionar os
resultados das amostras pareadas de soro e fluido oral, coletadas com cada
dispositivo. Apesar do valor deste coeficiente variar entre os coletores utilizados, uma

alta correlacdo positiva entre as espécimes foi observada (Tabela 5.2).



Tabela 5.2: Parametros de avaliacao dos trés dispositivos de coleta de fluido oral com
0 ensaio Immmunocomb Il HAV Ab em relacdo aos resultados qualitativos das

amostras de soro correspondentes.

Dispositivo de Coleta

Comparacdo % (IC 95% %)

ChemBio® Orasure® Salivette®
Sensibilidade 100 (0,9351-1,000) 96,36 (0,8748-0,9956) 92,73 (0,8242- 0,9798)
Especificidade 100 (0,9001-1,000) 100 (0,9001-1,000) 100 (0,9001-1,000)
100 (0,9351-1,000) 100 (0,9328-1,000) 100 (0,9302-1,000)

Valor preditivo positivo

Valor preditivo Negativo 100 (0,9001-1,000) 94,59 (0,8179-0,9934) 89,74 (0,7577-0,9714)

Coeficiente de Spearman 98,7 96,9 948

Coeficiente Kappa 100 95,4 90,8

®lC: Intervalo de 95% de Confiancga.

Utilizando as amostras do painel de otimizacdo foi possivel observar que o0s
resultados das amostras coletadas com o dispositivo ChemBio® foram mais

compativeis com os resultados do padrao-ouro do que os outros dois dispositivos.

5.2 - Avaliacéo do fluido oral no estudo epidemioldgico

Apés a determinacdo do ChemBio® como sendo o coletor que apresentou 0s
melhores resultados nos parametros de avaliagcdo do teste, foi realizado um estudo

epidemiologico para avaliar a aplicabilidade deste dispositivo em campo.



5.2.1 - Caracteristicas sociodemograficas da populacéo de estudo

No estudo epidemioldgico de prevaléncia da hepatite A, realizado no Pantanal
Sul Mato-Grossense, foram coletadas 224 amostras pareadas de soro e fluido oral

(ChemBio®) obtidas de voluntarios, dos quais, 100 (43,9%) eram do sexo feminino e

124 (56,1%) masculino. A idade da populacdo de estudo variou de 3 a
86 anos com meédia de idade de 26,91 17,35 anos (Tabela 5.3).

Devido a inexisténcia de dados de soroprevaléncia de anti-
HAV nas comunidades estudadas, procurou-se recrutar 0 maior
namero de individuos voluntarios entre os residentes locais no

presente estudo. Nas comunidades da Serra do Amolar/Sado Lourenco (n =
45/121) e do Paraguai-Mirim (n = 60/190) a propor¢ao da populacdo que participou do
estudo foi semelhante, cerca de 37% e 32% respectivamente. Contudo, nas

comunidades do Porto da Manga foram admitidas 10% dos habitantes locais (n =

23/230) e na comunidade do Passo do Lontra 64% (n = 96/150).



Tabela 5.3: Caracteristicas sociodemograficas dos individuos do estudo (n = 224).

o oD e
Faixa etaria (anos)
0-10 anos 46 20,53%
11-20 anos 50 22,32%
21-30 anos 47 20,98%
31-40 anos 26 11,61%
41-50 anos 29 12,95%
> 51 anos 26 11,61%
Género
Feminino 100 43,9%
Masculino 124 56,1%
Nivel Educacional
Nenhum 19 8,48%
Primério 156 69,6%
Secundario 32 14,29%
Graduado 14 6,25%
N&o informaram 3 1,38%
Renda Familiar
< 1 salério minimo 107 47,8%
2 salérios minimos 95 42,4%
3 salarios minimos 19 8,5%
N&o soube 3 1,3%
Comunidade
Serra do Amolar/Sao Lourenco 45 20,09%
Paraguai-Mirim 60 26,78%
Porto da Manga 23 10,27%

Paso do Lontra 96 42,86%




5.2.2 - Deteccgédo de anticorpos anti-HAV no soro e no fluido oral (ChemBio®)

Os anticorpos anti-HAV totais foram detectados em 181 soros
pelo imunoensaio comercial ImmunoComb Il HAV Ab (Orgenics, Israel), demonstrando
uma soroprevaléncia para hepatite A de 80,8%. A prevaléncia de anti-HAV total
em fluidos orais coletados com o dispositivo ChemBio® foi de 79,01%,
correspondendo a 177 amostras reativas das 224 testadas. A tabela 5.4
demonstra os resultados concordantes e os discordantes, das amostras
pareadas de soro e de fluido oral. Esses dados evidenciaram valores de
sensibilidade de 97,24% (IC 95%: 0,936-0,991), especificidade de 97,67%
(IC 95%: 0,877-0,999), valor preditivo positivo de 99,44% (IC 95%: 0,968-
0,999), valor preditivo negativo de 89,36% (IC 95%: 0,768-0,964) e coeficiente Kappa
de 91,7% (IC 95%: 0,851-0,982).

