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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Avaliagao do desempenho de testes rapidos na detecgao de marcadores do virus da hepatite B
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Helena Medina Cruz

O uso de testes rapidos (TR) para deteccdo de marcadores de infeccao pelo virus da
hepatite B (HBV) pode ser uma ferramenta para aumentar o acesso ao diagndstico em
areas de dificil acesso. O objetivo deste estudo foi avaliar 0 desempenho de TRs na
deteccao de marcadores do HBV para fins de diagnéstico e estudos epidemiolégicos.
Um painel de referéncia com amostras de soro de pacientes com infecgao pelo HBV e
individuos saudaveis foi confeccionado para avaliacdo dos testes rapidos na deteccao
do HBsAg. Apds, amostras de soro, sangue total e saliva foram obtidas de individuos de
trés grupos: i) alta endemicidade, ii) Baixa prevaléncia, e iii) alta vulnerabilidade para
aquisicao do HBV, e foram empregadas para avaliacao dos TRs de deteccdo de HBsAg,
anti-HBs e anti-HBe. Cinco TR foram avaliados: Vikia HBsAg (Biomérieux, Franga),
HBsAg teste rapldo (Doles, Brasil), e do fabrlcante Wama (Brasil), os testes Imuno-
Rapido HBsAg Imuno-rapido anti- HBsAg e Imuno-rapido anti- HBeAg Amostras de
soro foram avalladas em todos os TR, saliva foi avallada nos TR para a detecgéo do
HBsAg e sangue total somente no TR Vikia HBsAg Os resultados dos TR foram
comparados com os obtidos em testes imunoenzimaticos comerciais (EIE) para
deteccdo de HBsAg e anti-HBs e teste de eletroquimioluminescencia (ECLIA) para
deteccao de anti-HBe. Os TR para deteccdo de HBsAg tiveram sua repetitividade e
reprodutibilidade em amostras de soro e saliva avaliadas, aSS|m como a determinagéo
de reacdo cruzada a outras infecgdes. O Vikia HBsAg® apresentou melhor
concordancia, utilizando amostras de soro no painel de referencia (98,68%) e no total
dos grupos de diferentes perfis (96,08%), sendo melhor no grupo i (95,81%). Os
diferentes TR para deteccdo do HBsAg utilizando amostras de soro apresentaram
concordancia acima de 93% no painel de referéncia e 87% nos grupos de diferentes
perfis. Nos dois cenarios, houve aumento da sensibilidade dos TRs para deteccdo do
HBsAg de acordo com a presenca do HBV DNA. O TR Vikia HBsAg apresentou
concordancia em amostras de sangue total de 72,72%, exceto no grupo ii, onde nao foi
possivel detectar amostras HBsAg verdadeiro positivas. Os TR para HBsAg
apresentaram baixos valores de concordancia em amostras de saliva (45,65%),
somente o Imuno-rapido HBsAg conseguiu detectar um maior nimero de amostras
verdadeiro positivos (n=34). Os TR para deteccdo de anti-HBs e anti-HBe apresentaram
concordancias iguais a 54,73% e 56,89%, respectivamente. O Imuno-rapido anti-HBs®
apresentou melhores valores de sensibilidade em amostras com altos titulos de anti-HBs
e naquelas obtidas de individuos com anti-HBc e anti-HBs reagente. Os TR para HBsAg
apresentaram excelente repetitividade e reprodutibilidade (concordancia igual a 100%)
em amostras de soro e saliva. Nao foram observados resultados HBsAg falso positivo
ou negativo em amostras reativas para Dengue, porém resultados discordantes foram
observados em todos os TRs avaliados em amostras com sorologia reativa para HCV,
HIV e Treponema pallidum. Conclui-se que, TR para deteccdo do HBsAg podem ser
empregados no diagnéstico da infeccdo em amostras de soro, enquanto os TR para
deteccao de anti-HBe e anti-HBs apresentam baixo desempenho para uso diagndstico.
Palavras-chave: Teste rapido, HBsAg, anti-HBs, anti-Hbe
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Evaluation of the performance of rapid tests for detection of hepatitis B virus markers
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINA

Helena Medina Cruz

The use of rapid tests (RT) for the detection of hepatitis B virus (HBV) markers can
be a tool for increasing access to diagnosis in hard to reach areas. The objective of
this study was to evaluate the performance of RTs for detection of HBV markers for
purposes of diagnostic and epidemiological studies. A reference panel with serum
samples from HBV patients with HBV infection and healthy individuals was made for
evaluation of rapid tests for HBsAg detection. Then, serum, whole blood and saliva
samples were obtained from subjects of three groups: i) high endemicity, ii) low
endemicity, and iii) high vulnerability for acquisition of HBV infection and were
employed for evaluation of TRs for HBsAg, anti- HBs , anti- HBe detection. F|ve RTs
were evaluated: Vikia HBsAg® (Biomérieux, France), HBsAg teste rapldo (Doles,
Brazil), and to manufactory Wama (Brazil) the testes Imuno-rapido HBsAg®, Imuno-
rapido anti-HBsAg®, and Imuno-rapido anti-HBeAg®. Serum samples were evaluated
in all rapid tests, sallva samples were evaluated in all RTs for HBsAg detection and
whole blood was used only along to RT Vikia HBsAg®. The results of RT were
compared with the commercial enzyme immunoassays (EIA) for HBsAg and anti-HBs
detection and electrochemiluminescence assay for detection of anti-HBe. The RT for
detection of HBsAg had the repeatability and reproducibility in serum and saliva
evaluated, as well as the determination of cross-reactivity to other infections. The
Vikia HBsAg® (Biomérieux) showed the best concordance using serum samples in
the reference panel (98.68%) and in total of groups with different profiles of
endemicity (96.08%), whereas was better in group i (95.81%). RT for HBsAg
detection using serum samples showed concordance above: 93% in the reference
panel and 87% in the groups with different profiles. In both scenarios, there was
increased sensitivity of RT for HBsAgQ detection according to the presence of HBV
DNA. The RT Vikia HBsAg® showed good agreement in whole blood samples
(72.72%), except in group ii , where it was not possible to detect HBsAg true positive
samples. RT for HBsAg showed low Ievels of agreement in saliva samples (45.65%),
where only the Imuno-rapido HBsAg® was able to detect a larger number of true
positive samples (34). RT for detection of anti-HBs and anti-HBe showed
concordance of 54.73% and 56.89%, respectively. The Imuno-rapido anti-HBs®
showed better sensibility results in samples with high titers of anti-HBs and those
obtained from individuals with reactive anti-HBc and anti-HBs. RT for HBsAg showed
excellent repeatability and reproducibility (concordance equal to 100%) in serum and
saliva. No HBsAg positive or false negative results were observed in samples
reactive for Dengue virus, but discordant results were observed in all RT evaluated in
samples with reactive serology for HCV, HIV and Treponema pallidum. In conclusion,
the rapid tests for HBsAg detection can be employed for the diagnosis of infection in
serum, while RT for detection of anti-HBe and anti-HBs exhibit poor performance for
diagnostic use.
Key words: Rapid test, HBsAg, anti-HBs, anti-Hbe
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1.INTRODUCAO

