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RESUMO

As infeccdes pelos virus da hepatite A (HAV) e da hepatite E (HEV) permanecem como
importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Ambos sdo transmitidos
primariamente pela via fecal-oral, ingestdo de dgua/alimentos contaminados, frequentemente
associados a amplos surtos epidémicos de veiculacdo hidrica. No Brasil, uma transi¢do de alta
para média endemicidade para a hepatite A tem sido observada com base em estudos de
soroprevaléncia por faixa etaria. Contudo, existem grupos populacionais que ndo foram
beneficiados pelos recentes avangos econdémicos que resultaram em melhoria das condicdes
de saneamento. Localizado na regido Norte, onde as condic¢des de higiene e saneamento da
populacdo sdo em geral precarias, o estado do Amapa exibe as mais altas taxas de incidéncia
da infeccdo por HAV. No que diz respeito a hepatite E, ndo ha dados disponiveis, uma vez
gue o algoritmo adotado para diagndstico laboratorial de rotina ndo inclui a pesquisa dos
marcadores soroldgicos. Visando a implementacdo, no LACEN-AP, da metodologia aplicada
no diagndstico e vigilancia laboratorial das hepatites virais agudas, um estudo foi conduzido
com o objetivo de avaliar (i) um método in-house para deteccdo de HAV RNA por RT-Nested
PCR e ii) testes imunoenzimaticos comerciais para deteccdo de anticorpos das classes IgM e
IgG especificos para HEV. A populacdo de estudo incluiu 171 casos suspeitos de hepatite
viral aguda recebidos no LACEN-AP, durante o periodo de marco a dezembro de 2014. A
viremia pode ser evidenciada pela deteccdo do HAV RNA em 59,06% das amostras (101/171)
enquanto que pelo método imunoenzimatico 55,55% (95/171) dos casos suspeitos tiveram o
diagnostico confirmado pela deteccdo do marcador sorologico anti-HAV IgM. A taxa de
positividade para 0 HAV RNA foi mais alta entre as amostras reagentes para o anti-HAV IgM
(70,5%) do que em amostras ndo reagentes para este marcador sorolégico (44,7%). Por outro
lado, 36,58% das amostras negativas para 0 HAV RNA tiveram resultado reagente para o
anti-HAV IgM. A combinacdo desses 2 marcadores levou a um incremento do nimero de
casos confirmados laboratorialmente, de 55 (55,5%) para 129 (75,4%). Houve predominéncia
de individuos menores de 20 anos de idade (100/129), dos quais 43,4% estavam na faixa
etaria de 1 a 9 anos e 34,1% entre 10 e 19 anos. A maioria dos casos de hepatite A aguda
(110/171) ocorreu nos bairros localizados em areas alagadas (areas de ressaca). Todas as
amostras analisadas foram negativas para os marcadores anti-HEV IgM e IgG, de onde se
presume que o HEV ndo esteja circulando nesta localidade, visto que as condicGes favoraveis
a transmissdo de virus entéricos estdo presentes como evidenciado pela alta endemicidade da
hepatite A na populagdo estudada.

Palavras chaves: Hepatite A, Hepatite E, veiculacao hidrica, Macapa-AP.



ABSTRACT

Hepatitis A virus (HAV) and hepatitis E virus (HEV) infections remain as important causes of
morbility and mortality worldwide. Both viruses are transmitted primarily via fecal-oral route,
through the ingestion of contaminated water/food, and are frequently associated to waterborne
outbreaks, usually with high attack rates. In Brazil, a transition from high to moderate
endemicity of HAV infection has been observed as indicated by age-related seroprevalence
studies. However, there are population groups that are not benefited from the recent economic
and sanitation improvements. The Northern state of Amapa where the hygiene and sanitation
conditions are poor, displays the highest incidence rates of HAV infection. With regard to
hepatitis E, no data is available, since the algorithm adopted for routine laboratory diagnosis
does not include search of serological markers of infection with HEV. For the
implementation, in LACEN-AP, of the methodology applied to diagnosis and laboratory
surveillance of acute viral hepatitis, a study was conducted with the objective of assessing (i)
an in-house method for HAV RNA detection by RT-nested PCR, and ii) commercial enzyme
immunoassays for antibodies of the IgM and 1gG specific for hepatitis E virus (HEV). The
study population included 171 suspected cases of acute viral hepatitis prospectively referred
to LACEN-AP during the period from March to December 2014. The viremia may be
evidenced by the detection of HAV RNA in 59.06% of samples (101/171) while the enzyme
immunoassay method 55.55% (95/171) of suspected cases had the diagnosis confirmed by
serological detection of anti-HAV IgM marker. The positivity rate for HAV RNA was highest
among the positive samples for anti-HAV IgM (70.5%) than in negative for this serological
marker samples (44.7%). Moreover, 36.58% of samples negative for HAV RNA were
positive result for IgM anti-HAV. The combination of these two markers has led to an
increase in the number of laboratory confirmed cases, 55 (55.5%) 129 (75.4%). There was a
predominance of children under the age of 20 subjects (100/129), of which 43.4% were aged
1-9 years and 34.1% between 10 and 19 years. Most cases of acute hepatitis A (110/171)
occurred in neighborhoods located in flooded areas (surf areas). All analyzed samples were
negative for anti-HAV IgM and IgG markers, where it is assumed that HEV is not circulating
in this location, because conditions favorable to the transmission of enteric viruses are present
as evidenced by high endemic hepatitis A in population studied.

Palavras chaves: Hepatitis A, Hepatitis E, waterborne, Macapa-AP.
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1 INTRODUCAO

As hepatites virais sdo doencas infecciosas causadas por diferentes agentes etiologicos
com tropismo primario pelo tecido hepatico, tendo o homem como Unico reservatorio
importante e apresentando caracteristicas epidemiologicas, clinicas e laboratoriais distintas. A
sua distribuicdo é universal, com variacdes de acordo com 0s agentes determinantes e tendo
como principais virus: A, B, C, D e E. Os virus B, C e D sdo transmitidos mais
frequentemente por via sexual, parenteral, percutanea e vertical e 0s virus da hepatite A e E
séo transmitidos primariamente pela via fecal-oral (GOMES et al, 2012)

As hepatites virais passaram a ser consideradas doenca de notificacdo compulséria
(DNC) a partir de 8 de dezembro de 2003, quando foi publicada pelo Ministério da Saude do
Brasil a Portaria n® 2325 que definiu a relacdo de DNCs para o territdrio nacional. Os virus
das hepatites A e E representam a principal causa de hepatite viral aguda em todo o mundo,
principalmente em regiGes com niveis precarios de saneamento e higiene (CRUZ et al, 2009).

A América Latina, e em particular o Brasil, era considerada uma area de risco para
hepatite A segundo a Organizagdo Pan-Americana da Salde (OPAS) (FERREIRA,
SILVEIRA, 2004). De acordo com o ultimo Boletim Epidemioldgico das Hepatites Virais
(Ministério da Saude, 2012), nos Gltimos dez anos, a taxa de incidéncia da hepatite A vem
decrescendo no pais desde o ano de 2006, quando se registraram 9,1 casos por 100 mil
habitantes e no ano de 2010, a taxa verificada foi de apenas 3,6 casos da doenca por 100 mil
habitantes. Em relacdo as regides, a Norte apresentou a maior taxa (11,8), seguida pela regido
Sul (4,3), regidao Centro Oeste (4,0), regido Nordeste (3,7), e regido Sudeste (1,4).
(http://www.aids.gov.br/pagina/hepatites-virais-em-numeros). No entanto, em algumas areas
endémicas 100% das pessoas investigadas apresentam anticorpos IgG (anti-HAV IgG),
indicativos de exposicdo prévia ao virus comprovando a alta disseminacdo da doenca
(GOMES et al, 2012).

Outro importante agravo & salde publica sdo as infecgdes causadas pelo virus da
hepatite E (HEV), que representa uma importante causa de hepatite viral aguda, insuficiéncia
hepatica fulminante, cirrose e outras complicacfes clinicas. Este virus tem causado grandes
surtos epidémicos na Asia, na Africa e na América Latina, onde ha relatos da detecgéo e
caracterizagdo de cepas do HEV em paises como Argentina, Bolivia, Venezuela, Uruguai e
Brasil (ECHEVARRIA et al, 2013; MIRAZO et al, 2014).
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1.1 HISTORICO

As hepatites virais tém sido descritas desde a antiguidade. Existem referéncias a
ocorréncia de casos de doenca ictérica na China ha mais de 5.000 anos e de surtos em
populacbes na Babil6nia hd mais de 2.500 anos. Segundo escritos de Hipdcrates, que viveu no
século 1V antes de Cristo, a ictericia teria provavelmente origem infecciosa e o acimulo de
liqguido no abddémen seria consequéncia da cronicidade da doenca no figado (FONSECA,
2010).

Nos séculos seguintes, as epidemias de ictericia tornaram-se frequentes e coincidiam
com periodos de guerra que comprometiam seriamente as condi¢Ges sanitarias. Dai a origem
dos termos “ictericia de campanha”, em uso desde a Idade Média e “doenca do soldado”, de
introdugdo mais recente (KUNTZ, KUNTZ, 2002). Durante a Segunda Guerra mundial
estima-se que cerca de dezesseis milhdes de pessoas foram acometidas e, embora ndo se
conhecesse 0 agente etioldgico envolvido, as evidéncias sugeriam que se tratava de uma
doenca infecciosa causada por virus que podia se apresentar com formas clinicas e
epidemioldgicas diferentes e que se transmitiam por contato pessoal provavelmente por via
fecal-oral (hepatite infecciosa). Na ocasido utilizaram-se os termos hepatite A, para a doenca
que se transmitia por via fecal-oral (hepatite infecciosa), e hepatite B, para aquela transmitida
por via parenteral (hepatite sérica) (FONSECA, 2010). Tinha-se uma ideia clara sobre a
etiologia viral, mas ndo se havia seguranca se 0s virus eram 0s mesmos, até que finalmente
Feinstone e cols. conseguiram visualizar por imunomicroscopia eletrénica (IME), em
amostras de fezes de pacientes portadores de hepatite infecciosa na fase aguda (SILVA,
2005), o virus da hepatite A (HAV).

Dez anos depois da identificacdo do virus da hepatite A, um novo virus - o virus da
hepatite E - foi visualizado por IME nas fezes de um voluntario previamente infectado com
material fecal obtido de pacientes com suspeita de hepatite de transmissdo entérica
inicialmente classificada como hepatite ndo- A, ndo- B (BALAYAN et al, 1983). No entanto,
a primeira grande epidemia causada por este virus de veiculagdo hidrica, que na época havia
sido erroneamente atribuida ao HAV, ocorreu em Nova Delhi (india), entre 1955 e 1956
(VISHWANATHAN, apud CHANDRA et al, 2008). Posteriormente, a analise retrospectiva
dos soros armazenados desta epidemia, ndo demonstrou a presenca de marcadores sorolégicos
especificos para a hepatite A (nem para a hepatite B). Esta nova doenca foi durante muitos

anos conhecida como hepatite ndo- A, ndo- B e assim aumentaram as evidéncias da existéncia
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de uma nova forma de hepatite viral, transmitida pela agua que mais tarde se passou a ser
designada como Hepatite E (PURCELL, EMERSON, 2001).

1.2 OS AGENTES ETIOLOGICOS

1.2.1 O virus da hepatite A

O HAV esta classificado na familia Picornaviridae, sendo o representante Gnico do
género Hepatovirus (MINOR, 1991). Apresenta um nucleocapsideo icosaédrico nao
envelopado, medindo de 27 nm a 32 nm de didmetro. O genoma é constituido de &cido
ribonucleico (RNA), com aproximadamente 7,5 Kb, linear, de fita simples e polaridade
positiva. Esse genoma é dividido em trés regides conforme descrito na Figura 1: a regido 5’
ndo codificante, uma fase de leitura aberta (ORF, do inglés “Open Reading Frame”) longa,
que codifica para as proteinas estruturais VP2, VP3 e VP1, que compdem o capsideo viral. Os
segmentos P2 e P3 da ORF codificam para as proteinas ndo estruturais necessarias para a
replicacdo do HAV (MARTIN, LEMON, 2006).