Tabela 5.4: Resultados de anti-HAV das amostras pareadas de soro e fluido oral
(ChemBio®) do Pantanal Sul-Matogrossense testadas com o ImmunoComb Il HAV Ab
(n =224)

Soro + Soro - Total
Fluido Oral + 176 (78,6%) 1 (0,4%) 177 (79,0%)
Fluido Oral - 5 (2,2%) 42 (18,8%) 47 (21%)

Total 181 (80,8%) 43 (19,2%) 224 (100%)




A variagdo dos valores na escala colorimétrica das amostras reagentes foi
similar entre soro e fluido oral (ChemBio®), resultando em uma mediana de 3,0 para
ambas as espécimes. Novamente, as amostras ndo reagentes ndo demonstraram

variacao.
5.2.3 - Fatores associados a positividade de anticorpos anti-HAV totais

Para analisar a relacdo entre os fatores sociodemograficos e a presenca de
anticorpos anti-HAV no soro e no fluido oral foi realizada a analise bivariada. De todas
as variaveis estudadas, apenas idade (P<0,0001) foi um fator significantemente

associado a positividade desses anticorpos especificos (Tabela 5.5).



Tabela 5.5: Fatores associados com a positividade de anticorpos anti-HAV em amostras de soro e fluido oral (ChemBio®)

de individuos do Pantanal Sul Mato-Grossense (n = 224). Continuacdo na proxima pagina.

Soro Fluido Oral (ChemBio®)
Variavel

Positivo (n = 181) Negativo (n = 43) P Positivo (n = 177) Negativo (n = 47) P

Idade (anos), mediana (intervalo) 27,0 (5,0 — 86,0) 10,0 (3,0 — 72,0) < 0,0001 26,0 (5,0 — 86,0) 11,0 (3,0 —77,0) < 0,0001

Género, n (%)
Masculino

Feminino

Residentes domésticos, n (%)

0-1
2-3
4-5
6-7
>7
NI

Nivel educacional, n (%)
Nenhum
Primario
Secundério
Graduado

NI

101 (55,8)
80 (44,2)

17 (9,4)
56 (30,9)
41 (22,7)
33 (18,2)
33 (18,2)

1(0,6)

14 (7,7)
127 (70,2)
28 (15,5)

10 (5,5)

2 (1,1)

0.9175
23 (53,4)
20 (46,6)
0.1589
5 (11,6)
4 (9,3)
14 (32,6)
9 (20,9)
10 (23,3)
1(2,3)
0.8396
5 (11,6)
29 (67,5)
4(9,3)
4 (9,3)
1(2,3)

98 (53,3)
79 (46,7)

16 (9,0)
53 (29,9)
40 (22,6)
32 (18,1)
35 (19,8)

1(0,6)

14 (7,9)
126 (71,2)
25 (14,1)

10 (5,6)

2(1,2)

26 (55,3)
21 (44,7)

6 (12,8)
7 (14,9)
15 (31,9)
10 (21,3)
8 (17,0)
1(2,1)

5 (10,7)
30 (63,8)
7 (14,9)
4 (8,5)
1(2,1)

0.9953

0.7919

0.7248



Renda familiar (salario minimo) , n (%)
<1
2
3
NI
Agua potavel (fonte), n (%)
N&o tratada (rio)
Tratada (rio)°
Engarrafada (mineral)
NI
Histérico de hepatite A, n (%)
Nao
Sim
NI
Comunidade, n (%)
Passo do Lontra
Porto da Manga
Paraguai-Mirim

Serra do Amolar/S&o Lourenco

82 (45,3)

85 (47,0)
12 (6,6)
2 (1,1)

56 (30,9)
107 (59,2)
16 (8,8)
2 (1,1)

161 (89,0)
16 (8,8)
4(2,2)

81 (44,8)
22(12,2)
43 (23,7)
35 (19,3)

25 (58,1)

10 (23,3)
7 (16,3)
1(2,3)

11 (25,6)
30 (69,8)
1(2,3)
1(2,3)

42 (97,7)
0 (0,0)
1(2,3)

15 (34,9)
1(2,3)
17 (39,5)
10 (23,3)

0.7331

0.2302

0.0903

0.0562

81 (45,7)

82 (46,3)
12 (6,8)
2(1,2)