A hepatite viral € uma inflamagao no figado que pode ser causada por cinco
agentes etioldgicos virais: virus da hepatite A (HAV), virus da hepatite B (HBV), virus
da hepatite C (HCV), virus da hepatite D (HDV) e virus da hepatite E (HEV)
(Ministério da Saude 2002).

O HBYV pertence a familia Hepadnaviridae, que dois géneros, o Avihepadnavirus,
que tem como hospedeiros as aves, e o género Orthohepadnavirus, que tem como
hospedeiros os mamiferos, onde esté incluido o HBV humano (Ganem & Schneider RJ.
2001).

1.1. Breve Historico

A existéncia de uma forma de hepatite provavelmente transmitida por via
parenteral foi documentada cientificamente pela primeira vez em 1895 (Hollinger
1994; Reuben 2002; Alter 2003; Freitas 2009; Fonseca 2010) em trabalhadores na
Alemanha que receberam vacina contra a variola (via parenteral), preparada a partir
de linfa humana, e desenvolveram quadro de ictericia ap6s dois a oito meses da
aplicagao (Hollinger 1994; Schimid 1994; Reuben 2002; Fonseca 2010).

Em 1937, Findlay & MacCallum descreveram casos de ictericia ocorridos dois
a sete meses apds a inoculagcdo em voluntarios de vacina contra febre amarela,
preparada com adicdo de soro humano para fins de estabilizacdo do produto
(Hollinger 1994). Estudos posteriores estabeleceram que a epidemia havia sido
ocasionada pelo HBV (Seeff et al.1987; Miguel 2005; Fonseca 2010).

Em 1963, Blumberg e colaboradores identificaram no soro pertencente a um
aborigine australiano a presenca de um antigeno que reagia como o soro de dois
doentes hemofilicos politransfundidos. Este antigeno recebeu o nome de antigeno
Austrdlia (AgAu) e, mais tarde, passou a ser chamado de antigeno de superficie do
HBV (HBsAg) (Blumberg et al.1965; Alter 2003).

Independentemente dos achados de Blumberg, Prince em 1968, isolou outro
antigeno no sangue durante o periodo de incubagdo de uma hepatite pds-
transfusional. O referido antigeno foi denominado de antigeno SH, relativo a hepatite



sérica (Prince 1968). Posteriormente, comprovou-se que o antigeno SH de Prince
era o mesmo antigeno Austrélia de Blumberg.

Em 1970, Dane e colaboradores identificaram, por microscopia eletrdnica, em
soros positivos para o antigeno Australia, a particula viral completa do HBV e, em
1972, foi descrito um novo antigeno distinto do HBsAg, sendo denominado de
antigeno “e” do HBV (HBeAg), como também seu anticorpo correspondente (anti-
HBe) (Magnius & Espmark 1972; Fonseca 2010).

A vacina comecou a ser desenvolvida em 1971, mas somente em 1981 foi
registrada a primeira vacina derivada do plasma de portadores do HBsAg.
Finalmente, em 1986, a vacina derivada de plasma foi substituida pela vacina contra
o HBV produzida por engenharia genética, até hoje utilizada (Blumberg 2006).

1.1 Estrutura viral

O HBV é um virus envelopado que mede aproximadamente 42 nm de
didmetro. Apresenta capsideo icosaédrico eletrodenso interno de aproximadamente
27 nm, que abriga uma molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) parcialmente
dupla fita com 3200 pb (Takahashi et al. 1976). A estrutura completa ou infecciosa
(particula de Dane) é composta, de envelope ou camada externa e nucleocapsideo
ou camada interna compondo o virion (Figura 1.1).

Apresenta ainda a caracteristica de produzir em excesso particulas nao
infecciosas ou incompletas, de formato esférico ou tubular com cerca de 22nm de
didmetro e de comprimento variavel, constituidas por envelope viral e destituidas de
nucleocapsideo e DNA (Carneiro 1997, DCD 2012). Essas particulas sao
imunogénicas e por ndo serem infecciosas ajudam nas estratégias de escape do
virus a resposta do sistema imunolégico do hospedeiro (Figura 1.2).