Figura 1. Esquema representativo da organizacdo do genoma do virus da hepatite A
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Fonte: Adaptado de PEREIRA, GONCALVES (2003).
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Em estudos de avaliagdo da variacdo genética entre as amostras, a regido VP1/2A, ¢é a
regido que apresenta variabilidade. Existem sete gendtipos, o | (1A e IB), II, 111 (I11A e 11IB),
IV,V, VI e VII, sendo que as amostras pertencentes a um mesmo genotipo tém pelo menos
85% de identidade na sequéncia de bases. Os genotipos mais frequentemente encontrados nas
infecgBes humanas sdo dos tipos | e 11l (PEREIRA, GONCALVES, 2003). Uma caracteristica
importante deste virus € que o mesmo permanece infectante apds o congelamento
(SEYMOUR, APPLETON, 2001), mas por outro lado, desinfetantes a base de aldeidos séo
bastante eficientes para inativar o virus, assim como irradiacdo ultravioleta e formalina
(LEMON, 1992).

1.2.2. O virus da hepatite E

O virus da hepatite E atualmente é classificado como unico membro da Familia
Hepeviridae, género Hepevirus (EMERSON, 2005). Os virions do HEV séo pequenos, ndo
envelopados, com 30-34 nm de didmetro e capsideo com simetria icosaédrica. O genoma do
HEV, conforme Figura 2, consiste em uma molécula de RNA fita simples, de sentido positivo
e com aproximadamente 7,2 Kb. Essa molécula é limitada em uma das extremidades pela
regido 5°, que contem a estrutura CAP, e na outra extremidade pela regido 3’, que possui uma
cauda poli (A). Este genoma possui trés sequéncias abertas de leitura (ORF1, ORF2, ORF3),
que originam proteinas estruturais e ndo estruturais do virus (TAM et al, 1991).

No citoplasma celular, a ORF1 localizada proxima a extremidade 5’do RNA
gendmico é traduzida para produzir uma poliproteina que, apés clivagem, origina as proteinas
ndo estruturais com atividade enzimatica envolvidas na replicacdo, transcricdo e
processamento das proteinas (EMERSON, PURCELL, 2007b). Moléculas de RNA
mensageiro subgenémico sdo transcritas da copia negativa do RNA para produzir as proteinas
da ORF2 e ORF3. A ORF2, localizada proxima da porgdo 3’ do genoma, codifica assim a
proteina do capsideo viral, que contem epitopos imunogénicos indutores de anticorpos
neutralizantes que constituem um alvo para o desenvolvimento de vacinas (MENG, 2010b). A
proteina da ORF3 nédo € necessaria para a replicacdo do virus, montagem do virion ou para
infeccdo em cultivo celular (EMERSON, PURCELL, 2007b). As funcgdes dessa proteina
ainda nédo estdo bem definidas, mas existem trés funcdes propostas: i) promocao de sobrevida

celular, ii) acdo moduladora de resposta imune durante a fase aguda da infeccdo, iii)
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promoc¢do da secrecdo de uma proteina imunossupressora que pode agir na vizinhanca da
célula infectada (OKAMOTO, 2007).

Figura 2. Esquema representativo da organizacdo do genoma e das proteinas do virus da hepatite E
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Fonte: (PURCELL, EMERSON, 2008)

Sao conhecidos até o momento quatro genotipos. O gendtipo 1 é encontrado em
amostras de origem humana, da Asia e da Africa; o gendtipo 2 é proveniente do México
(amostra protétipo) e do continente africano (Chad e Nigéria); o genotipo 3 que inclui
amostras de origens humana e animal procedentes da Europa, Asia, Oceania, América do Sul
e América do Norte (EUA); e o gen6tipo 4 que também agrega virus de origem humana e
animal provenientes da China, Japdo, Taiwan e alguns paises europeus, como Alemanha,
Franca e Bélgica (SANTOS et al., 2013).

1.3 MODOS DE TRANSMISSAO

A distribuigdo mundial da hepatite A apresenta diferente niveis de endemicidade e esta
diretamente relacionada com as condic¢Ges sanitarias e socioeconémicas da populacdo. O
HAYV é transmitido por via fecal-oral e tem como principal modo de transmissdo o contato
préximo com pessoas infectadas e a ingestdo de alimentos ou dgua contaminada. O virus é
excretado nas fezes dos individuos infectados, que na fase aguda da infec¢do podem eliminar

até 10 particulas virais por grama de fezes. Condicdes precérias de higiene e saneamento
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facilitam a transmissdo do virus devido a alta resisténcia do HAV em ambiente aquético
sendo frequentemente associado a surtos (BOSCH et al., 1991), o que é muito facilitado pela
precariedade da Rede de Abastecimento de dgua (taxa de 50 — 69,9%) e da Rede de Esgoto
Sanitario no Estado do Amapa (taxa de 3,8% ) de populacéo atendida, conforme o Quadro 1
(IBGE, 2010).

O virus da hepatite E, assim como o virus da hepatite A, apresenta como o principal
modo de transmissao para 0s genotipos 1 e 2 a ingestdo de agua contaminada. Os individuos
contaminados eliminam o virus entericamente durante a fase aguda da doenca e contribuem
para manutencdo do virus no ambiente com uma quantidade de virus excretada chegando a
10® cépias de genoma por miligramas de fezes (TEO, 2007). Por outro lado, os gendtipos 3 e
4 do virus, circulam zoonoticamente entre o homem e outros mamiferos, principalmente
suinos, roedores e animais domeésticos como aves. Esses animais representam provaveis
fontes de contagio ao homem caracterizando uma doencga zoon6tica transmitida a partir de um
reservatorio animal (MENG, 2011).
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Quadro 1: Percentual de domicilios atendidos por rede de esgoto sanitario no Brasil- 2008

Brasil 40,0

Norte 2,8 Sergipe 23,2
Rondonia 1,7 Bahia 21,7
Acre 8,4 Sudeste 63,6
Amazonas 1,8 Minas Gerais 52,4
Roraima 12,0 Espirito Santo 32,3
Para 2,7 Rio de Janeiro 54,0
Amapa 3,5 Séo Paulo 75,3
Tocantins 1,3 Sul 26,1

Nordeste 17,7 Parana 31,4
Maranhé&o 7,8 Santa Catarina 13,4
Piaui 3,7 Rio Grande do Sul 27,7
Ceara 20,2 Centro-Oeste 331
Rio Grande do Norte 12,3 Mato Grosso do Sul 10,3
Paraiba 22,8 Mato Grosso 12,4
Pernambuco 21,1 Goias 30,6
Alagoas 10,1 Distrito Federal 87,7

Fonte: IBGE, 2010.

1.3.1 Areas de Ressacas

As condicdes de esgoto no Estado do Amapa possuem uma particularidade quando se
observa a presenca de areas de ressacas nos municipios de Macapa e Santana. O termo ressaca
é usado regionalmente para designar um ecossistema tipico da zona costeira do Amapa que se

caracteriza como areas encaixadas em terrenos quaternarios, que se comportam como
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reservatorios naturais de agua. Caracterizam-se como um ecossistema complexo e distinto,
sofrendo os efeitos da acdo das marés, por meio de uma intricada rede de canais e igarapés, do
ciclo sazonal das chuvas, apresentando por isso, uma estacdo de cheia (janeiro a junho) e
outra de seca (agosto a dezembro) (NERI, 2004). No texto da Lei Ambiental NO 948/98 do
Municipio de Macapd, as ressacas sdo definidas como: “bacias de acumulagdo de &guas,
influenciadas pelo regime de marés, de rios e drenagens pluviais” possuindo varios bairros
que circulam as areas de ressacas (NERI, 2004). Na Figura 3 varios bairros como Congos,
Novo Buritizal, Buritizal, Muca e Marco Zero estdo ao redor de uma area de ressaca
conhecida como “Ressaca do Congos”. As condi¢des de saneamento basico, nessas areas, sao
incipientes e apresentam um abastecimento de agua bastante restrito, e grande parte desses
domicilios sdo abastecidos por pogos ou por meio de ligagcdes clandestinas que muitas vezes
por intermédio de vazamentos entram em contato direto com a agua poluida. Essas areas
apresentam toda uma condicdo favoravel para o comprometimento da qualidade da agua de
consumo, da higiene pessoal e doméstica, favorecendo a transmissao das doencas infecciosas

e de veiculacdo hidrica como as hepatites A e E (NERI, 2004).

Ressacado CongOs (Beirol) [/

Fonte: http://casteloroger.blogspot.com.br/2013/04/bairros-de-macapa-0-muca.html

1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 Padrdes de endemicidade do HAV


http://casteloroger.blogspot.com.br/2013/04/bairros-de-macapa-o-muca.html

21

O HAV ¢ o principal responsavel por quadros de hepatite aguda viral em criangas
(BATRA et al, 2002) e também por 75% de todos os casos de hepatite viral no mundo. Essa
doenca apresenta distribuicdo mundial, ocorrendo com maior frequéncia em locais onde o
desenvolvimento socioecondmico é baixo. Os paises em desenvolvimento apresentam elevada
incidéncia da doenca, sendo que a maioria da populacdo sofre a infeccdo precocemente, na
primeira década de vida (LUIZ et al, 2003). Em regides menos desenvolvidas, as pessoas sdo
expostas ao virus em idades precoces, apresentando formas subclinicas ou anictéricas em
criancas com idade pré-escolar. A transmissao podera ocorrer 15 dias antes do aparecimento
dos sintomas até sete dias ap6s o inicio da ictericia (BRASIL, 2005).

Cerca de 1,5 milhdo de casos clinicos de hepatite A ocorre em todo o mundo
anualmente, mas a taxa de infeccdo é provavelmente dez vezes maior. A taxa de incidéncia
estd fortemente relacionada com indicadores socioecondémicos e ao acesso a agua potavel. A
associacdo de risco de infecgédo pelo HAV com os padrdes de higiene, saneamento, expressao
da doenca e a imunidade ao longo da vida determinam os diferentes padrbes de infecgéo os
quais sdo alta, intermedidria e baixa endemicidade (FRANCO et al, 2012).

Areas de alta endemicidade incluem a maior parte da Africa, Asia, América Central e
do Sul. As regides de endemicidade intermediaria ocorrem em paises com melhores
condicBes sanitérias, onde a incidéncia é intermediéria e a maioria dos casos ocorre no final
da inféncia e inicio da adolescéncia. Nessas regides a hepatite aguda sintomatica € mais
frequente representando risco para os suscetiveis ndo vacinados e surtos epidémicos podem
ocorrer devido a contaminacado acidental de alimentos e agua. As areas de baixa endemicidade
incluem os paises desenvolvidos, tais como a América do Norte, paises da Europa ocidental,
Australia e Japdo (FRANCO et al, 2012).

A hepatite A continua sendo uma preocupacdo em nivel de satde publica no Brasil e
no mundo, tanto pelo numero de individuos atingidos, como pela possibilidade de
complicacdo das formas agudas. Uma importante caracteristica das hepatites virais € sua
distribuicdo heterogénea nas diferentes regiGes brasileiras, dadas as especificidades dos
agentes etioldgicos, mecanismos de transmisséo e evolucdo clinica
(wwwe.aids.gov.br/sites/default/files/Metas_hepatites.pdf). Em algumas regides houve uma
mudanca de endemicidade de alta para média, e isto se deve ao desenvolvimento econdmico
nos ultimos anos que resultou em melhorias no padrdo sanitario, como por exemplo, nas
regides nordeste, sul e sudeste do Brasil. Entretanto, a regido norte continua exibindo um
padrédo de alta endemicidade (FRANCO et al, 2012).
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No ano de 2010, foi notificado o quantitativo de 6.884 casos de Hepatite A no Brasil e
a maioria dos qual na Regido Nordeste (33,4%) e na Regido Norte (27,3%) seguidos pelas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste (BRASILa, 2012), conforme demostrado na Figura 4.

Figura 4 - Distribuicdo percentual de casos confirmados de hepatite A por regido no Brasil

7.6%
27,3%
15,8%
15,9% ,
—= 33,4%
Norte  ® Nordeste M Sudeste g Sul Centro-oeste

Fonte: Boletim Epidemioldgico hepatites virais 2010 - Casos de hepatites virais: SINAN/SVS/MS.

Com relacdo a taxa de incidéncia por 100.000 habitantes nas Unidades Federativas do
Norte (UF), constata-se que o Estado do Amapa tem a maior taxa segundo dados do ano de
2010 (37,8) e dentre as capitais da regido Norte, no mesmo ano, observaram-se as maiores
taxas de incidéncia de casos de hepatite A por 100.000 habitantes em Boa Vista/RR (31,3)
seguida por Macapa/AP (22,4), Manaus/AM (15,1) e Palmas/TO (12,3) (BRASILa, 2012).