56 (31,6)
104 (58,6)
5(2,8)
2(1,2)

159 (89,8)
15 (8,5)
3(1,7)

77 (43,5)
22(12,4)
43 (24,3)
35 (19,7)

26 (55,3)

13 (27,7)
7 (14,9)
1(2,1)

11 (23,4)
33 (70,2)
2(4,2)
2 (4,2)

44 (93,7)
1(2,1)
2(4,2)

19 (40,4)
1(2,1)
17 (36,2)
10 (21,3)

0.8599

0.4174

0.2506

0.1157

2 Nao informado; ® Incluindo 4gua tratada por cloragéo, filtragéo e fervura.



A proporcao de individuos sorologicamente positivos para hepatite A,
segundo a faixa etaria, foi estreitamente analoga (P<0,0001) a prevaléncia da
doenca no fluido oral (Figura 5.2), com diferenca maxima de 7,7% na faixa
etaria de 31-40 anos. A soroprevaléncia aumentou progressivamente de 50%,
em criancas de 0-10 anos, para até 100%, em individuos entre 31-40 anos de
idade. Tendéncia semelhante foi observada para o fluido oral, onde a
prevaléncia da doenca variou de 50%, em criancas entre 0-10 anos, a 93,10%
entre individuos de 41-50 anos de idade. Houve aumento expressivo nha
prevaléncia — cerca de 40% — entre as faixas etarias de 0-10 anos e 11-20

anos de idade para ambos os espécimes clinicos.

120,00%
100,00%
| Anti-HAV total

« 80,00% - | reagente soro
&
= 0% -
g 6000% B Anti-HAV total
g reagente fluido oral

40,00% - -

20,00% - -

0,00% - T T T T T

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >51

Faixa etaria (anos)

Figura 5.2: Prevaléncia de anti-HAV total no soro e no fluido oral (ChemBio®),
segundo a faixa etéria, em 224 individuos do Pantanal Sul Mato-Grossense.

A pesquisa demonstrou, ainda, variacdo na taxa de positividade de
anticorpos anti-HAV entre as comunidades estudadas, que oscilou de 71,67%
(43/60), na comunidade do Paraguai-Mirim, a 95,65% (22/23), na comunidade
do Porto da Manga (Figura 5.3). A prevaléncia da infeccdo pelo HAV foi maior
nas comunidades mais préximas aos centros urbanos, Passo do Lontra
(84,38% -soro/80%- fluido oral) e Porto da Manga (95,65%), do que nas
comunidades mais afastadas e de dificil acesso, Paraguai-Mirim (71,67%) e

Serra do Amolar/S&do Lourengco (77,78%). Apesar dessa variacdo, a
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positividade desses anticorpos nao foi significantemente associada a

determinada comunidade.

120,00%

100,00% H Anti-HAYV total
reagente soro

80,00%

60,00% —
O Anti-HAV total

40,00% - reagente fluido
oral

Prevaléncia

20,00% —

0,00% T T T
Passo do Lontra  Porto da Manga Paraguai-Mirin ~ Serra do Amolar/
S&o Lourenco

Comunidade

Figura 5.3: Prevaléncia de anti-HAV total no soro e no fluido oral (ChemBio®),

segundo a comunidade, em 224 individuos do Pantanal Sul Mato-Grossense.

5.3 - Efeito da exposicdo ao tempo e a temperatura na deteccdo de

anticorpos anti-HAV no fluido oral

Cinco amostras com diferentes titulos na escala colorimétrica (3 anti-
HAV reagentes e 2 anti-HAV né&o reagentes) de fluido oral provenientes deste
estudo de campo foram selecionadas para um monitoramento durante 210 dias
a 4-8° C, a fim de avaliar a estabilidade dos anticorpos anti-HAV em amostras

coletadas com o dispositivo ChemBio®.

Apés 15 dias da coleta e com as condicbes precarias de
armazenamento das amostras (variacdo de temperatura na armazenagem e no
transporte das amostras, 4-25° C; e processamento tardio das amostras), foi
possivel detectar a presenca de anticorpos anti-HAV nas amostras reagentes.
Os anticorpos contra o virus da hepatite A permaneceram estaveis nas
amostras de fluido oral por mais de 210 dias. O armazenamento a temperatura

de 4-8° C nao provocou nenhuma mudanca significativa durante os 180
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primeiros dias apds a coleta. No entanto, no 210° dia apos a coleta houve uma
alteracdo na deteccdo desses anticorpos, com diminuicdo de um nivel na

escala colorimétrica para as amostras reagentes (Figura 5.4).