O envelope do HBV é formado por proteinas, lipideos, carboidratos e pelo
HBsAgQ, enquanto que o capsideo, presente apenas na particula completa, é
composto pelo antigeno central do HBV (HBcAg) e o HBeAg (Yoshida et al., 2005).

O HBV é extremamente resistente, sendo capaz de resistir a temperaturas e
umidades extremas, podendo sobreviver quando armazenado por 15 anos a
temperatura de -20°C, por 24 meses a temperatura de -80°C, por seis meses a

temperatura ambiente e por sete dias a temperatura de 44°C (Pyrsopoulos 2011).



Proteina S do antigeno de superficie
Proteina M do antigeno de superficie (S+pré-52)

Proteina L do antigeno de superficie
(S+pré-52 + pré-51)

DNA

DMNA Polimerase (P)

Figura 1.1: Estrutura do virus da hepatite B.
(Fonte: Adaptado de James A. Perkins, Medical and Scientific illustrations®
2002. Disponivel em: http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html).
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Figura 1.2: Particulas completas e incompletas do HBV
(Fonte: Adaptado de Gerlich et al 2010)



1.2 Estrutura Genomica

O genoma do HBV é um dos menores genomas de virus que infectam o
homem. Este genoma possui 3200 pb e apresenta quatro fases abertas de leitura
(Open Reading Frame- ORFs) sobrepostas, que correspondem as regides S, C, P e
X (Ganem & Vermus 1987) (Figura 1.3). A fita maior € complementar ao RNA
mensageiro e por convengdo, € denominada de negativa. A fita menor €
denominada de positiva e apresenta a por¢ao terminal 3’ de tamanho variavel, ou
seja, o comprimento da fita positiva € variado, correspondendo de 50-90% do
comprimento da fita complementar. Proximo das extremidades de ambas as fitas
observa-se uma pequena sequéncia de 11 nucleotideos que sao diretamente
repetidas (Direct Repeats - DR) designadas de DR1 e DR2. Tais sequéncias sao
importantes na iniciacdo da replicacdo do HBV (Tiollais et al. 1985; Seeger et al.
1986; Ganem & Varmus 1987; Locarnini 2004; Locarnini & Omata 2006; de Matos
2007).

O gene S é a regidao do genoma responsavel pela sintese das proteinas
presentes no envelope externo (Sherlock 1990; Yoshida et al. 2005; Pyrsopoulos
2011). Nessa regiao estdo incluidas as regides pré-S1, pré-S2 e S que apresentam
trés cddons de iniciacdo na mesma fase de leitura e, todos apresentam o mesmo
cbédon de parada (Yoshida et al. 2005). Essas regides dao origem a trés proteinas, a
principal proteina e mais abundante é a proteina S (small), que € uma proteina
pequena, esta na superficie do virus e € sintetizada a partir do codon de iniciagdo
localizado no inicio da regido S (Liberto & Oliveira 2002; Yoshida et al. 2005; Seeger
& Zoulim 2007). A proteina L (large) é sintetizada nas regides pré-S1, pré-S2 e S, é
a maior das proteinas e a menos abundante (Liberto & Oliveira 2002; Seeger &
Zoulim 2007), parece ter papel importante na ligacao do virus a receptores da célula
hospedeira e também na montagem e liberacao do virion a partir da célula infectada
(Bruss & Ganem 1991; Yoshida et al. 2005). As regides pré-S2 e S dao origem a
proteina M (middle) que & de tamanho intermedidrio e de fun¢cdo desconhecida
(Yoshida et al. 2005).

O gene C apresenta dois coédons de iniciagdo, na mesma fase de leitura
aberta, que sintetizam duas proteinas com especificidades antigénicas distintas: o
HBcAg e o HBeAg. O HBcAg ira formar o capsideo e ndo é detectado no soro,
apenas nos hepatécitos de pacientes com hepatite aguda ou crénica, e o HBeAg,

que é um antigeno soluvel ndo estrutural e sua presenca estda associada a
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infecciosidade por ser produzida durante um estagio de replicagdo viral intenso
(Yoshida et al. 2005; de Matos 2007; Pyrsopoulos 2011).

O gene P é o maior gene do HBV, sobrepondo-se a todos 0s outros genes e
englobando cerca de % do genoma do HBV. Codifica uma enzima com atividade de
DNA polimerase, transcriptase reversa e ribonuclease (RNAse) e esta envolvido na
sintese de DNA (Yoshida et al. 2005; de Matos 2007).

O Gene X codifica a proteina HBx e embora sua fungdo ainda nao esteja
claramente definida, sabe-se que HBx € uma proteina reguladora que pode ativar a
transcricao de alguns genes virais e celulares (Feitelson & Duan 1997; Seeger &
Mason 2000). Apds a infec¢do pelo HBV, os hepatécitos expressam HBxAg e na
infecgdo crénica, o acumulo continuo de HBxAg leva a proliferagédo e acumulo de
mutagdes em sitios de controle de regeneracao e reparo de DNA celular (Liberto &
Oliveira 2002). Além disso, alguns estudos relataram a associagdo entre a
expressao do gene X e o aparecimento de cancer hepatico (Rapicetta et al. 2002;
Robertson & Margolis 2002; Cougot et al. 2005; de Matos 2007; Pyrsopoulos 2011)

PreS2
PreC

Figura 1.3: Representacdo esquematica do genoma do virus da hepatite B.
(Fonte: de Araujo, 2011).