1.4.2 Padrdes de endemicidade do HEV

A infeccdo pelo HEV é mais comum em paises em desenvolvimento, onde a
infraestrutura de saneamento bésico ¢é inadequada ou inexistente. Sua distribui¢do geogréfica
no planeta é dependente das condigdes socioecondmicas, sendo prevalente em areas em
desenvolvimento, tais como Africa, india, México e Oriente Médio (SANTOS et al, 2013).

Conforme mostra a Figura 5 a distribuicdo e as epidemias de hepatite E associadas ao
gendtipo 1 foram relatadas no Sudeste e Centro Asiatico, Norte, Leste e Oeste da Africa

(BRYAN et al., 2002). O genétipo 2 foi descrito no México e em epidemias da Africa
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Central. O gendtipo 3 foi encontrado na América do Norte e do Sul, em regies da Europa e
do Japdo e um aumento significante no relato de casos autoctones associados ao genotipo 3
tem sido descritos em alguns paises da Europa, Oceania e das Américas do Norte e do Sul
(SCHLAUDER et al., 2000). O gendtipo 4 foi descrito na China, Japdo, Taiwan e Vietna
(PURCELL; EMERSON, 2008).

Figura 5: Distribuicdo geografica dos gendtipos do HEV

HEV humano
Distribuicdo geografica dos genétipos

Fonte: PURCELL; EMERSON, 2008

No Brasil, mesmo com ambiente favoravel para replicacdo e manutencdo do virus,
nunca foram descritos surtos de hepatite E, mas estudos de soroprevaléncia demonstraram a
evidéncia de anticorpos anti-HEV em diferentes grupos populacionais, como por exemplo: em
mineiros na Bacia Amazonica (6,1%), em pacientes submetidos a hemodialise em Séo Paulo
(4,9%) e em 29% dos casos de hepatite viral aguda em Salvador na Bahia (TRINTA et al,
2001). No Laboratério de Referéncia Nacional para Hepatites Virais/Fiocruz-RJ, entre janeiro
de 1994 a dezembro de 1996, foram diagnosticados 147 casos de hepatite viral aguda ndao A-
C, com prevaléncia de anti-HEV de 2,1%. No Rio de Janeiro, foi observada prevaléncia de
2,4% para anti-HEV na comunidade de Manguinhos e estudos realizados com usuarios de
drogas ndo-injetaveis e injetaveis, também deste estado, revelaram prevaléncias de 6,5% e
11,8%, respectivamente (TRINTA et al, 2001).

De acordo o Boletim Epidemiologico do Ministério da Saude, entre os anos de 1999 e
2009, foram registrados 810 casos de hepatite E. No entanto, é provavel que esse nimero de

casos notificados baseado no critério de definicdo de caso apenas na deteccdo de anticorpos
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IgM e/ou 1gG) ndo represente a real incidéncia da hepatite E no pais, levando em
consideracdo a falta de um algoritmo apropriado a definicdo de caso de hepatite E aguda
(BRASILa, 2012).

1.5 APRESENTAGCOES CLINICAS

1.5.1 Aspectos clinicos da hepatite A

As manifestacdes clinicas da hepatite A na fase pré-ictérica sdo caracterizadas por
mal-estar, cefaléia, febre baixa, fadiga intensa, mialgia, nauseas, artralgia, vomitos, dor
abdominal e inapeténcia. O desenvolvimento de ictericia e coluria ocorrem dentro de uma a
duas semanas apds o inicio do periodo prodrémico em um numero superior a 90% dos
pacientes, porém, ressalta que, na fase da convalescenca, a ictericia comeca a desaparecer,
mas pode persistir de quatro a seis semanas. O periodo de incubacdo da doenca € em torno de
15 a 45 dias e o de transmissdo ocorre desde a 2% semana antes do inicio dos sintomas, até o
final da 2* semana de doenca (SILVA, 2001). A doenca é geralmente autolimitada com
recuperacdo clinica e bioquimica completa em cerca de 60% dos doentes em dois meses e em
quase 100% dos doentes em seis meses (COTTER, 2003).

1.5.2 Aspectos clinicos da hepatite E

Do mesmo modo que nas hepatites agudas ocasionadas por outros virus
hepatotrépicos, na hepatite E hd uma elevacdo importante das aminotransaminases que
decairdo lentamente nas semanas seguintes. As bilirrubinas podem estar elevadas, com
predominio de sua forma conjugada (SILVA, 2011). A hepatite E apresenta-se, geralmente,
de forma aguda e autolimitada, sua gravidade pode variar desde a forma inaparente ate a
fulminante. Os sinais e sintomas, assim como nas outras hepatites virais, incluem: ictericia,
coluria, dor localizada no quadrante superior direito do abdome acompanhada de nauseas,
vomitos e febre (KAMAR et al, 2008).
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Em regiBes endémicas para 0s geno6tipos 1 e 2, a doenca tem sido associada a uma alta
incidéncia de formas sintomaticas entre as mulheres gravidas, as quais apresentam maior
risco de desenvolvimento de hepatite fulminante resultando em uma alta taxa de mortalidade.
As gestantes infectadas podem apresentar complicacdes obstétricas, tais como eclampsia e
hemorragia, com ou sem insuficiéncia hepéatica aguda, geralmente resultando em aborto
espontaneo. Apenas 0s genotipos tipos 1 e 2 parecem estar implicados na alta taxa de
mortalidade durante a gravidez, mas com um mecanismo ainda desconhecido. O genotipo 3
pode causar infecges mais prolongadas, no qual o HEV RNA persiste no soro e/ou fezes por
até 6 meses ap0s a infeccdo em pacientes imunocomprometidos, como por exemplo, nos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e individuos transplantados podendo
levar a cirrose nesses pacientes (ABRAVANEL et al, 2013).

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

No diagndstico das hepatites virais agudas, independente da etiologia, 0s exames
inespecificos mais significativos sdo: exame de urina (urinalise), avaliacdo das fezes,
hemograma, aferigdo das aminotransferases e das enzimas de origem canalicular, dosagem da
bilirrubina, realizacdo de provas de coagulacdo do sangue, mensuracdo da albumina e da
velocidade de hemossedimentacdo (GOMES et al, 2012).

No exame de urina deve-se observar que a bilirrubindria que precede a ictericia, 0
urobilinogénio se encontra ausente no pico da ictericia e no exame de fezes pode ocorrer
esteatorreia moderada. No caso do hemograma sempre observar leucopenia, com linfopenia e
neutropenia, sendo que até 30% dos pacientes podem apresentar linfocitose atipica, contexto
no qual o diagndstico diferencial com a mononucleose infecciosa (ocasionada pelo virus
Epstein-barr) devera ser considerado. As aminotransferases: aspartato transaminase (AST) e
alanina transaminase (ALT) elevam-se no periodo prodrémico, com niveis de 10 vezes acima.
Em geral, os niveis de ALT sdo superiores aos de AST, do limite superior da normalidade
atingindo o nivel maximo no inicio da fase ictérica e posteriormente decrescem e
normalizam-se em seis meses nos casos que evoluem sem cronificacdo e observa-se uma
oscilagédo nas hepatites que evoluem para uma cronificagcdo. As enzimas de origem canalicular
que incluem a fosfatase alcalina e a gamaglutamil transferase apresentam uma alteragéo, mas,

em geral, com menor intensidade que a observada nas aminotransferases. Os niveis de
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bilirrubinas se elevam durante a fase ictérica, atingindo niveis maximos, extremamente
variaveis, geralmente nas formas colestaticas, com leve predominio da fracdo direta sobre a
indireta (GOMES et al, 2012).

Em relacdo ao diagnostico especifico, 0 marcador IgM para o virus da hepatite A deve
ser o primeiro a ser solicitado na suspeita clinica de infec¢do pelo virus, sendo encontrado no
soro de todos os individuos infectados recentemente e caracterizando o marcador da fase
aguda da infeccdo. Este marcador torna-se positivo no inicio do quadro clinico,
desaparecendo ap0s trés meses conforme a Figura 6. O anti-HAV IgG é indicativo de
infeccdo passada e estd presente na fase de convalescenca e na resposta vacinal que persiste
indefinidamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Existem também ensaios sorol6gicos
disponiveis comercialmente que podem detectar o anti-HAV Total (tanto anticorpos IgG e
IgM) e neste caso a presenca de anticorpos anti-HAV Total e a auséncia de anti-HAV IgM
pode ser utilizado para diferenciar entre infecgfes passadas e atuais (GOMES et al, 2012).

Os testes moleculares para deteccdo de &cidos nucléicos pela técnica de transcrigdo
reversa seguida de amplificacdo de sequéncias genémicas do HAV pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) constituem o método mais sensivel do que os testes imunoenzimaticos,
principalmente em se tratando de amostras ambientais ou de alimentos (NAINAN et al.,
2006).

Figura 6: Marcadores sorolégicos para diagnéstico de infecgdo pelo HAV.
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Ictéricia
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Fonte: BRANDAO-MELO et al (2001).
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As provas laboratoriais para o diagnostico especifico da infec¢do pelo HEV incluem
testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG, além de testes
moleculares para deteccdo do genoma do virus nas fezes e no soro (MUSHAHWAR, 2008).
Anticorpos anti-HEV IgM atingem niveis séricos maximos de deteccdo durante as quatro
primeiras semanas, decaindo normalmente trés meses ap6s o inicio dos sintomas
(TICEHURST et al, 1992). Os testes imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos (ELISA)
sdo os mais utilizados no diagnostico soroldgico da infeccdo pelo HEV. A maioria dos
conjuntos comerciais disponiveis utiliza antigenos recombinantes derivados de diferentes
cepas do virus. Os testes que utilizam antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos
correspondentes aos epitopos imunodominantes da regido ORF2 do HEV tém demonstrado
uma maior reprodutibilidade em laboratorio do que os testes baseados na combinagdo de
antigenos ORF2 e ORF3 (MENG et al, 2002).

De modo geral, os testes imunoenzimaticos apresentam maior valor preditivo quando
aplicados a estudos epidemioldgicos em regiGes endémicas. Em paises ndo endémicos, 0s
testes imunoenzimaticos para deteccdo de anti-HEV podem apresentar variagdes quando
observados os diferentes kits quanto a sensibilidade e, consequentemente, nas estimativas de
soroprevaléncia (MENG et al, 2002). A Figura 7 apresenta a evolucdo dos marcadores para 0
diagndstico da hepatite E.

As taxas de soroprevaléncia relatadas em paises desenvolvidos tém mostrado
variacdes entre 0,26% e 31%, o que pode ser explicado pelos diferentes testes diagndsticos
utilizados, pelas condi¢cbes epidemioldgicas locais, pelas cepas circulantes e também pela
presenca ou auséncia de outras espécies susceptiveis. Os resultados obtidos por estes testes
imunoenzimaticos podem ser imprecisos nas analises de situacdo epidemioldgica tornando-se
a deteccdo do RNA do HEV a metodologia mais confiavel para diagnosticar infeccdes agudas
de modo a avaliar e monitorar a presenca do virus em populacdes de risco (BENDALL et al,
2010). O periodo de viremia curto em alguns pacientes pode explicar as infecgdes
assintomaticas ou anictéricas e a discrepancia entre a falta de manifestacfes clinica e a

soroprevaléncia relativamente alta em paises desenvolvidos (DALTON et al, 2008).
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Figura 7: Marcadores para diagnostico da Hepatite E
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Fonte: (DALTON et al, 2008).

1.7 PREVENCAO E CONTROLE

A melhoria do saneamento e as medidas de higiene sdo fundamentais, considerando
que a principal forma de transmissdo é a fecal-oral. As hepatites A e E tém como medidas
mais eficazes de prevencdo a disponibilizacdo de agua potavel, em quantidade suficiente nos
domicilio. Também é de fundamental importancia a educacdo da populacdo quanto as boas
praticas de higiene, com énfase na lavagem das maos; as medidas de saneamento basico,
como agua tratada e esgoto; orientacdo de creches, pré-escolas e instituicbes fechadas para
adocdo de medidas rigorosas de higiene; cozimento adequado de mariscos, frutos do mar e
desinfec¢do (uso de cloro) nos alimentos crus, como frutas e verduras (BRASILb, 2010).

A profilaxia da hepatite E em areas endémicas inclui evitar consumir alimentos crus
ou mal cozidos, especialmente produtos de origem suina onde existe circulacdo do HEV
(gendtipo 3 ou 4). Orientagdes aos profissionais que trabalham com suinos quanto a lavagem
correta das maos apds a manipulagdo dos animais ou seus dejetos (GOMES et al, 2012).