3,5
3 Anti-HAV

8 25 @ PT-400
3 o
g 5 PT-401
S O PT-402
]
S W 0O PT-403
©
a 1 W PT-405

0,5

15dias 90dias 120dias 150dias 180 dias 210 dias
Dias apds a coleta (4-8°C)

Figura 5.4: Estabilidade do fluido oral, coletado com o dispositivo ChemBio® ,

durante 210 dias em temperatura de 4-8° C.

6 — DISCUSSAO
6.1. Avaliagcdo de coletores de fluido oral

A questdo da implementacdo de um programa publico nacional de

vacinacgao contra a hepatite A, no Brasil, vem sendo amplamente discutida face
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a dificuldade de se estabelecer um projeto unificado em um pais de dimensdes
continentais, com macro-regioes distintas, e com perfil em mosaico em relacao

a epidemiologia da doenca.

Atualmente, programas de vacinagéo infantil em larga escala ndo séo
indicados em &reas de alta endemicidade. No entanto, estudos realizados por
Linder e colaboradores (1999) mostraram o declinio dos anticorpos anti-HAV
(de origem materna) nos primeiros 7 meses de vida de recém natos e resposta
a vacina contra hepatite A em lactentes com anticorpos maternos positivos,
justificando a vacinagao no primeiro ano de vida em regides de alta prevaléncia
do HAV. Admite-se que a melhor idade para vacinagdo é antes de entrar em
contato com o virus. Em paises de endemicidade intermediaria, como Israel e
EUA, apos rigorosa analise de custo-beneficio, foi recomendada a vacinacao
infantil contra o HAV (Ginsberg et al., 2001), o que ocasionou um grande
impacto na reducdo do niumero de casos novos de hepatite A. A utilizacdo da
vacinacdo universal abre, evidentemente, a perspectiva de erradicacdo da

hepatite A no mundo (Ferreira e Silveira, 2004).

No Brasil, a vacina, que € de custo elevado por ndo ser produzida pelo
Ministério da Saude, esta sendo avaliada para sua futura incorporacdo no
calendario de vacinacéao infantil. Para determinacdo de politicas nacionais de
vacinagdo, os resultados de estudos epidemiolégicos e de custo-beneficio
precisam ser cuidadosamente considerados e o impacto na saude publica deve
ser balanceado (FitzSimons et al., 2010).

Para este monitoramento epidemiolégico, a utilizacdo do fluido oral € de
grande relevancia visto que, como comprovado por diferentes autores (Parry,
1993; Mclintyre et al., 1996; Ochnio et al., 1997; Oba et al., 2000; Chohan et al.,
2001; Judd et al., 2003; Amado et al., 2006), esse espécime clinico possui
inUmeras vantagens e acuracia suficiente para sua utilizacdo em tais situacoes.
No entanto, muitos desses estudos propdéem o uso do fluido oral como uma
ferramenta alternativa a coleta de sangue. Uma vez que os beneficios de tal
espécime clinico ja foram demonstrados e sua eficiéncia nos testes
imunoenzimaticos foi por vezes comprovada, por que ndo utilizd-lo como um

substituto a coleta de sangue?

LIV



Em todos esses estudos, adaptacBes foram feitas para melhorar a sensibilidade e
especificidade dos testes utilizados, pois os fluidos orais contém imunoglobulinas e outros

componentes similares aos do plasma, porém, em concentragées mais baixas (Saville et al.,
1997). No entanto, em parte destes estudos (Parry et al.,, 1989; Amado et al.,
2006) foram utilizadas amostras de pacientes coletadas durante surtos, que
apresentam altos titulos de anticorpos contra o HAV.

Como demonstrado neste estudo, o fluido oral pode ser, de fato, um
substituto a coleta de sangue. Contudo, € importante adaptar o dispositivo de
coleta ao imunoensaio utilizado, uma vez que, diferentes niveis de
sensibilidade foram observados. Isto evidencia que o coletor de fluido oral pode
interferir na detecgéo de anticorpos anti-HAV, mas que a escolha do dispositivo
apropriado pode permitir a coleta de amostras adequadas para as analises

clinicas.

Cada um dos dispositivos testados neste estudo tem suas vantagens e
desvantagens em relacdo a conveniéncia do processo de coleta e sua analise.
No entanto, também ¢é importante selecionar o dispositivo mais adequado ao
paciente e a estudos de campo (Chang et al., 2009), os quais fornecerdo
informacdes precisas para se determinar o perfil epidemiolégico, a necessidade
de imunizacao e estratégias de controle da doenca (Robertson et al., 1997).