O antigeno de superficie do HBV apresenta alta heterogeneidade. O envelope
glicoproteico do HBV contém um epitopo grupo-especifico, presente em todos os
subtipos, denominado de determinante comum “a”, que também apresenta
subdeterminantes antigénicos exclusivos (d/y e w/r), além de subtipos, conhecidos
como: adw2, adw4, ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, adrg+, adrg- e ayr (Figura 1.4).
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A identificacdo dos subtipos pode ser util na compreensao epidemiologica da
infecg@o pelo HBV e, em alguns casos, ajudar a estabelecer rotas e mecanismos de
transmissao (Kidd-Ljunggren et al. 2002; de Matos 2007; Pyrsopoulos 2011).

adw2
w adwd

—1 d
adrq+
r adrq-

a |

aywil
ayw2
w ayw3
aywd

— Y
r ayr

Figura 1.4: Determinante, subdeterminantes e subtipos sorolégicos do HBV
(Fonte: de Matos 2007).

Os gendtipos séo definidos pela divergéncia nucleotidica no genoma do HBV
em mais de 8% e o termo subgendtipo é usado quando ha divergéncia nucleotidica
de 4 a 8% dentro de um mesmo grupamento genotipico. Foram descritos oito
gendtipos que sdo denominados em ordem alfabética (A-H), sendo que dois novos
genodtipos vém sendo propostos (I e J) (Lin, 2011). Os subgenétipos sdo descritos
pela nomenclatura de numeros (1, 2, 3, 4 € 5).

A prevaléncia dos genotipos varia de acordo com a regiao. A distribuicao dos
principais genotipos e subgenotipos, observada no mundo pode ser vista no quadro
1.1 e dos principais gendtipos que circulam no Brasil pode ser vista na figura 1.5.

O gendtipo C, quando comparado com o B, parece estar mais associado com
uma maior progressdo da doenca e com uma resposta menos favoravel ao
tratamento com agentes antivirais (Lopes & Schinoni 2011Pyrsopoulos 2011;). O
gendtipo B € associado com altas taxas de soroconversao do HBeAg para anti-HBe
quando comparadas com o genotipo C (Fonseca 2010; Lopes & Schinoni 2011).

Reinfeccao e infecgdo simultanea com diferentes genétipos do HBV tém sido
descritas (Kramvis et al. 2005; Schaefer 2005). Além disso, os genétipos podem
influenciar a progressao da doenca hepatica, bem como a resposta a terapia antiviral
em pacientes com hepatite B (Miyakawa & Mizokami 2003; Echavarria et al. 2005;
Gulnther 2006; de Matos 2007).



Quadro 1.1 Distribuicdo geografica dos genoétipos e subgenétipos do virus da hepatite B
(Adaptado de Lin & Kao 2011).

Genotipo / Localizacao geografica
Subgenétipo
A
A1 Africa Subsaariana, Brasil
A2 Norte da Europa, Brasil
A3 Africa ocidental, Brasil
B
B1 Japao
B2-5 Leste da Asia, Taiwan, China, Indonésia, Vietna,
Filipinas
B6 Alasca, Norte do Canada, Groenlandia
C
C1-3 Taiwan, China, Coreia do Sul e Sudeste da Asia
C4 Austrélia
C5 Filipinas, Vietna
D
D1-5 Africa, Europa, Brasil, paises do Mediterraneo e india
E Restrito para a Africa Ocidental
F
F1-4 América Central e do Sul
G Franca, Alemanha e Estados Unidos
H América Central
I Vietn e Laos
J Ryukyu, Japao

W Gendtipo A
[ Genétipo D
[l Genétipo F

Figura 1.5: Distribuigcdo dos genétipos do HBV em diferentes regides do Brasil.
1-Regido Norte; 2- Regido Nordeste; 3- Regiao Centro-Oeste; 4- Regido Sudeste
e 5-Regiao Sul. (Fonte: Adaptado de: de Mello et al. 2007).
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1.3 Replicacao viral

Os virus pertencentes a familia Hepadnaviridae s&o predominantemente
hepatotropicos e estdo relacionados ao desenvolvimento de um processo de cirrose
hepética e carcinoma hepatocelular, porém pequenas quantidades de DNA viral
podem ser encontradas nos rins, pancreas e células mononucleares (Mahoney
1999; Hollinger & Liang 2001; Miguel 2005; de Matos 2007).

A interacao entre o virus e a célula é mediada por receptores presentes no
envelope viral e nos hepatdcitos. O receptor para o HBV nos hepatécitos ainda nao
€ conhecido, mas sabe-se que o HBsAg se liga a célula hospedeira e penetra na
mesma por endocitose; em seguida, o virus € adsorvido, penetrando no hepatécito
(Seeger & Zoulim 2007).

O genoma presente no interior do capsideo é parcialmente dupla fita, de DNA
circular, mas nao ligado covalentemente (RC-DNA). Apds a adsorgao, o virus perde
seu envelope e o nucleocapsideo é transportado ao nucleo celular (Liberto & Oliveira
2002). A fita positiva (incompleta) se converte por agdo da DNA polimerase viral, em
uma forma circular covalentemente fechada (covalently closed circular - cccDNA —)
(de Matos 2007).

A RNA polimerase Il celular transcreve o genoma do HBV a partir do cccDNA
em RNAs pre-genémico (pgRNA) e subgenémico, sendo que todos eles apresentam
um cap na extremidade 5 e compartiham o mesmo sinal de poliadenilacao
(AATAAA) na extremidade 3’ (Seeger & Mason 2000; Ganem & Prince 2004;
Locarnini 2004; Locarnini & Omata 2006). O pgRNA serve como RNA mensageiro
para a sintese das proteinas do core e como molde para a transcricao reversa. A
polimerase/trasncriptase reversa liga-se ao gene P (estrutura €) do pgRNA,
ocorrendo entao, a sintese do DNA viral.