Além de medidas de controle especificas, as a¢des de educacdo em salde, tanto para o
desenvolvimento da capacidade técnica dos profissionais envolvidos como para a orientacéo
da comunidade em geral sobre as hepatites virais e sua prevencdo devem ser continuamente
implementadas entre esses grupos e assim proporcionar um melhor entendimento sobre
prevencéo dessas doengas (BRASIL, 2010b).
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As vacinas de hepatite A tem sido disponibilizadas comercialmente desde a década de
1990. As vacinas inativadas provaram estar entre as mais imunogeénicas, seguras e bem
toleradas. Aproximadamente 100% das pessoas desenvolveram niveis protetores de
anticorpos contra o virus no prazo de um més ap6s a dose da vacina. O Sistema Unico de
Saude vinha disponibilizando a vacina nos Centros de Referencia de Imunobiol6gicos
Especiais (CRIE) com indicagdes apenas para situacdes especificas (GOMES et al, 2012),
mas a partir do ano de 2014, o Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) vem ampliando o
calendario nacional de vacinacdo com a introducdo da vacina adsorvida para hepatite A
(inativada). O Ministério da Sadde introduziu no calendério nacional de vacinagéao esta vacina
para criancas a partir de 12 meses até menores de 2 anos (1 ano, 11 meses e 29 dias)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

No Quadro 2, as principais caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das hepatites A e
E sé@o apresentadas de forma a se observar as principais diferencas entre essas duas doencas

assim como caracteristicas em comum.
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Quadro 2 — Aspectos clinicos e epidemiolédgicos das hepatites A e E

HAV HEV

Ocorréncia Global Gendtipo 3: Global

Gendtipos 1 e 2: Africa e México
Gendtipos 1 e 4: Africa e Asia

Via de transmissao Fecal-oral: Gendtipos 1 e 2: Fecal-oral

ingestdo de agua ou | Gendtipos 3 e 4: Zoondtica
alimentos contaminados | contato ocupacional ou ingestdo de
carne crua ou mal cozida de suinos
e outros reservatorios animais
Periodo de incubacdo | 30 dias (15-50 dias) 40 dias (15-64 dias)

(dias)
Apresentacdo clinica | Ictericia, mal-estar, cefaleia, dor abdominal, coluria e
hepatomegalia. Niveis séricos das aminotransaminases hepéticas
e bilirrubina, em geral, elevados.

Curso clinico Autolimitada. Em geral, autolimitada.
Evolugdo para hepatite | Pode evoluir para hepatite aguda
aguda fulminante (rara) fulminante (gestantes infectadas

por HEV gendtipo 1; portadores de
outras hepatopatias)

Cronicidade Né&o Progressdo para hepatite cronica
(associada ao gendtipo 3): pacientes
imunocomprometidos

Mortalidade 0,1-2% 0,5-4%

(até 20% gravidas infectadas por
HEV gendtipo 1 durante o terceiro
trimestre de gestacao)

Diagnostico Sorologia: Sorologia: anti-HEV IgM
laboratorial anti-HAV IgM Métodos moleculares: HEV RNA

Prevencdo e Controle | Saneamento e melhoria da qualidade da agua e das condicdes de
higiene; Evitar o consumo de carne crua ou mal cozida (suinos e
outros reservatorios animais);

Vacinagdo a partir de 12 | Vacinacdo (regides endémicas)**
meses de idade (duas

doses)*
Fonte: (AUTOR, 2015). *No Brasil o Programa Nacional de Imuniza¢es (PNI)/MS preconiza a vacinacéo
universal de criangas entre 12 e 23 meses de idade (dose Unica) (BRASIL, 2014); **Uma vacina recombinante
foi registrada na China, em 2011(WHO, 2105).
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2 JUSTIFICATIVA

A falta de saneamento basico tem causado impacto a saude das populagdes
principalmente nas comunidades mais carentes. O Estado do Amapé enfrenta esta triste
realidade, com apenas 3,5% de saneamento basico, concentrado principalmente na capital
Macapd, onde parte significativa da populacdo vive proxima a areas de ressaca utilizando
fossas sanitarias, muitas vezes construidas ao lado de pocos de agua que, utilizados como
fonte de abastecimento alternativa, propiciam a transmissdo de patologicos entéricos.

Levando-se em consideracdo, o ponto de vista clinico e epidemioldgico as infeccGes
causadas pelos virus da hepatite A (HAV) e da hepatite E (HEV) apresentam similaridades e
considerando-se que o algoritmo laboratorial atualmente adotado pela maioria dos
laboratérios de satde publica ndo inclui a anélise soroldgica para a deteccdo de marcadores
soroldgicos especificos para 0 HEV, o presente estudo propde o estabelecimento de um novo
algoritmo para o diagnostico diferencial e a vigilancia laboratorial das hepatites virais de
transmissao entérica A e E, no Lacen-AP.

O estabelecimento da metodologia para investigacdo desses dois agravos, no LACEN-
AP, deveréd contribuir para o esclarecimento de surtos de hepatites agudas de veiculacao
hidrica, para a identificacdo de fatores de risco locais e para a elucidacdo de casos de hepatite

aguda de etiologia desconhecida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Estabelecer, aprimorar e aplicar, no LACEN-AP, métodos e procedimentos para o

diagnostico e a vigilancia laboratorial das hepatites virais A e E.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Detectar o virus da hepatite A, por método de biologia molecular, em amostras de soro
criopreservadas obtidas de individuos envolvidos em surtos epidémicos ou casos esporadicos
de hepatite viral aguda;

b) Investigar a presenca de marcadores sorolégicos indicativos de infeccdo prévia/
recente pelo virus da hepatite E em amostras de soro obtidas aleatoriamente de individuos
envolvidos em surtos epidémicos e de casos esporadicos de hepatite aguda;

c) Elaborar o procedimento de envio e recebimento de amostras (surtos e casos
esporadicos ) para diagnostico etioldgico das hepatites virais agudas A e E;

e) Elaborar o algoritmo para a deteccdo de marcadores soroldgicos e moleculares dos
virus da hepatite A e E.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

No presente estudo foram utilizadas amostras de soro obtidas de 171 individuos
residentes no Estado do Amap4, com suspeita clinica de hepatite viral aguda (surtos ou casos
avulsos, esporadicos) procedentes dos municipios de Macapa, Mazagdo e Santana.

Localizado no extremo norte do Brasil, 0 Estado do Amapa € um dos estados mais
preservados, com 143.453,7 km? de extensdo territorial, distribuidos em 16 municipios. O
estado faz fronteiras com a Guiana Francesa (Norte) e Suriname (Nordeste); divisa com o
Estado do Pard, separado pelo Rio Amazonas (Sul e Oeste) e 0 Oceano Atlantico (Leste).
Segundo o censo de 2010, a populagdo estimada no estado em 2013 foi de aproximadamente
734.996 habitantes e densidade demografica de 4,69 habitantes/lkm2 (IBGE, 2011). Entre os
16 municipios formadores do estado, temos a cidade de Macap4, sua capital, 0 municipio de
Santana situado a 15 km a Sul-Oeste de Macapa e Mazagdo a 14 km a Sul-Oeste de Santana
conforme Figura 8.

Figura 8: Estado do Amapa e municipios
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Fonte:http://www.coisaspraver.com/2012/08/mapa-do-amapa-para-imprimir-e-colorir.html
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As amostras (ou casos suspeitos) foram encaminhadas de vérias unidades de salde
para 0 LACEN-AP por meio da Coordenadoria de Vigilancia Epidemioldgica do Estado ou
amostras encaminhadas pela unidade de origem, no periodo de marco a dezembro de 2014.
Todos os pacientes foram devidamente cadastrados no Sistema Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL) no Servigo de Atendimento e Recebimento de Amostras do LACEN-AP,
conforme instrucdes de servigo e critérios de aceitacdo de amostras.

No ato da colheita de sangue ou do recebimento das amostras no setor de triagem do
LACEN-AP, as amostras de soro eram fracionadas em duas aliquotas, uma destinada a
deteccdo de marcadores sorologicos e outra preservada para posterior pesquisa de acidos
nucléicos. De acordo com o procedimento operacional padrdo adotado pelo LACEN-AP, as
aliquotas de soro eram acondicionadas em microtubos de polipropileno (volume de 1 mL),
resistentes a baixas temperaturas e armazenadas a -20 °C (testes soroldgicos) e & -70 °C (testes
biomoleculares) até serem processadas. Para a selecdo das amostras foram escolhidas as que
estavam devidamente cadastradas do GAL e com quantidade suficiente para as analises e

devidamente armazenadas nas temperaturas adequadas.

4.2 METODOS

4.2.1 Testes sorologicos

4.2.1.1 Deteccdo de anticorpos especificos HAV IgM

No Laboratério de Sorologia do Servico de Virologia - LACEN-AP, as amostras de
soro foram submetidas a imunoensaio baseado na tecnologia de eletroquimioluminescéncia
(processo envolvendo reagGes quimicas que geram luminescéncia a partir de um estimulo
elétrico), utilizando o complexo ruténio + tripropilamina (TPA). A etapa de deteccdo do
produto quimioluminescente final é realizada no equipamento Cobas® E411 (Roche, EUA),
conforme as instrugdes técnicas e operacionais descritas no manual para utilizacdo do

fabricante.
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4.2.1.2 Deteccdo de anticorpos especificos HEV IgM e 1gG.

Para deteccdo qualitativa dos anticorpos anti-lgM e 1gG especificos para o virus da
hepatite E foram utilizados os conjuntos para diagnostico RecomWell HEV IgM e RecomWell
HEV IgG, Mikrogen Diagnostik (Neuried, Alemanha), conforme as instru¢des do fabricante.
O principio do teste e os procedimentos de ensaio sdo 0s mesmos, tanto para o teste de HEV
IgM como para o de IgG alterando-se apenas 0s controles e 0s conjugados (que sao
exclusivos para cada um desses ensaios).

Principio do teste: Nesse tipo de imunoensaio, do tipo sanduiche indireto, os antigenos
recombinantes (baseados nos genotipos 1 e 3) ligados a fase solida (placa de microtitulacdo)
sdo capazes de detectar anticorpos especificos para todos os genétipos do HEV (por
reatividade cruzada, também sdo detectados os genoétipos 2 e 4). Anticorpos (imunoglobulinas
de classe IgM e/ou 1gG) presentes na amostra ligam-se especificamente aos antigenos na fase
solida. Apds incubacdo, os anticorpos ndo ligados sdo eliminados por lavagem e, numa
segunda etapa, anticorpos anti-imunoglobulina humana (IgM ou IgG) conjugados a
peroxidase sdo adicionados; os anticorpos do conjugado ndo ligados sé&o eliminados por
lavagem. O complexo formado pela ligacdo especifica entre os antigenos recombinantes e 0s
anticorpos anti-HEV (IgM ou IgG presentes na amostra) e destes com o conjugado (anti-
imunoglobulina IgM ou IgG) é detectado por reacdo colorimétrica catalisada pela peroxidase.
A intensidade da coloracdo é proporcional a quantidade de anticorpos especificos (anti-HEV
IgM ou 1gG).

Antes de iniciar o ensaio, 0s reagentes para diagnostico e as amostras bioldgicas foram
deixados em temperatura ambiente. Os controles e as amostras foram previamente diluidos (1
+ 100) no tampéo de diluicdo (10uL de amostra ou controle em 1mL de tampéo de diluicéo).
Ap0s vigorosa homegeinizagdo em agitador automatico, 100uL das diluicdes de amostras e
controles (negativo, positivo e o controle de “cut off” em duplicata) foram pipetados nas
cavidades da microplaca. Ap6s incubacgdo a 37°C por 60 min, a microplaca foi lavada 4 vezes
em lavadora automatica, utilizando-se solucdo de lavagem diluida & uma concentragdo de
1:10. Em seguida, foram adicionados 100pL por poco da solucdo do conjugado, previamente
diluido a 1:101 no tampdo de diluicdo e a placa foi incubada a 37 °C por 30 min. Apos
lavagem da placa (4 vezes), adicionou-se 100uL por pogo da solugdo de substrato (pronta
para uso). A placa foi mantida em temperatura ambiente, descoberta porém protegida contra

a luz solar direta, durante 30 min. Apos esse intervalo, adicionou-se 100 ul da solucéo de
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parada (H3PO4 a 24,9%, pronta para uso) e realizou-se a leitura em equipamento de fotometria
para placas, a 450nm utilizando filtro de referéncia para comprimento onda de 650 (620-650)
nm.