Como descrito na literatura, niveis de 1gG especifica no soro sdo mais
baixos em individuos vacinados dos que nos individuos imunizados com o virus
selvagem (Zaaijer et al., 1993) e menores ainda no fluido oral. Com isso, a
sensibilidade dos imunoensaios pode variar entre os vacinados e imunizados
naturalmente, e de acordo com o grau de aumento da reexposicdo (Nokes et
al., 2001). A variacdo da sensibilidade, observada neste estudo, foi devida aos
resultados falso-negativos obtidos no grupo dos individuos vacinados (2/25,
Orasure® e 4/25, Salivette®). Contudo, ndo foram observadas variacdes na

especificidade do ensaio.

Os resultados falso-negativos poderiam estar associados aos individuos
nao-respondedores que haviam recebido somente a primeira dose da vacina.
Todavia, dentre essas amostras nao-concordantes metade havia recebido as

duas doses (1/2 Orasure® e 2/4 Salivette®). Portanto, a variagcdo da
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sensibilidade no grupo dos vacinados parece nao estar relacionada ao niumero

de doses da vacina administrada a cada voluntario.

O dispositivo de coleta Salivette® forneceu amostras com a menor
sensibilidade (92,73%) no ensaio realizado, em comparagdo com 0S outros
dois coletores. Nas amostras obtidas do grupo dos individuos vacinados, os
anticorpos anti-HAV totais ndo puderam ser detectados em apenas 4 amostras
(4/25). Este resultado esta de acordo com publicagdes prévias que analisaram
a confiabilidade deste dispositivo na detec¢do de anticorpos (Van den Akker et
al, 1992; Parry, 1993; Judd et al, 2003). O efeito prejudicial do algoddo no
desempenho analitico do dispositivo foi devido, presumivelmente, as
substancias derivadas deste, que distorceram os resultados do imunoensaio

pela interferéncia na deteccéo de anticorpos especificos (Gréschl et al, 2008).

O dispositivo de coleta Orasure® obteve bons resultados de
sensibilidade (96,36%) quando o processamento das amostras foi realizado
imediatamente, apesar de em duas amostras do grupo dos individuos
vacinados (2/25) né&o terem sido detectados anticorpos anti-HAV.
Provavelmente, a imediata centrifugacdo e congelamento das amostras
contribuiram para a producdo de resultados mais confiaveis, uma vez que a
estabilidade dos anticorpos coletados com este dispositivo € menor em
temperaturas mais altas e ap6s tempo prolongado (de acordo com as
instrugdes do fabricante).

A eficiéncia na eluicdo dos anticorpos a partir do material absorvente
pode variar entre os dispositivos. Os resultados obtidos, provavelmente,
refletiram as diferentes maneiras com que cada dispositivo € usado (Tabela
4.1). O fato do ChemBio® ser utilizado mais vigorosamente do que 0s outros
dois dispositivos pode explicar a maior sensibilidade encontrada (100%), como
observado por Nokes et al. (1998), utilizando um outro tipo de coletor
esponjoso. O ChemBio® é projetado especificadamente para atingir a regiao
das gengivas, a parte da cavidade oral com maior probabilidade de ser rica em
fluido crevicular. Isto sugere que fluidos orais coletados com dispositivos que
visam especificadamente o fluido crevicular contém anticorpos em gquantidades

gue refletem mais fielmente os resultados encontrados no soro (Vyse et al.,
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2001). O posicionamento na cavidade oral dos outros dois dispositivos,
adjacente a gengiva, sugere uma semelhanca no tipo de coleta do fluido oral
para Salivette® e Orasure®, como também demonstrado por Nokes et al.
(1998) para outros dispositivos de coleta. No entanto, o Orasure® evidenciou
resultados mais precisos em comparacdo ao Salivette®. Este fato pode estar
relacionado a substancias presentes no Orasure® que estimulam a
transudacéo das imunoglobulinas do leito capilar para a cavidade oral (Parry,
1993).

Na analise comparativa das medianas, foi possivel observar que as
amostras do grupo dos individuos imunizados naturalmente apresentaram
valores mais altos na escala colorimétrica do que as amostras do grupo dos
individuos vacinados. Comparando estes parametros entre os dispositivos de
coleta, foi observado que os valores de mediana das amostras coletadas com o

ChemBio® foram os mais semelhantes aos do “padrao-ouro”, soro.

Os resultados apresentados no painel de otimizagdo para o coletor
ChemBio® demonstram a mais alta combinacdo dos valores de sensibilidade
(100%) e especificidade (100%). Em comparacdo, esses parametros de

avaliacao foram superiores aos encontrados em outros estudos (Tabela 6.1).

Tabela 6.1: Comparacao dos resultados do painel de otimizacdo do presente

trabalho com resultados encontrados em outros estudos.