Em seguida, as moléculas de RNA mensageiro (RNAm) viral sao
transportadas para o citoplasma e traduzidas em proteinas do core, polimerase e X.
Logo ap6s essa tradugao, o RNA pré-genémico € encapsidado dentro das particulas
do core (HBcAQ), juntamente com a polimerase viral. Essa encapsidacao parece ser
resultado da interacdo da polimerase, proteinas do capsideo e de um sinal de
encapsidacao (e) localizado na extremidade 5 do RNA pré-gendmico
(Bartenschlager & Schaller 1992; Ganem 1996; Seeger & Mason 2000; Ganem &
Schneider 2001; Ganem & Prince 2004; Locarnini 2004; Locarnini & Omata 2006).



No interior do nucleocapsideo, ha a transcrigéo reversa do RNA pré-genémico
em DNA, com a sintese da fita de DNA de polaridade negativa e, posteriormente, ha
formacgao da fita de polaridade positiva, que permanece incompleta. A partir dai, o
nucleocapsideo adquire o envelope lipoproteico no reticulo endoplasmatico ou
complexo de golgi e, finalmente, a particula viral completa é liberada da célula
hepatica por exocitose. Curiosamente, algumas moléculas de DNA voltam ao
nucleo, possibilitando uma espécie de reservatério intranuclear, podendo ser
convertidas em cccDNA (Gerelsaikhan et al. 1996; Seeger & Mason 2000; Ganem &
Prince 2004) (Figura 1.6).

Riciclig;m

;
,' dintese da fita (+)

Entrada do B ¥ cirase o NTe v A
HBY na célula - J’ fita () g > {N‘ ~ ~ =
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3 P ~ membrana celular
,'I : / Brotamento (wesicula)
Particuls do core + | € i, gy dantro do RE
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: , empacotamento do RNA .
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& : r.
Citoplazma : t y ~ ;
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Figura 1.6: Representacao esquematica da replicagéo viral.
(Fonte: Adaptado de:
http://www.qgiagen.com/geneglobe/static/images/Pathways/HBV%20Replication%20

Cycle.jpg).
1.4 Formas de transmissao

A transmissdo do HBV pode se dar por diferentes vias, tais como: sexual,
vertical (mée para o filho) e parenteral. A via de transmissdo esta diretamente

associada com o padrao de endemicidade da infecgéo (Yoshida 2005, CDC 2012).



O HBV é transmitido por via percutanea e através das mucosas tendo como
veiculo o sangue e outros fluidos corporais infectados, como sémen e secrecao
vaginal. A presenca do HBsAg j& foi verificada na saliva, sémen, leite materno, urina,
secrecOes pancreaticas, biliares e vaginal, lagrima, liquidos menstrual, pleural e
nasofaringeo (de Matos 2007).

A concentragdo do virus € alta em sangue e exsudatos, moderada em sémen,
fluido vaginal e saliva, e baixa ou ndo detectavel em urina, fezes, lagrimas, suor e
leite materno. A saliva pode ser um veiculo de transmisséo através de mordidas, por
outro lado, o beijo € uma via improvavel de transmissao (CDC 2012).

A transmissdo sexual pode ocorrer entdo, através de sémen e secregdes
vaginais contaminados. Comportamentos de risco como: relagdes sexuais
desprotegidas, multiplos parceiros, o tipo de pratica sexual e a presenga de outras
doencgas sexualmente transmissiveis (DSTs) podem aumentar as chances desse tipo
de transmissdo que atualmente € considerada como a principal forma de
contaminagéo (Miguel, 2005).

A transmissao vertical pode ser intrauterina, pré e pos-parto, e depende do
perfil dos marcadores HBsAg e HBeAg nas gestantes. Em mulheres
HBsAg+/HBeAg+, a transmissao ocorre em 70-90% dos casos. Ja& em mulheres
HBsAg+/HBeAg-, esse indice varia de 40-70% (MS 2008). A probabilidade de
transmissao vertical € maior quando a méae é infectada pelo HBV no ultimo trimestre
de gestacdo em comparagdo com infeccdo no primeiro semestre da gravidez, ou
caso a mae seja portadora cronica do HBV (Hollinger 1996; Hou et al. 2005; de
Matos 2007, Focaccia 2013).

A transmissdo parenteral pode ocorrer por compartihamento de objetos
perfurocortantes, tais como: alicates de unha, agulhas para tatuagem, piercing e
acupuntura, e também durante hemodialise ou através de transfusdo de sangue e
hemoderivado (MS 2008). Na década de 80, testes de triagem para hepatite B foram
introduzidos em bancos de sangue, o que reduziu a transmissdao do HBV por
transfusdo sanguinea.

Sao considerados grupos de maior vulnerabilidade ao HBV os profissionais de
saude, usuarios de drogas, manicuras/pedicuras, hemofilicos, hemodialisados,
contactantes de individuos infectados, receptores de transfusdo sanguinea e de
hemoderivados, gestantes, portadores de doencas sexualmente transmissiveis

(DSTs) e grupos populacionais com comportamentos sexuais de risco (Maynard et
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al. 1990; MS 2003; Valente et al. 2005; de Araujo 2008, MS 2008; Ministério da
saude 2013a).

Ha poucos trabalhos envolvendo a avaliagcao da prevaléncia de hepatite B em
profissionais de beleza. Em geral, estes profissionais demonstram falhas no
conhecimento sobre o HBV e em instrucbes de biosseguranca. Esses pontos
evidenciam a necessidade da elaboragcédo de cursos de capacitagao que promovam
uma maior conscientizacao sobre biosseguranca entre esses profissionais (Oliveira
& Focaccia 2010; Moraes et al. 2012). Oliveira & Focaccia (2010), em estudo com
profissionais de beleza, observaram a presenca do HBV em 8% dos avaliados, e
sugeriram que eles constituem um grupo de risco independente, na cidade de Sao
Paulo.