A interpretacdo dos resultados baseou-se na razdo obtida entre os valores de
absorbancia da amostra e a média dos valores de absorbancia do controle de “cut-off”
(obtidos em duplicata). Para anélise dos resultados, considerou-se a “zona cinza” como a
faixa compreendida entre o valor de corte (média dos valores de absorbancia dos controles de
“cut off”) + 20% (ou, seja: “cut off” x 1,2). Assim, foram consideradas positivas as amostras
cuja densidade Optica (DO) estava acima da zona cinza e negativas as que tiveram valor de
DO abaixo do cut off. As amostras com valores de DO na “zona cinza” foram consideradas
inconclusivas. Todas as amostras com resultado positivo ou inconclusivo foram retestadas em

duplicata, utilizando-se 0 mesmo imunoensaio.

4.2.1.3 Teste complementar para confirmacdo da reatividade anti-HEV

As amostras previamente testadas pelo método de ELISA (RecomWell HEV IgM e
RecomWell HEV IgG) e que apresentaram resultado repetidamente positivo ou inconclusivo
para anti-HEV IgM ou 1gG foram submetidas ao teste RecomLine HEV IgG/IgM, Mikrogen
Diagnostik (Neuried, Alemanha). Esse ensaio, do tipo imunoblot, emprega os antigenos
recombinantes altamente purificados O2N (genétipos 1 e 3), O2C (gendtipos 1 e 3), O2M
(gendtipo 1) e O3 (gendtipos 1 e 3) imobilizados em tiras de nitrocelulose, para a detec¢do de
anticorpos especificos para antigenos das regides estrutural e ndo-estrutural do HEV. Apds
incubacdo com amostras diluidas (1:101) de soro ou plasma, os anticorpos ndo ligados sao
eliminados por lavagem e, numa segunda etapa, anticorpos anti-imunoglobulina humana (IgM
ou IgG) conjugados a peroxidase sdo adicionados; os anticorpos do conjugado ndo ligados sao
eliminados por lavagem. Anticorpos especificos para cada antigeno (O2N, O2C, O2M e 03)
sdo detectados por reacdo colorimétrica catalisada pela peroxidase. Uma reacdo positiva
antigeno-anticorpo € identificada pelo aparecimento de bandas coloridas na tira de
nitrocelulose. A intensidade da coloracdo das bandas é comparada a coloracdo apresentada

pelo controle de “cut off”.
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Antes de iniciar o ensaio, 0s reagentes para diagnostico e as amostras bioldgicas foram
deixados em temperatura ambiente, por 30 min. Durante esse intervalo, preparou-se o
“tampdo A”, adicionando-se leite magro em p6 ao tampdo de lavagem diluido a uma
concentracdo de 1+9 em agua deionizada, em quantidade suficiente (proporcional ao numero
de tiras utilizadas) para as duas etapas de lavagem e para a diluicdo do conjugado. Por
exemplo, para 5 tiras de reacdo, adiciona-se 0,59 de leite em p6 a 100 mL do tampdo de
lavagem diluido (10 mL do tampé&o concentrado + 90 mL de agua deionizada).

As amostras (20 pL) foram pipetadas diretamente em canaletas individuais contendo
as tiras de nitrocelulose imersas em 2 mL do tampé&o de diluigdo (pronto para uso) e incubadas
por 60 min a temperatura ambiente, sob agitacdo moderada. Apds incubacdo, o tampédo de
diluicdo de cada canaleta foi aspirado cuidadosamente (2 vezes, utilizando-se pipeta de 1
mL), adicionando-se a cada canaleta 2 mL do tampéo de lavagem (“tampao A, previamente
preparado). Esse procedimento foi repetido 3 vezes, sob agitacdo, com intervalos de 5 min
entre as lavagens. Em seguida, adicionou-se a cada canaleta 2 mL da solu¢do do conjugado
mantendo a bandeja de incubacdo sob agitacdo, por 45 min. Apds lavagem (3 vezes, como
anteriormente descrito), as tiras foram incubadas com 1,5 mL por canaleta da solu¢do do
substrato, por 8 minutos, sob agitacdo. O substrato foi aspirado e as tiras lavadas com agua
deionizada (3 vezes). As tiras foram retiradas, cuidadosamente, com pinca de plastico e
colocadas entre papel absorvente para secar, por pelo menos 2 horas. A interpretacao do perfil
de reatividade foi feita segundo os critérios estabelecidos pelo fabricante. A intensidade de
coloragdo das bandas ¢ estimada em relagdo a intensidade da banda do controle de “cut off™:
(<), (+/-), (+), (++) e (+++), sendo (+) equivalente a banda do controle, (+/-) intensidade
abaixo do controle e (-) sem reacdo. O resultado do teste é determinado a partir da soma dos
valores das bandas de cada antigeno recombinante, onde: O2N =2, 02C =4,02M =2¢e 03 =

3; soma de pontos: <2 = negativo, 3 = inconclusivo e > 4 = positivo.

4.2.2 Testes moleculares para detecgdo de acidos nucléicos

4.2.2.1 Extragdo de acidos nucléicos
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A extracdo de acidos nucléicos foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Servigo de Virologia no LACEN-AP, a partir de 140 pL de soro ou plasma, utilizando o
conjunto comercial QlIAamp® Viral RNA mini kit, da marca QIAGEN® (Hilden, Alemanha),
segundo as recomendacdes do fabricante. Foram utilizados controles negativo (agua esteril,
Nuclease free) e positivo (cepa HAF-203 do HAV, adaptada a sistema de cultivo celular). O
material foi devidamente armazenado em temperatura de -70°C e enviado nas condicdes e
normas preconizados pelo Servico de Envio de Amostras Bioldgicas do LACEN-AP para
realizacdo das etapas posteriores no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico em

Virologia do Instituto Oswaldo Cruz/ Fiocruz na cidade do Rio de Janeiro.

4.2.2.2 Reacdo de transcrigdo reversa

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada a partir de 8 pL de RNA adicionados a
mistura de reacdo constituida por 4 pL do tampéo 5x Buffer; 2 pL de “Random primer” a 20
pmol/pL, 4 pL de dNTP-mix a 2,5 mM, 1 pL de DTT a 0,1 M, 1 pL de RNAase OUT
(inibidor de RNAase) e 10 U/puL da enzima Superscript 111 Reverse Transcriptase® (Life
Technologies) em um volume final de 20 pL. Os tubos contendo a mistura da reagdo e RNA
foram incubados, segundo as instruc¢fes do fabricante, a 25°C por 5 min, em seguida a 50°C
durante 1 hora e a 70°C, por 15 minutos.

As amostras de DNA complementar (cDNA) foram submetidas imediatamente a
reacdo de Nested PCR para detec¢do do HAV. Foram utilizados 5 puL do cDNA e a aliquota

restante foi mantida -70°C para posterior analise para deteccdo do HEV RNA.

4.2.2.3 Nested PCR para detec¢do do HAV

A técnica de Nested PCR para deteccdo de uma sequéncia-alvo da regido VP1/2A do
genoma do HAV foi realizada em duas etapas, segundo o protocolo de DE PAULA et al
(2003). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na primeira etapa de PCR correspondem a
regido compreendida entre os nucleotideos +2897 (direto) e —3288 (reverso) conforme

previamente descrito por BOWER et al (2000). Esses oligonucleotideos sdo degenerados de
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modo a possibilitar a amplificacdo de todos os genétipos de HAV (primers universais):
5’CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT3’(F6-direto) e
5’AAYTTCATYATTTCATGCTCCT3’ (F-reverso), sendo que Y representa C ou T. Os
iniciadores internos utilizados na segunda etapa de PCR correspondem a regido compreendida
entre os nucleotideos +2949 e -3192 segundo ROBERTSON et al (1992) (modificado por DE
PAULA et al., 2003): 5’TATTTGTCTG TYACAGAACAATCAG 3’ (F8 - direto) e
5’AGGRGGTGGA AGYACTTCATTTGA 3’ (F9 - reverso), onde R representa A ou G.

Na primeira etapa do ensaio de Nested PCR, 5 pL do cDNA foram adicionados a 20
pL da mistura de reagdo contendo os iniciadores externos (Quadro 3 : PCR1). Ap6s 4 min a
94°C para desnaturacdo do DNA, foram realizados 30 ciclos a 94°C, 30 segundos; 40°C, 30
segundos e 72°C, 1 minuto, seguidos por uma etapa de extensdo final de 7 minutos a 72°C.

Na segunda etapa do ensaio, 1 puL do produto obtido na primeira reacdo de PCR foram
adicionados a 24 pL da mistura de reacdo contendo os iniciadores internos (Quadro 3: PCR2),
nas mesmas condi¢Ges de amplificacdo da primeira etapa de PCR, porém a uma temperatura
de “annealing” (hibridizagdo dos oligonucleotideos iniciadores) de 48°C.

Os produtos da amplificacdo (10 pL) foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, contendo brometo de etidio para visualizacdo das bandas de tamanho
esperado correspondente a 244 pares de base (pb).

Quadro 3 — Preparo das misturas de reacdo de PCR para detec¢do do HAV (sequéncias-alvo correspondentes a
regido VP1/2A).

PCR-1 (L) PCR-2 (L)
Agua ultrapura estéril 9,5 13,5
Tampdo 10X (sem magnésio) 4,0 4,0
dNTP 1,25 mM 2,5 2,5
MgCl, 50mM 1,5 1,5
Iniciador direto (externo*)/(interno**) 20pmol/ pL 1,0* 1,0%*
Iniciador reverso (externo*)/(interno**) 20pmol/ pL 1,0* 1,0%*
Taq DNA polimerase 0,5 0,5
VVolume da mistura/ amostra 20,0 24,0
Adicionar DNA (cDNA? ou produto da PCR-1°) 5,0% 1,0°
Volume total 25,0 25,0

Iniciadores diretos/reversos: *F6/F7; **F8/F9, segundo DE PAULA et al., 2003
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4.2.2.4 One-step RT PCR para detecgédo do HEV

Este método é baseado nos protocolos de WANG et al (1999) e de HUANG et al
(2002), adaptado por GARDINALI e colaboradores do Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico em Virologia, I0C/Fiocruz (comunicacdo pessoal), para amplificacdo de duas
sequéncias-alvo, correspondentes as regides ORF-1 e ORF2 do HEV. Para a reacdo de one-
step PCR foram utilizadas as enzimas Superscript!ll® e Platinum Taq Polimerase®,
combinadas na mesma reacdo. A mistura da reacdo foi preparada de acordo com o
procedimento analitico recomendado para o kit One-Step RT-PCR® (Invitrogen/Life
Technologies).

Dois ensaios de One-Step (ORF1 e ORF2) foram realizados, em paralelo. As duas
misturas de reacdo foram preparadas segundo a mesma metodologia (Quadro 4) e incubadas
nas mesmas condic¢des de temperatura, com alteracdo apenas das temperaturas de hibridizacéo
(51°C ou 42°C) e dos respectivos pares de iniciadores externos: ORF1-F1 / ORF1-R1, para
amplificacdo da regido ORF-1 (WANG et al., 1999) ou ORF2-3156N / ORF2-3157N
(HUANG et al, 2002), para amplificacdo da regido ORF2. Os tubos contendo a mistura de
reacdo e 0 RNA foram incubados em termociclador segundo o programa: 55°C, 30 minutos;
94°C, 2 minutos seguidos de 40 ciclos a 94°C, 15 segundos (desnaturagéo); 51°C (ORF1) ou
42°C (ORF2), 30 segundos (hibridizacdo dos iniciadores); 68°C, 1 minuto e 68°C, 5 minutos

(extensdo final).