Populacédo s Anticorpos I e
Autor Ano de estudo Objetivo detectados por Coletor Sensibilidade Especificidade
ELISA
Ochinio et al. 1997 Voluntarios Padronizagdo 19G Salivette® 98,70% 99,60%
Oba et al. 2000 Geral Diagnéstico  IgM,IgG e IgA  Omni-SAL® 82,10% 100%
Amado etal. 2006 Voluntarios Diagndstico IgM e IgG Orasure® 86,67% 100%
Quolinetal. 2007 Geral Prevaléncia IgG Oracol® 84,70% 100%
Tourinho® 2011 Voluntarios Otimizacdo IgM e 1IgG ChemBio® 100% 100%

 Presente estudo.

Melhorias na metodologia de coleta do fluido oral projetadas para a
obtencdo preferencial do fluido crevicular dos capilares sob a gengiva, a
otimizacdo dos procedimentos dos ensaios e 0s avancos na tecnologia tém

levado ao aumento da sensibilidade dos testes imunoenziméaticos no fluido oral,
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fato observado, também, em estudos anteriores por Tamashiro e Constantine
(1994) e Nokes e colaboradores (1998).

6.2 Estudo epidemiolégico em areas de dificil acesso do Pantanal Sul

Mato-Grossense utilizando fluido oral

A fim de determinar a eficiéncia do dispositivo ChemBio® e sua
aplicabilidade em pesquisa de campo como substituto ao soro, foi realizada a
primeira investigacdo da infeccdo pelo HAV em comunidades isoladas e de

dificil acesso do pantanal Sul Mato-Grossense.

Utilizando amostras coletadas de diferentes individuos pertencentes as
comunidades, foi possivel observar uma estreita relacdo entre a prevaléncia de
anticorpos no fluido oral coletado com ChemBio® (79,01%) e a soroprevaléncia
(80,8%) do HAV. A concordéancia entre os resultados do fluido oral e do
“padrao-ouro” (soro) foi de 97,32% (sensibilidade= 97,24% e especificidade =
97,67%).

Uma alta taxa de prevaléncia geral (80,8%) foi encontrada, quando
comparada com a observada na populacdo em geral (55,7%) nas regiées Sul e
Sudeste. No entanto, esta taxa foi menor do que a sua prevaléncia na regido
Norte (92,8%), e mais semelhante ao obtido na regido Nordeste do Brasil
(76,5%) (Clemens et al. 2000).

Embora alguns estudos tenham mostrado que as populacdes urbanas
tém menores taxas de infecgcdo pelo HAV do que as populagbes rurais
(Barzaga, 2000; Tufenkeji, 2000; Arankalle et al. 2001), neste estudo as
comunidades mais proximas aos centros urbanos tiveram maior indice de
exposicdo ao HAV do que as comunidades rurais (91,65% e 84,38% versus
71,67% e 77,78%) . Do mesmo modo, Almeida e colaboradores (2006)
encontraram uma maior prevaléncia do HAV em areas urbanas (87,4%)
guando comparada com areas de assentamentos rurais de Cavunge (79,7%),

regido semi-arida do estado da Bahia, Nordeste do Brasil.
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Além disso, no presente inquérito, as comunidades estudadas séo de
baixa renda. Apesar da positivividade de anticorpos anti-HAV né&o estar
significativamente associada a fonte de &agua, os habitantes dessas areas
rurais ndo possuem instalacbes adequadas de saneamento ambiental, usam a
agua dos rios para fins de lavagem e consumo, bem como para a sua higiene
pessoal. As comunidades urbanas estdo localizadas proximas ao setor
hoteleiro e a fazendas da regido, onde as condi¢bes de saneamento ainda sao
pobres, e o projeto de saneamento ambiental ainda n&do existe ou esta em fase
de construcdo. Além das instalacdes de saneamento e condi¢cdes de higiene na
populacdo, suas casas estdo localizadas préximas umas das outras e a alta
densidade populacional de baixa renda em comunidades urbanas pode

contribuir para a disseminacdo do HAV.

A soroprevaléncia de anticorpos anti-HAV foi significantemente
associada a faixa etaria. A estratificagcdo por idade evidenciou que, apesar da
prevalléncia geral ter sido de 80,8%, somente 50% dos individuos entre 0-10
anos estavam imunes a doenca. Esta taxa é superior ao observado por De
Alencar Ximenes e colaboradores (2008) nas capitais do Nordeste e no Centro-
Oeste brasileiro, 32% e 34%, respectivamente. No entanto, é inferior a
prevaléncia (60%) em individuos menores de 10 anos da regido amazonica
brasileira (Braga et al., 2009). Os dados destes estudos demonstram uma
baixa soroprevaléncia nestas regides nesta faixa etaria. Portanto, uma politica
publica de vacinacdo em massa no Brasil deveria ter, em certas regiées, como
faixa etaria alvo criancas de 0-10 anos para que sejam imunizadas antes do

contato com o virus.