Com relagédo aos usudrios de drogas nao injetaveis (como o crack), também
sdo poucos os estudos de prevaléncia da infeccdo pelo HBV, especialmente no
Brasil. Bastos e colaboradores, em 2000, observaram prevaléncia global de 14,7%
no Rio de Janeiro, Turchi, na cidade de Sdo Paulo, em 2000, observou prevaléncia
do marcador anti-HBc igual a 7,9%. Ferreira, em 2008 nas cidades de Cuiaba,
Campo Grande e Goiania observou prevaléncia global para infecgao pelo HBV de
19,6%, 10,0% e 14,7%, respectivamente, e Cruz e colaboradores (2013) em estudo
com usudrios de crack nas cidades do Rio de Janeiro e Salvador observaram

prevaléncia de hepatite B de 6,2% e 0%, respectivamente.

1.5 Epidemiologia do HBV

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) calcula que dois bilhdes de
individuos j& tiveram contato com o virus, sendo 240 milhdes portadores crénicos
com risco de desenvolverem um quadro grave, como cirrose e carcinoma
hepatocelular. Além disso, anualmente ocorrem cerca de 600 mil mortes por
complicagdes tardias associadas ao HBV (WHO 2013).

Individuos assintomaticos podem transmitir a infec¢do por anos sem saberem
da sua situacao, tendo estes grande importancia na transmissdo dessa doenca
(Grosheide & van-Damme 1996; Miguel 2005), o que demonstra a sua grande
importancia no cenario de saude publica mundial.

A infeccao pelo HBV varia de acordo com as regides geograficas, com maior
incidéncia nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, podendo ser em

decorréncia de um menor controle em bancos de sangue, a¢des de biosseguranga
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menos eficazes, entre outros fatores. Dados do Centro de Controle e Prevengéo de
Doencas (CDC), em 2012, indicam que cerca de 45% da populacao global vive em
areas de alta prevaléncia de HBV, 43% em areas com prevaléncia moderada e 12%
em areas de baixa prevaléncia.

A classificacdo das areas de endemicidade ocorre da seguinte forma: alta
endemicidade quando mais de 8% da populagdo sdao HBsAg positivos ou acima de
60% da populagcdo possui evidéncias sorologicas de infeccdo passada pelo HBV
(anti-HBc reagente); intermediaria quando de 2-7% da populagdo apresenta o
marcador HBsAg ou 20-60% da populacdo apresenta evidéncias soroldgicas de
infeccdo passada; e baixa endemicidade quando menos que 2% da populagao
apresenta a doenca ou menos de 20% da populacdo apresenta evidéncias
sorologicas de infecgdo passada (Beasley 1991; Souto 1999; Yoshida 2005; CDC
2012; Focaccia 2013). A prevaléncia da hepatite B crénica no mundo pode ser vista

na figura 1.7.

Legenda:

B ato (=8%)
] rtermediéria (2-79%)

[ Baixo (<29%)

Figura 1.7: Prevaléncia da Hepatite B crénica no mundo
(Fonte: CDC, 2005)

No Brasil, a hepatite B € uma doenga de notificagdo compulsoéria. Cerca de 33
mil novos casos de hepatites virais sao notificados anualmente e, destes, o maior
nuamero de infecgbes nos ultimos 14 anos foi por hepatite B (Portal Saude 2012).

A OMS classifica a regidao Norte do Brasil como area de alta endemicidade, e
as demais regides, como de baixa endemicidade, mas é possivel observar variacao
na prevaléncia para o HBsAg entre as regides e dentro das mesmas (Souto 1999;
Tanaka 2000; Chavez et al. 2003). Os estados do Acre, Amazonas e Rondénia sao

12



considerados como regides geograficas de alta prevaléncia (Ferreira & Silveira,
1997, Ferreira 2000; Lopes & Schinoni 2011). Ainda ha evidéncias de uma maior
prevaléncia de HBV em populagdes com menor complexidade urbana, na Amazdnia
e em outros bolsdes regionais do interior do Brasil (Tavares-Neto et al 2004; Viana
2005). Estudo em banco de sangue na regido Centro Oeste indica diminuicdo na
prevaléncia de HBsAg do ano 2001 para o ano 2010 (Lindenberg et al. 2013). Dados
obtidos em levantamentos realizados em bancos de sangue demonstram padrbes de
baixa endemicidade nas regides Sul e Sudeste (Souto et al. 1999; Chavez et al.
20083).

A prevaléncia média da infeccdo pelo HBV no Brasil, de acordo com o
marcador anti-HBc, € em torno de 8%, sendo 7,6% na Regido Sul, 1,2% na Regido
Nordeste, 21,4% na Regido Amazobnica e de 1 a 2,1% na Regido Sudeste (Clemens
2000; Caetano & Beck 2006; Barros et al. 2008; Nunes et al. 2007; Diogo et al.
2012).

O cenério nacional vem se modificando e estudos realizados a partir da
década de 90 indicam mudangas na endemicidade da infecgéo pelo virus (Focaccia
et al 1998; Souto 1999; Braga et al, 2004; Viana 2005). Isso se deve, provavelmente,
a implementacao da vacinacao universal contra hepatite B para menores de um ano,
em 1998 (Ministério da Saude 2003).