Quadro 4 — Preparo da mistura de reacdo de One-Step PCR para deteccdo do HEV (sequéncias-alvo
correspondentes as regides ORF1 e ORF2)

Agua ultrapura estéril 11 uL
2x Reaction Mix 25 pL
(20 pmol/pL) 1 L
ORF2-R1/ ORF2-3157N (20 pmol/pL) 1 pL
Superscrit I1/Platinum Tag mix 2 UL
Volume da mistura/amostra 40 L
Adicionar RNA 10 L
Volume total/amostra 50 pL

Iniciadores externos diretos e reversos para amplificacdo da regido *ORF1: ORF1-F1 e ORF1-R1 (WANG et
al,1999) ou da regido **ORF2: ORF2-3156N e ORF2-3157N (HUANG et al, 2002)
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4.2.2.5 Nested PCR para detec¢do do HEV

Na segunda etapa do ensaio, 3 puL dos produtos obtidos na reacdo de One-Step PCR
foram adicionados a 47 pL de cada uma das misturas de reacdo de Nested PCR (preparadas
previamente, em paralelo) para amplificacdo das regides ORF-1 (WANG et al., 1999) ou
ORF2 (HUANG et al, 2002), respectivamente. As misturas de reacdo foram preparadas
segundo a mesma metodologia (Quadro 5) e incubadas nas mesmas condic¢des de temperatura,
com alteracdo apenas das temperaturas de hibridizag&o (51°C ou 42°C) e dos respectivos pares
de iniciadores internos ORF1-F2 / ORF1-R2, para amplificacdo da regido ORF-1 (WANG et
al., 1999) ou ORF2-3158N / ORF2-3159N, para amplificacéo da regido ORF2 (HUANG et al,
2002).

Quadro 5 — Preparo das misturas de reacdo de Nested PCR para deteccdo do HEV (sequéncias-alvo
correspondentes as regides ORF1 E ORF2)

Volume (uL)
Agua ultrapura estéril 33,5
Tampéo 10X (sem magnésio) 5,0
dNTP 10 mM 4,0
MgCl, 50mM 2,0
Iniciador interno direto: (ORF1*) ou (ORF2**) 20pmol/ uL 1,0
Iniciador interno reverso: (ORF1*) ou (ORF2**) 20pmol/ uL 1,0
Platinum Tag DNA Polymerase 0,5
VVolume da mistura/ amostra 47,0
Adicionar DNA (cDNA? ou produto da PCR-1°) 3,0°
Volume total 25,0

Iniciadores internos diretos e reversos para amplificacdo da regido *ORF1: ORF1-F2 e ORF1-R2 (WANG et
al,1999) ou da regido **ORF2: ORF2-3158N e ORF2-3159N (HUANG et al, 2002)
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4.3 ANALISE DE DADOS E INTERPRETACAO DE RESULTADOS

Dados sociodemogréficos, clinicos, sorolégicos e viroldgicos foram codificados e
registrados em banco de dados (Excel). A andlise dos resultados sorolégicos seguiu 0s
critérios de reatividade de cada teste comercial, com base nos respectivos valores de corte. A
interpretacdo do perfil sorologico e virologico foram realizadas segundo os critérios e
procedimentos analiticos adotados pelo Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico em
Virologia, Instituto Oswaldo Cruz/ Fiocruz. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o Programa BioEstat versdo 5.0 pelos testes estatisticos ndo paramétricos de Qui-

Quadrado e Odds Ratio e Meta-Analise Varias Proporc6es (pw combinado).

4.4 ASPECTOS ETICOS

A investigagdo soroldgica foi conduzida no LACEN-AP, que compde a Rede Nacional
de Laboratdrios de Salude Publica do Ministério da Saude, em atendimento as solicitacdes de
diversas instituicdes de saude publica para confirmacéo laboratorial de casos suspeitos (surtos
e casos esporadicos) de hepatite viral aguda, sem que houvesse necessidade de aprovacédo
formal junto a comité de ética.

A investigagdo viroldgica foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento
Tecnologico em Virologia do Instituto Oswaldo Cruz, no escopo do projeto de pesquisa
intitulado “Hepatites de Transmissao entérica A e E e herpes virus associados a casos agudos
e fulminantes”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Parecer N° 440.614).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas amostras de sangue (soro) obtidas de 171 individuos encaminhados
ao Laboratério Central de Salde Publica do Amapa (LACEN-AP), para diagnostico
sorologico de hepatite viral aguda, durante o periodo de 11 de marco a 22 de dezembro de
2014. As amostras bioldgicas ou os pacientes foram encaminhados ao LACEN-AP por
demanda espontanea, pela Vigilancia Epidemiolégica do Estado (VIGEP) ou a partir das

unidades de satde de Macapa.

5.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Das 171 amostras que compdem este estudo, 142 (83%) foram obtidas de individuos
residentes no municipio de Macap4, capital do Amapa. Foram também incluidas 29 amostras
procedentes dos municipios de Mazagao (20/171) e de Santana (9/171). Nesta populacdo de
estudo, observou-se a predominéncia de individuos menores de 20 anos de idade (73,5%),
sendo a maioria do sexo masculino (97/171). Do total de individuos estudados, a média de
idade foi de 17 anos, variando de 1 a 78 anos. (Tabela 1). A Figura 9 mostra a distribuicdo dos

casos suspeitos procedentes da cidade de Macapa de acordo com o bairro de residéncia.



Tabela 1 — Dados sociodemograficos dos individuos com suspeita de hepatite viral

aguda. LACEN — AP, 2014.

n %
Sexo
Masculino 97 56,7
Feminino 74 43,3
Idade (anos)
<10 72 42,3
10-19 53 31,2
20-29 16 9,4
30-39 12 7,1
40 - 49 07 4,1
50 - 59 04 2,4
> 60 06 3,5
Cidade de origem
Macapa 142 83,0
Mazagéo 20 53
Santana 09 11,7

Fonte: GAL, 2014
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Figura 9: Distribui¢do das 171 amostras clinicas obtidas de casos suspeitos de hepatite viral aguda de acordo

com o bairro de residéncia no municipio de Macapa-AP, 2014
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5.2 INVESTIGACAO SOROLOGICA

5.2.1 Deteccdo de anticorpos especificos para o virus da hepatite A (HAV)

Todas as amostras de soro, obtidas de 171 casos suspeitos de hepatite viral aguda,
foram analisadas prospectivamente no Servico de Virologia do LACEN-AP, durante o
periodo de mar¢o a dezembro de 2014. De acordo com o procedimento laboratorial de rotina
adotado no LACEN-AP, as amostras foram submetidas ao Imunoensaio por
Eletroguimioluminescéncia (Roche) automatizado (Cobas E411) para detec¢do de anticorpos
da classe IgM especificos para o virus da hepatite A (anti-HAV IgM). A investigacao
laboratorial mostrou que 55,55% (95/171) das amostras de soro foram reagentes para o
marcador anti HAV IgM.

5.2.2 Deteccdo de anticorpos especificos para o virus da hepatite E (HEV)

Setenta e duas amostras de soro criopreservadas, selecionadas aleatoriamente entre 0s
171 casos suspeitos de hepatite viral aguda, foram analisadas para pesquisa de anticorpos das
classes IgM e 1gG especificos para o virus da hepatite E. Duas amostras apresentaram
resultados reagentes para anti-HEV IgM e uma apresentou resultado inconclusivo para o anti-
HEV IgG (ndo coincidentes respectivamente). Esta amostra apresentou valor de densidade
Otica situado entre faixa correspondente ao valor de corte + 2 desvios-padrdo, caracterizando
“zona cinza”.

As trés amostras, inicialmente positivas pelo método imunoenzimatico (conjuntos
diagnosticos RecomWell HEV IgM e RecomWell HEV 1gG), foram retestadas em duplicata,
conforme recomendado pelo fabricante. No reteste para anti-HEV IgM, ambas as amostras
apresentaram resultados repetidamente reagentes. A amostra com resultado inicial
inconclusivo para anti-HEV IgG revelou-se ndo-reagente nesta segunda analise. Um teste
complementar do tipo imunoblot, foi utilizado para confirmacdo da suposta reatividade anti-
HEV IgM mas nenhuma das duas amostras apresentou resultado positivo para este marcador

sorologico.
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5.3 INVESTIGACAO VIROLOGICA

5.3.1 Deteccdo do virus da hepatite A

No presente estudo, aliquotas criopreservadas de todas as amostras de soro
(independente do resultado sorologico) foram submetidas a metodologia de RT-Nested PCR
(transcricdo reversa seguida de Nested PCR) para deteccdo do virus da hepatite A (HAV
RNA). A viremia foi evidenciada pela deteccdo do HAV RNA em 59,06% das amostras
(101/171). Destas, 67 (66,3%) foram também positivas para o marcador sorolégico anti-HAV
IgM. Excluidas as 29 amostras em que a RT-Nested PCR resultou inconclusiva, houve
coincidéncia dos resultados soroldgico e virolgico em 65,49% (93/142) dos casos, dos quais
72,04% (67/93) eram concomitantemente positivos e 27,95% (26/93) coincidentemente
negativos para ambos os marcadores.

Em comparacdo com o método sorologico (imunoensaio por quimioluminescéncia), a
técnica de RT-Nested PCR (regido alvo VP1/2A do HAV) apresentou maior taxa de
positividade (59,06% vs. 55,55%). O coeficiente de correlacdo Kappa demonstrou uma
concordancia de 0,261 entre os dois metodos (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparacao entre os resultados dos métodos RT-PCR e imunoensaio, para detec¢do dos marcadores
anti-HAV IgM e HAV RNA, na confirmacéo laboratorial da hepatite A aguda. LACEN — AP, 2014.

Anti-HAV IgM (imunoensaio)

Positivo Negativo Total
Positivo 67 (0,47) 34 (0,24) 101 (0,71)
HAV RNA (RT-PCR)
Negativo 15 (0,11) 26 (0,18) 41 (0,29)
Total 82 (0,58) 60 (0,42) 142 (100)

Kappa= 0,261
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A Tabela 3 mostra o perfil dos marcadores sorolégico e virolégico dos casos suspeitos
de hepatite viral aguda obtidos a partir da deteccdo dos marcadores anti-HAV IgM e HAV
RNA, pelos métodos de imunoensaio e de RT-PCR, respectivamente. Observa-se que, dentre
as 95 amostras reagentes para o anti-HAV IgM, 67 (70,5%) apresentaram positividade
concomitante para 0 HAV RNA. E importante destacar que 34 (44,7%) das 76 amostras
previamente identificadas como ndo-reagentes para 0 marcador soroldgico anti-HAV IgM
apresentaram positividade para o HAV RNA. Por outro lado, entre as 95 amostras que
tiveram resultado reagente para o anti-HAV IgM, 15 (15,8%) foram negativas para o0 HAV
RNA. Vinte e nove (29) amostras apresentaram resultado inconclusivo pelo método de RT-
Nested PCR, entre as quais 13 foram reagentes e 16 ndo-reagentes para o anti-HAV IgM, pelo

método de imunoensaio por eletroquimioluminescéncia.

Tabela 3 — Perfil dos marcadores anti-HAV IgM e HAV RNA para o virus da hepatite A em individuos
com suspeita de hepatite viral aguda. LACEN — AP, 2014.

Soroldgico (imunoensaio) Virologico (RT-PCR)

Anti-HAV IgM HAV RNA N %

Reagente Detectado 67 70,5
Reagente N&o detectado 15 15,8
Reagente Inc/Ind* 13 13,7
Anti-HAV IgM (+) 95 100
N&o reagente Detectado 34 447
Nao reagente N&o detectado 26 34,2
Nao reagente Inc/Ind* 16 21,1
Anti-HAV IgM (-) 76 100

*Inc/ind = resultado inconclusivo ou indeterminado.

Efetivamente, o diagnéstico de hepatite A aguda pode ser confirmado para 129
(75,44%) dos 171 casos suspeitos, a partir dos resultados obtidos utilizando os métodos
sorolégicos (imunoensaio) e de biologia molecular (RT-Nested PCR). Com base nos

resultados negativos obtidos concomitantemente por sorologia e RT-Nested PCR, o
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diagndstico de hepatite A aguda foi excluido em 15,2% (26/171) dos casos. No entanto, 16
amostras ndo-reagentes para o anti-HAV IgM apresentaram resultado inconclusivo pelo
método de RT-PCR.

Em comparacdo com o método sorologico (imunoensaio por quimioluminescéncia), a
técnica de RT-Nested PCR (regido alvo VP1/2A do HAV) apresentou maior taxa de
positividade (59,06% vs. 55,55%). A anélise entre os resultados obtidos desses métodos de
diagnostico utilizados na investigacdo dos casos de hepatites virais revelou que ndo houve
diferencas significativas entre as duas metodologias (p=0,5846).

Excluidas as 29 amostras em que a RT-Nested PCR resultou inconclusiva, houve
coincidéncia dos resultados soroldgico e virolégico em 65,49% (93/142) dos casos, dos quais
72,04% (67/93) eram concomitantemente positivos e 27,95% (26/93) coincidentemente
negativos para ambos os marcadores.