A adequacédo do fluido oral ao cenério epidemioldgico esta intimamente
relacionada a estabilidade das amostras. Foi possivel observar que a
estabilidade térmica das amostras, quando refrigeradas, foi considerada
apropriada. Nenhuma mudanca na deteccdo de anticorpos anti-HAV foi
observada até o 180° dia. Somente apos o 210° dia foi visualizada um reducéao
na escala colorimétrica das amostras, mas sem alteragdo no resultado
qualitativo das mesmas. Estes dados demonstraram que a variagdo da

temperatura durante o0 armazenamento em campo e O atraso no
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processamento das amostras nao interferiram, significantemente, nos
resultados da deteccdo de anticorpos quando comparado ao “padrao-ouro”.
Isto deve ser levado em conta em estudos de campo onde ndo hé refrigeracao
disponivel, em paises em desenvolvimento que podem ter grandes variacfes
na temperatura ambiente e dificuldade para controla-la (Nokes et al., 2001), ou
quando as amostras sdo enviadas para o laboratorio pelo servico de correio

(Quoilin et al., 2007).

Um desempenho comparativo da estabilidade do fluido oral segundo a
literatura e os resultados obtidos neste estudo estdo resumidos na tabela 5.6.
Foi possivel observar que o dispositivo ChemBio® teve o melhor desempenho
dentre os coletores, a temperatura ambiente e de 4-8° C, quando comparado

ao que se tem sido observado em outros estudos.

Quadro 6.1: Efeito da exposicdo ao tempo e a temperatura sobre a deteccdo

de anticorpos anti-HAV em fluidos orais.

. - Temperatura de Duracgéo da
Dispositivo de coleta .
armazenamento estabilidade
ChemBio® Temperatura ambiente 2 anos®
2-8°C acima de 210 dias®
-20°C n&o recomendado?®
OraSure® Temperatura ambiente 21 dias®
2-8°C 21 dias®
-20°C 45 dias®
Salivette® Temperatura ambiente 5 (jas®
2-8°C 20 dias®
-20°C 1 ano®

®De acordo com o fabricante para testes com anticorpos anti-HIV.
® De acordo com Parry, 1993.

°De acordo com Stark et al., 1993.

4 Presente estudo.

A combinagao da metodologia de coleta e preservacao das amostras por
estabilizantes, no dispositivo ChemBio®, foi considerada como uma importante
estratégia para evitar problemas de rapida degradacdo de anticorpos durante o
armazenamento, como reportado por Groschl et al (2008) para outros
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coletores. No presente estudo, foi observado que esta preservacdo foi
suficiente para aumentar a estabilidade da amostra. Dessa forma, estes
parametros demonstraram que as amostras coletadas com o dispositivo
ChemBio® néo requerem um ambiente clinico para a coleta do fluido oral a fim
de assegurar a rapida preparacdo e congelamento das amostras. Com isso,

podem ser armazenadas a temperatura ambiente.

As amostras de fluido oral coletadas com os dispositivos ChemBio®,
Orasure® e Salivette® proporcionaram resultados qualitativos suficientes para
a deteccdo de anticorpos totais contra o virus da hepatite A, sob condi¢cdes
Otimas. No entanto, o melhor desempenho do ChemBio® no painel de
otimizacdo e a estabilidade das amostras coletadas com este dispositivo,
demonstraram que este coletor foi adequado para o cenario de vigilancia

epidemiologica.

Por fim, o fluido oral pode ser utilizado para deteccéo de baixos niveis de
anticorpos, contudo a escolha do coletor apropriado é fundamental para a
avaliagdo dos anticorpos contra 0 HAV em éareas de dificil acesso. A utilizacdo
do fluido oral foi atil para o conhecimento da prevaléncia da hepatite A em uma
area sem dados disponiveis na literatura e para demonstrar que é viavel a
coleta deste espécime clinico em areas sem condicbes ideais de

armazenamento.
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7 — CONCLUSOES

O processo de adaptacdo do imunoensaio enzimatico utilizado para
deteccdo de anticorpos anti-HAV totais ao fluido oral demonstrou que
somente a otimizacdo da diluicdo da amostra foi necessaria para a
obtencdo de maior eficiéncia do teste, para todos os coletores utilizados
no estudo.