Segundo o Ministério da Saude (MS), entre 1999 e 2011, o niUmero de casos
confirmados por HBV foi de 120.343; j4 0 ano de 2012 um total de 12.593 casos foi
registrado (Figura 1.8). Um inquérito epidemiolégico de base populacional realizado
no Brasil demonstrou indices de endemicidade menores que 1% da infecgdo pelo
HBV no conjunto das capitais brasileiras de cada macrorregido e do Distrito Federal.
Esse estudo mostrou que ocorre aumento da positividade do anti-HBc total com a
idade e a via sexual foi considerada como a principal forma de transmissdo. A
prevaléncia dos marcadores anti-HBc e HBsAg foram maiores na Regidao Norte e
menores na Regido Centro-Oeste do Brasil. (MS 2012).
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1.849 casos | 1.241 casos

1.094 casos

4.490 casos
2.842 s6 em SP

3.919 casos

Total de casos: 12.593

Figura 1.8: Numeros de casos confirmados de hepatite B por regido do Brasil.
(Fonte: SINAN, 2013)

1.6 Prevencao e Tratamento

A prevencéo para a infeccao pelo HBV tem como objetivo a reducao de casos
de hepatite B e seus agravos subsequentes. Medidas de saude publica vém sendo
adotadas, alterando comportamentos de risco e levando a diminuicdo da sua
transmissao, como, por exemplo, a introducdo em 1978 de testagem obrigatéria para
o HBV em bancos de sangue, tornando esta via de transmissao remota (MS 2005).

A forma mais segura para a prevencao da hepatite B é a aplicacao da vacina,
produzida por engenharia genética através de DNA recombinante, que é eficaz (90-
95% de eficiéncia). No Brasil foi implementada em 1992, e deixou de ser restrita aos
grupos de alta vulnerabilidade da infecgdo, passando a ser oferecida a criangas
menores de 2 anos em todo o pais. Desde 1998, o Programa Nacional de
Imunizacées (PNI) do Ministério da Saude recomenda que criangas, a partir do seu
nascimento, sejam vacinadas contra a hepatite B. A imunizagdo apresenta alta
eficacia quando sdo aplicadas as trés doses, com intervalo de um més entre a
primeira e a segunda dose e de seis meses entre a primeira e a terceira dose. Desta
forma o esquema é realizado da seguinte forma: primeiras 12-24 horas de vida (dia
zero), um més de vida e seis meses de vida (Ministério da Saude 2013a).

Atualmente, o Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza gratuitamente a
vacina contra a hepatite B para individuos com idade até 29 anos, 11 meses e 29

dias ou que pertenga a grupo de maior vulnerabilidade. Além disso, para reduzir a
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transmisséo vertical do virus foi intensificada a oferta de triagem sorolégica a todas
as gestantes que fazem o pré-natal no SUS (Ministério da Saude 2013a).

O tempo prolongado entre a 12 e 32 doses da vacina contra hepatite B (180
dias) provavelmente contribui para obtengdo de coberturas vacinais mais baixas
quando comparadas as demais coberturas vacinais na faixa etaria de menores de
um ano (MS 2010a). A OMS no periodo de 1989-2012 observou uma cobertura
vacinal global contra hepatite B em criancas de 83% (Figura 1.9). Também observou
que um grande numero de paises (119) apresentou cobertura vacinal de mais de
90% entre as suas criangas (Figura 1.10).

Existe ainda a Imunoglobulina Humana anti-hepatite tipo B (IGHAHB) que
deve ser administrada, usualmente em dose Unica, 0,5 ml, para recém-nascidos ou
0,06 ml/kg de peso corporal, minimo de 5 ml, para as demais idades. A IGHAHB é
indicada para pessoas nao vacinadas, apds exposi¢do ao virus da hepatite B, nas
seguintes situacoes: 1) Prevencao da infeccédo perinatal pelo virus da hepatite B; 2)
Vitimas de acidentes com material biol6gico positivo ou fortemente suspeito de
infeccdo por HBV, sem vacinacdo para hepatite B; 3) Comunicantes sexuais de
casos agudos de hepatite B; 4) Vitimas de abuso sexual; 5) Imunodeprimido apos

exposicao de risco, mesmo que previamente vacinados (MS 2008).

% Cobertura

= Global — Africana Americana Européia

— Mediterrdneo Oriental = Sudeste asiatico = Pacifico Ocidental

Figura 1.9: Cobertura global da 32 dose de hepatite B em criancas (1989 e 2012).
(Fonte: Adaptado de:

httpwww.who.intimmunizationmonitoring_surveillanceSlidesGloballmmunization)
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Legenda:

I <50% (7 paises ou 4%) BN >90% (119 paises ou 61%)
[C150-79% (24 pafses ou 12%) [ Na&o avaliado ou ndo documentado (14 paises ou 7%)

[ 80-89% (29 paises ou 15%) 1 Néo aplicavel

Figura 1.10: Cobertura vacinal das 3 doses da vacina contra HBV em criangas
(2012).
(Fonte: Adaptado de:
http://www.who.intimmunization_monitoring/diseases/HepB_map_schedule.jpg)

Nao existe um tratamento especifico para a forma aguda da infecgao, sendo
realizado apenas para minimizar a sintomatologia. Na hepatite crénica o tratamento
€ realizado com objetivo de reduzir a replicagao viral antes que ocorram danos
irreversiveis ao figado, minimizando a inflamagdo crénica e prevenindo
complicacbes posteriores como progressdo para a cirrose hepatica, e
hepatocarcinoma celular (Ferreira 2000; Miguel 2005; MS 2010b).

De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o
Tratamento da Hepatite Viral Conica B e Coinfecgdes do Ministério da Saude (MS
2010c), o desfecho ideal desejado apés a terapia é a perda sustentada do HBsAg,
com ou sem soroconversao para anti-HBs. Isso esta associado a completa remisséao
da atividade da hepatite cronica. Tal resultado dificilmente é obtido e outros
desfechos devem ser seguidos em pacientes HBeAg reagentes e HBeAg néao
reagentes.