Na Tabela 4, observa-se que a maioria dos casos suspeitos A aguda eram procedentes
do municipio de Macapé (142/171), dos quais 117 (82,4%) tiveram confirmacéo laboratorial.
Os bairros Jardim Marco Zero, Muca, Congoés e Buritizal — localizados nas chamadas “areas
de ressaca” — registraram a ocorréncia de 67 casos suspeitos, dos quais 57 (85,1%) tiveram
confirmacdo laboratorial. Os fatores sexo e faixa etaria ndo demostraram significancia como
fatores de risco para a ocorréncia dos casos de hepatite, enquanto que a localizagdo quanto ao
bairro de residéncia apresentou significancia (nos bairros Araxa e Universidade p= < 0,05)
para a ocorréncia de casos reagentes. Chama atencdo a baixa frequéncia (18,8% a 33,3%) de
confirmacdo laboratorial entre nas amostras procedentes dos bairros Novo Horizonte e Beirol
(Macapad) e de lgarape-Banha e Travessa da Olaria (Mazagéo). Deste ultimo, todos os casos
suspeitos (dois adultos, duas criancas) apresentavam registro de residéncia em um mesmo
endereco e em apenas um dos casos (32 anos, sexo masculino) o diagnéstico foi confirmado
pela detec¢do do HAV RNA.



Tabela 4 — Distribuicdo dos casos confirmados de hepatite viral aguda de acordo com caracteristicas
sociodemograficas. LACEN — AP, 2014
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n Infec¢ao por HAV

n % OR (IC 95%) p
Sexo
Masculino 97 74 76,3 1,1 (0,5516-2,2398) 0,9074
Feminino 74 55 74,3
Idade (anos)
<10 72 56 77,8 X?=0,08
10-19 53 44 83,0 1,1 (0,2656-4,7893) p=0,8316
20-29 16 13 81,2 0,88 (0,2088-3,7626) p=0,8316
30-39 12 07 58,3 1,05(--) p=0,6665
40 - 49 07 04 57,1 0,95 (--) p=0,6665
50 - 59 04 01 25,0 0,1667 (- -) p=0,5186
> 60 06 04 66,7 6,0(--) p=0,5186
Bairro (Municipio)
(Macapa - AP)
Jardim Marco Zero* 20 19 95,0 nse
Muca* 21 17 81,0 ns
Araxa 13 13 100 p=<0.05
Universidade 13 13 100 p=<0.05
Congés* 13 12 92,3 ns
Buritizal* 13 09 69,2 ns
Santa Rita 10 09 90,0 ns
Cidade Nova 07 07 100 ns
Jardim | 04 03 75 ns
Pacoval 04 03 75,0 ns
Centro 04 02 50,0 ns
Beirol 03 01 33,3 ns
Novo Horizonte 07 02 28,6 ns
Outros? 10 07 70,0 ns
subtotal 142 117 82,4 p=0,0005
(Mazagao-AP)
Igarapé-Banha® 16 03 18,8 0,6923 (--) p=0,6750
Travessa da Olaria® 04 01 25,0 1,4444 (- -) p=0,6750
subtotal 20 04 20,0
(Santana-AP)
Vérios® 09 08 88,9
Total 171 129 75,4

“Bairros localizados em areas de ressaca; “Oito bairros (Macapéa-AP), um caso por bairro; °trés casos
confirmados e quatro inconclusivos por RT-PCR, porém apenas uma amostra apresentou sorologia
positiva; ‘um caso confirmado por RT-PCR, a amostra apresentou sorologia negativa; seis bairros
(Santana-AP); endo tiveram significincia realizada pelo método Meta-Analise (varias proporc¢des
combinadas).. Fonte: (AUTOR, 2015).
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5.3.2 Deteccéo do virus da hepatite E

Duas amostras, que apresentaram resultados repetidamente reagentes para o anti-HEV
IgM pelo método imunoenzimético foram submetidas a técnica de One step RT-PCR para
amplificagdo de sequéncias alvo das regides ORF-1 e ORF-2 do HEV. Nenhuma dessas
amostras apresentou viremia detectavel. No entanto, deve-se destacar que ambas tiveram
resultados sorologico e/ou viroldgico compativel com infeccdo recente pelo virus da hepatite
A (HAV).
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6 DISCUSSAO

Os virus das hepatites A (HAV) e E (HEV), de transmissdo primariamente fecal-oral,
tém sido responsaveis por surtos epidémicos e casos esporadicos de hepatite viral aguda em
diferentes regides do mundo, notadamente nas areas onde o saneamento basico € precario ou
inexistente. No Brasil, estudos tém demonstrado uma tendéncia a mudanca do padrdo de alta
para média endemicidade para o HAV como consequéncia do desenvolvimento econdémico e
da melhoria dos padrdes de higiene e saneamento. No entanto, as regides Norte e Nordeste
continuam exibindo um padrdo de alta endemicidade da hepatite A e as mais altas taxas de
incidéncia entre as macrorregides brasileiras (BRASIL, 2010a; FRANCO, 2012).

No presente estudo, uma investigacdo laboratorial baseada na pesquisa de marcadores
soroldgicos e viroldgicos do HAV e do HEV confirmou a alta incidéncia de casos de hepatite
A aguda e uma provavel baixa endemicidade para a hepatite E no Estado do Amapa. A
andlise incluiu casos suspeitos de hepatite viral aguda referenciados, por demanda espontéanea,
ao LACEN-AP para confirmagdo laboratorial.

De acordo com o procedimento vigente, adotado pelo LACEN-AP em consonancia
com o protocolo do Ministério da Salde para investigacdo das hepatites virais agudas, é
realizada inicialmente a pesquisa do marcador sorolégico anti-HAV IgM e, tendo sido
excluida a presenca de infeccdo aguda pelo HAV, a investigacdo prossegue com a pesquisa
dos marcadores de fase aguda HBsAg e anti-HBc IgM, da hepatite B, e do anti-HCV para a
hepatite C, caso haja possivel historia de exposicdo a este agente. No entanto, um ndmero
significativo de casos permanece com a etiologia desconhecida. No presente estudo, a
investigacdo laboratorial incluiu a pesquisa virolégica (HAV RNA e HEV RNA) e dos
marcadores soroldgicos anti-HEV IgM e 1gG.

Em  comparacgdo com o método  soroldégico  (imunoensaio  por
eletroquimioluminescéncia), a técnica de RT-Nested PCR parece apresentar maior taxa de
positividade para confirmacdo laboratorial de casos de hepatite A aguda (59,06 vs. 55,55%)
No entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa e a analise de concordancia
de Kappa demonstrou uma fraca correlacdo entre esses dois métodos (pKappa= 0,261).

Algumas amostras apresentaram resultado inconclusivo pelo método de RT-Nested
PCR. Esta limitacdo do método € em grande parte devido ao aparecimento de bandas
inespecificas, o que dificulta a interpretacdo dos resultados. O método empregado para
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amplificacdo de uma sequéncia alvo curta da regido VP1/2A, que é a regido de escolha para a
genotipagem do HAV (ROBERTSON et al., 1992), baseia-se no protocolo modificado por
PAULA e cols. (2002). E provavel que a ocorréncia de amplificacdo inespecifica seja
decorrente da utilizacdo de primers degenerados e das baixas temperaturas de anelamento.

Observou-se, ainda, que a frequéncia de deteccdo do HAV RNA foi mais alta entre as
amostras reagentes para o anti-HAV IgM (70,5%) do que entre as amostras ndo reagentes
para este marcador sorologico (44,7%). Por outro lado em 15,8% das amostras negativas para
0 HAV RNA foi observado resultado reagente para o anti-HAV IgM. No presente estudo,
utilizou-se o sistema Cobas® E411 (Roche, EUA) para a detec¢do de anticorpos de classe
IgM especificos para 0 HAV, por eletroquimioluminescéncia. Dentre os métodos soroldgicos
atualmente disponiveis para o diagnostico laboratorial de rotina, o imunoensaio por
eletroquimioluminescéncia é a tecnologia utilizada na execucdo dos imunoensaios que
proporciona a mais elevada sensibilidade analitica para o diagnostico precoce de infecgdes
que apresentam periodos de incubacédo curtos. Por outro lado, apresentam menor especifidade
(98,8%), o0 que poderia levar a resultados falso-positivos (ROCHE, 2005). Deve-se destacar,
ainda, que 44,7% das amostras previamente identificadas como ndo-reagentes para 0
marcador soroldgico anti-HAV IgM apresentaram positividade para 0 HAV RNA.

A interpretacdo de tais resultados, a principio discrepantes, exige uma analise
criteriosa dos dados clinicos que, no presente estudo foi dificultada pela falta de dados
referentes a data de inicio dos sintomas. E provavel que o perfil anti-HAV IgM Reagente com
HAV RNA nédo detectavel corresponda ao periodo de janela imunoldgica da infeccdo. No
entanto, deve-se levar em consideracdo que a amostragem pode ter selecionado ndo apenas
casos suspeitos sintomaticos, mas também contactantes assintomaticos, em que a colheita da
amostra para diagnostico laboratorial tenha ocorrido ainda no periodo de incubagdo. Os
resultados obtidos neste estudo permitem verificar que a combinacdo desses dois marcadores
levou a um incremento do nimero de casos confirmados laboratorialmente, de 95 (55%) para
129 (75,4%).

Entre os casos confirmados de hepatite A aguda, observou-se a predominancia de
individuos menores de 20 anos de idade (100/129), dos quais 43,4% estavam na faixa etaria
de 1 a9 anos e 34,1% entre 10 e 19 anos. A elevada prevaléncia de hepatite A, nos primeiros
10 anos de vida (quando a infeccdo é em geral assintomatica) é uma caracteristica das
populacbes de baixo nivel socioeconémico e condigdes higiénico-sanitérias precéarias. Na
populacéo estudada, a alta incidéncia de casos de hepatite A aguda em criancas e adolescentes

¢ preocupante, considerando-se a possibilidade, mesmo que rara, de evolucdo para a
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insuficiéncia hepética aguda (hepatite fulminante) como demonstrado em estudo realizado na
Argentina por ASSIS et al (2002) que evidenciou o virus da hepatite A como 0 agente
etioldgico em 64% dos casos de hepatite aguda, em criancas, que evoluiram para insuficiéncia
hepatica fulminante, na qual o Unico tratamento disponivel € o transplante de figado.

As doencas de veiculagdo hidrica emergiram como um dos principais problemas de
Saude Publica nos altimos 25 anos (FRANCO, 2007). Os servicos de &gua tratada e de esgoto
sdo de grande importancia a saude e bem-estar da populacdo, sendo os servigos de
saneamento basico, considerados essenciais a vida e com fortes impactos sobre o meio
ambiente (IPEA, 2005). Segundo o IBGE (2002), na cidade de Macapa, 42.635 domicilios
tem acesso a agua de abastecimento publico distribuida pela Companhia de Agua e Esgoto do
Estado do Amapa (CAESA) enguanto que em 33.533 domicilios a forma de abastecimento é
feita por po¢os ou nascentes. Assim, aproximadamente 44% dos domicilios ndo tem acesso a
agua tratada, tendo assim que fazer uso de fontes alternativas de dgua para consumo humano.
(LIMA, 2013).

No que se refere ao risco de exposicdo ambiental a agentes patogénicos de veiculacédo
hidrica na populacdo estudada, a maioria dos casos de hepatite A aguda ocorreram em bairros
um pouco afastados do centro comercial da cidade (com sistema de abastecimento de &gua
precario e desprovidos de sistema de esgoto) ou localizados em areas alagadas que sofrem
influéncia da maré, conhecidas como areas de ressaca, como é o caso dos bairros Jardim
Marco Zero, Muca, Congos e Buritizal.

As fontes de contaminacdo antropogénica em 4aguas subterraneas sdo em geral
diretamente associadas a despejos domésticos, industriais e ao chorume oriundo de aterros de
lixo que contaminam os lencdis freaticos com microrganismos patogénicos (LIMA, 2013).
Situadas nas regides urbanas e peri-urbanas de Santana-AP, assim como em Macapa as areas
de ressaca estdo sendo impactadas pela ocupacdo humana desordenada, com a construcdo de
moradias, aterramento, queimadas, despejo de residuos solidos e dejetos. E, portanto,
previsivel que o impacto na qualidade da &gua nessas areas favoreca a disseminacdo de
agentes patogénicos de transmissdo entérica (LIMA, 2013), dentre eles provavelmente o virus
da hepatite A.