O painel de otimizacdo evidenciou que o dispositivo ChemBio® foi o
coletor com melhor desempenho (100%) no imunoensaio utilizado

quando comparado ao soro (“padrao-ouro”), sob condi¢des étimas.

O inquérito epidemiolégico realizado no Pantanal sul Mato-Grossense
demonstrou prevaléncias de anti-HAV similares entre soro (80,8%) e
fluido oral (79%) (ChemBio®).

A regido do Pantanal sul Mato-Grossense, apesar de apresentar alta
prevaléncia de anticorpos anti-HAV, grande parte das criangcas estéo
susceptiveis a infeccao pelo HAV, evidenciando assim, a importancia da

vacinagao nesta faixa-etéaria.
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A variacao da temperatura durante o armazenamento das amostras em
campo e 0 atraso no processamento das mesmas nao interferiram,
significantemente, nos resultados da deteccdo de anticorpos no fluido

oral, quando comparado ao “padrao-ouro” (soro).

O melhor desempenho do ChemBio® no painel de otimizacdo e a
estabilidade das amostras coletadas com este dispositivo demonstraram
que este coletor é o mais adequado para o cenario de vigilancia
epidemioldgica em areas de dificil acesso, uma vez que ndo necessita

do congelamento das amostras.

O fluido oral pode ser utilizado como um substituto a coleta de sangue.
Contudo, é importante adaptar o dispositivo de coleta ao imunoensaio
utilizado, uma vez que o mesmo pode interferir na deteccdo de

anticorpos anti-HAV.
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Ministério da Salide
Fundag&o Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 03 de junho de 2010.
Carta: 026/10
De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Renata Tourinho Santos e
- Dr. Christian Gabriel Niel

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 536/09 intitulado
“Avaliagdo da saliva para detecgdo da resposta imune humoral contra o
virus da Hepatite A" que foi APROVADO.

Conforme oficio (anexo ao e-mail) encaminhado ao CEP pela CONEP -
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa precisamos de uma cdpia em cd com
toda documentacdo, inclusive as respostas as pendéncias do seu protocolo,
para encaminha-lo aqu ele 6rgéo para ap reciagéo por se tratar de protocolo
pertencente ao Grupo |.

Atencicsamente

Carl s Netito
Secretarfa Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundag&o Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax; (21) 2561-4815
e-mall; etica@fiocruz.br
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ANEXO I

Ministério da Saude

Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Lab. Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Avaliacdo da resposta imune humoral no fluido oral de individuos vacinados e
de naturalmente imunizados com o virus da hepatite A, utilizando diferentes coletores.

Eu , responsavel pelo menor
fui convidado a participar de
um estudo que ird avaliar anticorpos especificos contra o virus que causa a hepatite A
em amostras de fluido oral.

Objetivo da pesquisa: O objetivo deste trabalho serd investigar o melhor coletor
fluido oral para detecc¢éo de infecgdo passada pelo virus da hepatite A.

Exames e procedimentos. Serd realizada a coleta de sangue venoso. Também sera
coletada uma amostra de fluido oral com auxilio de coletores apropriados. As coletas
serdo realizadas por técnicos especializados de laboratérios em seguida sera feita a
pesquisa de deteccdo dos anticorpos anti-HAV IgM e anti-HAV 1gG.

Riscos: Os possiveis riscos e desconfortos sdo aqueles relacionados com a retirada
rotineira de sangue, dor ou rouxiddo no local. A coleta de fluido oral ndo leva nenhum
risco ou desconforto.

Beneficios: Pelos testes que serdo realizados, o Sr(a) poderd obter o beneficio
pessoal de ser informado se esta protegido ou ndo contra o virus da hepatite A e
receber orientagcdes sobre a necessidade de vacinacdo. Além de estar contribuindo
para o progresso da pesquisa cientifica sobre a hepatite A. Autorizo, portanto, os
profissionais do Instituto Oswaldo Cruz a utilizar uma amostra do meu sangue e de
fluido oral para a realizacdo dos exames para hepatite A e para fins de pesquisa
cientifica. Os resultados desta pesquisa poderdo ser utilizados para publicacdo
cientifica, de maneira confidencial e notificagdo destes as Instituicbes de Saude
Publica a nivel de Ministério da Salde e Secretarias de Saude Estadual e Municipal.

Caso tenha alguma divida ou necessidade de qualquer esclarecimento sobre o
estudo, vocé pode entrar em contato com as pesquisadoras: Renata Tourinho Santos,
Vanessa de Paula, Luciane A. Amado ou Ana Maria C.Gaspar. Pavilh&o Helio Peggy
Pereira, sala B219. Tel: 2562-1876.

Assinatura

RG Fone:

Endereco:

Assinatura do pesquisador responsavel
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