Nesse tipo de cenario epidemioldgico, a circulagdo simultdnea de outros virus de
transmissdo entérica, dentre os quais se inclui o virus da hepatite E (HEV), ndo seria
meramente especulativa. No entanto, nenhum caso recente de infeccdo (ou coinfeccdo) aguda
por HEV foi identificado na presente investigacdo. Nem tampouco se verificou evidéncias da

circulacdo deste virus (presenca de anticorpos anti-HAV IgG) nesta amostragem. De 72
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amostras testadas, nenhuma apresentou resultado positivo para o anti-HEV 1gG, marcador
soroldgico sugestivo de infeccdo passada ou de exposicdo prévia ao HEV. Mesmo
reconhecendo que o tamanho da amostra ndo permita estimar a prevaléncia deste marcador na
populacdo, presume-se que o HEV ndo esteja circulando nesta localidade, visto que as
condicBes favoraveis a transmissao de virus entéricos estdo presentes como evidenciado pela
alta endemicidade do virus da hepatite A no Estado do Amapa.

Os resultados dessa investigacdo estdo em concordancia com o de outros estudos
soroepidemioldgicos de populacBes urbanas e rurais das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
do Brasil, os quais verificaram baixas taxas de prevaléncia (4%; 2,3%; 2,4%) para o HEV, por
exemplo, individuos expostos a suinos (SILVA et al., 2012), doadores de sangue
(BORTOLIERO et al., 2006) e comunidades carentes do Rio de Janeiro (SANTOS DC et al.,
2002). Recentemente, baixas prevaléncias de anti-HEV (<1% a 4%) foram também
observadas em duas comunidades ribeirinhas da Amazénia (comunicacdo pessoal, dados nao
publicados).

Contudo, é importante salientar que o0 HEV pode exibir padrdes de endemicidade
heterogéneos em areas e populacdes especificas, como por exemplo, em comunidades de
assentamento agricola, como observado nesse mesmo estudo que vem sendo conduzido por
pesquisadores do Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia, IOC/Fiocruz e
por VITRAL e cols (2012), onde valores de prevaléncia mais altos (12% -14%) foram
detectados em areas rurais no Acre e em Rondénia.

Com base nesses estudos, em que os dados de soroprevaléncia apontam para um perfil
de baixa endemicidade para a hepatite E, tanto na Amazonia como em outras regides do
Brasil, alguns autores tem relatado resultados conflitantes que sinalizam a existéncia de
fatores de risco de exposicdo heterogéneos e ainda ndo esclarecidos. Portanto, os resultados
da investigacdo de marcadores sorologicos e viroldgicos do HEV obtidos nesta primeira
avaliacdo ndo devem ser interpretados de forma a reduzir a relevancia da vigilancia
epidemioldgica deste agravo. Estudos posteriores incluindo um numero representativo de
amostras sao necessarios.

A proposta de inclusdo dos marcadores sorolégicos anti-HEV IgM e anti-HEV IgG ao
algoritmo para diagnostico diferencial das hepatites virais de transmissao entérica, conforme
apresentado no APENDICE 2, poderia contribuir para a elucidacio de casos inconclusivos ou
ndo investigados, no Estado do Amapa. Com a adicdo desse novo algoritmo, um novo
procedimento de coleta e armazenamento de amostra também deverd ser implementado

(APENDICE 1) com orientagdes para o fracionamento das amostras em duas aliquotas: uma
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destinada ao Laboratdrio de Virologia, para a pesquisa dos marcadores soroldgicos e uma
segunda aliquota, que deverd ser armazenada para a pesquisa de marcadores viroldgicos,

seguindo os requisitos preconizados pelo Manual de IATA.
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7 CONCLUSOES

1) Uma alta incidéncia de casos de hepatite A aguda tiveram confirmacdo laboratorial

com a deteccdo de marcadores soroldgicos (anti-HAV IgM) e virologicos (HAV RNA);

2) A maioria dos casos de hepatite A aguda ocorreu em areas de ressaca da periferia de

Macap4, desprovidas de saneamento basico;

3) A técnica de RT-Nested PCR apresentou maior sensibilidade que o método soroldgico

na confirmacdo laboratorial de casos de hepatite A aguda;

4) O HAV RNA foi detectado com maior frequéncia em concomitancia com o anti-HAV
IgM do que na auséncia deste marcador soroldgico;

5) A combinacdo dos marcadores soroldgico (anti-HAV IgM) e virologico (HAV RNA)

resultou no aumento do numero de casos de hepatite A confirmados laboratorialmente;

6) Os marcadores sorolégicos (anti-HEV 1gG e IgM) e viroldgico (HEV RNA) do virus

da hepatite E ndo foram detectados na populagédo deste estudo.
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APENDICE 1

POP 3.04.02.84
ACEN-AP Revisdo 0

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
Folha 63 /69

COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS, SEPARACAO, RECEBIMENTO E

Titulo: ARMAZENAMENTO PARA CASOS SUSPEITOS DE HEPATITE AGUDA
VIRAL
Revisdo: 0 Data: 01/10/2015 Motivo: Elaboragéo de procedimento

Mérlisson Octévio da S. Régo
Farmacéutico-Bioquimico

Julia Marques

Elaborado por: Farmacéutica-Bioquimica

Aprovado por:

Executante da atividade: Técnicos de Laboratério
Hora/frequéncia de execucao: A cada cliente.
Prazo de execucéo: De acordo com 0 ensaio.

Local de execucao: Sala de colheita ou setor de triagem do Laboratério Central de Saude
Gao: Piblica (LACEN-AP).

Resultado esperado: Amostra obtida com alto grau de confiabilidade
Materiais necessarios: Materiais usados na colheita de sangue

Alcool a 70%.

Algodao em bolas.

Agulhas (estéril): vacutainer e descartavel.
Adaptador

Bracadeira

Bandagem anti-séptica

Coletor de material perfurocortante
Coletor de descarte de agulhas
Coletor de lixo infectante

Coletor de lixo comum

Cadeira de coleta

Estante para tubos de Hemdlise
Gazes

Maca

Scalp

Seringa (s) descartavel (is) diversas
Torniquete de trava (Garrote)

Tubo de coleta a vacuo

Materiais de expediente na coleta
e Etiqueta — Identificagéo

e Ficha cadastrada e Identificada
e Lapis demografico

e Pincel de Retro projetor

Outros materiais
e Caixa térmica para transporte
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Jalecos limpos, luvas descartaveis, gorro, mascara, 6culos de protegdo
ou protetor facial.

CondigBes Ambientais : Temperatura Ambiente entre 22°C — 26° C

Cuidados especiais: Todos os servidores que estiverem escalados para a coleta de amostras

de sangue devem utilizar todos os EPI’s.

Documentos complementares: POP de Cadastro do Paciente, coleta de Amostras Biolégicas, e

Recebimento de Amostra Bioldgica de Coleta Interna e Externa.

Procedimento para colheita de sangue por punc¢do venosa

Se o paciente estiver em condigBes de mobilidades normais senta-lo confortavelmente em
cadeira com descanso para o brago, deixando-o acessivel para a coleta. Caso ndo esteja,
coletar com o paciente deitado ou em cadeira de rodas quando necessario;

Antes de iniciar a coleta, lavar as méos colocar luvas, se a coleta for a vacuo rosquear a
agulha no suporte;

Colocar o torniquete (garrote), para que as veias fiquem mais calibrosas;
Fazer a assepsia do local com algodao embebido em éalcool 70 %;
Em seguida, puncionar a veia e coletar o sangue;

A pressdo do torniquete ndo deve ser mantida mais que 60 segundos, porque produz
aumentos na concentracdo de células sanguineas;

Se a coleta for com seringa, colocar o sangue, cuidadosamente nos tubos proéprios, deixando
escorrer suavemente pela parede interna do tubo, desprezar a agulha no recipiente proprio
para perfuro cortantes;

No caso de amostras enviadas ao Lacen-AP provenientes das unidades de saulde,
encaminha-las ao setor de Recebimento de amostras onde serdo devidamente cadastrada e
logo em seguida enviadas ao Servico de Triagem.

Colheita da amostra, separacéo ou fracionamento e encaminhamento ao Servi¢o de Virologia

Colher 10 mL de sangue total sem anticoagulante;
Encaminhar os tubos para o Servi¢o de Triagem;

Aguardar alguns minutos para que ocorra a coagulagcao do sangue e a retracdo do coagulo,
evitando a formacao de fibrina e hemolise da amostra. No caso de amostras ja coletadas,
observar se estdo devidamente separadas e ndo apresentando hemdlise;

Centrifugar o tubo com sangue entre 2.500 e 3.000 rpm por 10 minutos para obtencédo do
soro (sobrenadante);

Dividir o soro em duas aliquotas de aproximadamente 1 mL uma para testes soroldgicos e
outra para testes de biologia molecular. Usar microtubos de polipropileno resistentes a baixas
temperaturas e livres de RNAse;

N N

Manter as aliquotas de soro a -20° C (testes sorologicos) e a -70° C (testes de biologia
molecular).
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APENDICE 2
POP 3.04.02.85
AGEN-AP PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revisao 0
Folha 65 /69
Titulo: FLUXOGRAMA PARA DIAGNOSTICO DE CASO SUSPEITO DE HEPATITE
' AGUDA VIRAL
Revisédo: 0 Data: 01/10/2015 Motivo: Elaboracéo de procedimento

Elaborado por:

Mérlisson Octéavio da S. Régo
Farmacéutico-Bioquimico

Julia Marques

Aprovado por: Farmacéutica-Bioguimica

Referéncias:

Executante da atividade

Hora/freqiiéncia de execucao:

Prazo de execucao:
Local de execucgéo:

Resultado esperado:

1-Definicéo:

Manual de Hepatites Virais, 2010.

Farmacéuticos e Biomédicos responsaveis pelo servigo de diagnéstico
das Hepatites virais.

A cada cliente.
De acordo com cada ensaio.
Servico de Virologia do Laboratério Central de Saude Publica.

Diagnéstico realizado em tempo habil.

A hepatite aguda viral é, em geral, causada por virus hepatotrépicos (os virus das hepatites

A, B, C, D e E), embora outros virus tais como citomegalovirus, Epstein Barr, herpes, febre amarela e

dengue possam também causar infec¢do sistémica e acometer o figado. Os virus da hepatite A

(HAV) e da hepatite E (HEV) sdo transmitidos por via fecal-oral e causam, ambos, infecgdo aguda

autolimitada com manifestagdes clinicas que variam desde casos subclinicos a insuficiéncia hepatica

aguda (hepatite fulminante). O virus da hepatite B pode ser transmitido pelas vias parenteral

(exposicé@o a sangue ou outros fluidos corporais infecciosos), sexual, vertical (perinatal) ou horizontal,

enquanto os virus C e D (Delta) séo transmitidos principalmente pela via parenteral. Os virus B, C e D

podem causar hepatite crénica com progressao para a cirrose e/ou ao carcinoma hepatico.

2-Requisitos:

e As amostras biolégicas ou pacientes encaminhados ao LACEN por intermédio da Vigilancia

Epidemiolégica do Estado ao Lacen-AP devem estar acompanhados de pedido médico com

solicitagdo de diagnostico e ficha de investigacao epidemioldgica devidamente preenchida;
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e Considera-se caso suspeito de hepatite viral aguda o paciente que desenvolveu ictericia de
modo subito (recentemente) apresentando ou ndo outros sinais e sintomas, tais como febre,

mal-estar, nauseas, vémitos, mialgia, coldria e hipocolia fecal.

LUXOGRAMA PARA HEPATITE AGUDA VIRAL

Sinais e sintomas compativeis
. . com Hepatite aguda:

Caso Suspeito de Hepatite Aguda Niveis séricos de ALT / AST >
3x 0 valor normal (ou o limite
superior de normalidade)

Cadastro e Recebimento Solicitagdo médica e

Solicitacdo para esclarecimento de etiologia ficha de investigagéo
epidemiolégica

Laboratorio de Virologia

Anti HAV IgM (- )

Anti HAV IgM (+)

. Sorologia
Sorologia HBV

Hepatite A Anti HAV IgM
(investigacao HEV
laboratorial

encerrada)

HEV IgM (-)
HEV 1gG (-)

Liberacgéo do Resultado
GAL

Outras etiologias Hepatite E
infecciosas ou n&o IgM e IgG

infecciosas

HEV IgM (-) HEV IgM (+)
HEV IgG (+) HEV 19G (-)

Hepatite E

Encaminhar para Centro de
Referéncia Nacional