Nos pacientes HBeAg reagentes, a soroconversao para anti-HBe é um
desfecho satisfatério, por estar associado a um melhor prognéstico. Nos pacientes
HBeAg reagentes que nao obtém soroconversdao e nos HBeAg nao reagentes, a
manutengado da supressao do HBV-DNA é o desejavel. Nos pacientes cirréticos, a

reducdo da carga viral e o desaparecimento do HBeAg, tanto induzido pelo
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tratamento quanto espontaneamente, associam-se a diminuicdo no risco de
descompensacgao e a melhora da sobrevida (MS 2010c).

As opgbes farmacoldgicas disponiveis para o tratamento da hepatite viral
cronica B e as coinfecgdes deste com HDV, HIV e HCV sao: interferon-alfa,
lamivudina, peg-interferon-alfa 2a e 2b, adefovir, entecavir, telbivudina e tenofovir
(MS 2010c).

1.7 Patologia e manifestacoes clinicas

Durante a infeccao pelo HBV, a resposta imune do hospedeiro provoca tanto
dano hepatocelular, quanto a eliminagdo viral. A hepatite B pode se apresentar nas
formas aguda, crénica ou fulminante. O curso da hepatite B aguda é apresentadoem
quatro fases: periodo de incubacao, prodrémica (pré-ictérica), doenga clinica
(ictérica) e de convalescéncia. No entanto, evidéncias recentes sugerem que as
fases ndao sao tao distintas como se acreditava anteriormente, o que desafia as
diretrizes de tratamento (Focaccia 2013).

O periodo de incubacdo dura de 45-180 dias (média de 60-90 dias),
dependendo de fatores como idade do paciente, modo de transmissao, porta de
entrada e resposta imune do hospedeiro (Befeler & Di Bisceglie 2000; Juszczyk
2000; de Matos 2007). Logo apds o periodo de incubagao ocorre a fase pré-icterica
que € caracterizada por sinais e sintomas inespecificos como febre, mal-estar,
fadiga, mialgia, anorexia, nauseas, além de perda de peso e dor no quadrante
superior esquerdo e hepatomegalia.

Pode ocorrer ainda a fase ictérica, que é resultado do aumento dos niveis de
bilirrubina no sangue, ocasionando a presenga de urina escura (coluria), fezes
esbranquicadas (acolia fecal) e pele, mucosa e esclerética amarelados. Esta fase
dura cerca de trés a quatro semanas e nem sempre se faz presente. O periodo de
convalescenga € marcado pela eliminagdo viral e melhora do quadro clinico, com
duracao de 20 a 30 dias (Befeler & Di Bisceglie 2000; de Matos 2007).

Na maioria dos casos, a infec¢do pelo HBV pode passar despercebida uma
vez que a doenga clinica (ictericia) s6 ocorre em 10% dos casos em menores de
cinco anos e de 30-50% em maiores de cinco anos. Além disso, naqueles em que ha
manifestacao clinica, cerca de 30% sao de quadros brandos ou transitorios. A

infeccdao pelo HBV na fase adulta esta usualmente associada com hepatite
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sintomatica e evolui para a cura em 90% a 95% dos casos, exceto em
imunodeprimidos (Hoofnagle & Di Bisceglie 1991; Moyer & Mast 1994; Purcell &
Gerin 1996; Ferreira 2000; Lok & McMahon 2001; MS 2002; de Matos 2007).

A taxa de evolucao para doenca crénica na hepatite B pode chegar a 90% em
menores de cinco anos quando a transmisséo ocorre durante a gestacao, o parto ou
a amamentag¢ao (MS 2002). Formas fulminantes podem estar relacionadas a uma
resposta imune amplificada e ocorre em menos de 1% dos pacientes com infec¢ao
aguda pelo HBV (de Mendonga & Vigani 2006).

O curso da hepatite B crénica resulta em um estado de portador
assintomatico ou oligossintomatico e, na maioria das vezes, ndo ha quadros de
ictericia em sua historia pregressa. Também pode apresentar inflamagdo de
intensidade variavel, podendo desenvolver cirrose com alto risco de evolugdo para
carcinoma e hepatocarcinoma (Sherlock et al. 1990; Moyer & Mast 1994; MS 2002;
Liaw et al. 2004). Na maioria das vezes, o doente seguird com doenca compensada
por anos, e a continua inflamacdo e necrose dos hepatécitos usualmente progride
para cirrose hepatica e desenvolvimento de hipertensdo portal, com edema,
circulacao colateral, ascite e encefalopatia. Faléncia hepatica com hemorragia, coma
e sindrome hepatorrenal aparecem nos estagios finais da hepatite crénica (Focaccia
2013). O risco de progressao para cirrose e carcinoma hepatocelular € proporcional
aos titulos do DNA do HBV mantido persistentemente ao longo do tempo (Dienstag
2008). A persisténcia do marcador HBsAg é o principal risco para o desenvolvimento
de doenca hepética cronica e carcinoma hepatocelular mais tarde na vida (WHO
2013).

A hepatite B oculta, ou infec¢do “silenciosa” € definida pela presenga do HBV
DNA no soro e/ou no figado, com auséncia do marcador HBsAg (Hu 2002; Kao
2002; Chemin & Trepo 2005; Hou et al. 2005; Prati et al. 2006). Assim, o HBV DNA
pode ser detectado em pacientes HBsAg negativos com anti-HBs detectavel,
naqueles que sao anti-HBc positivos isolados, assim como na auséncia de todos os
marcadores sorolégicos (Nalpas et al. 1985; Tanaka et al. 1990; Fukuda et al. 1999;
Chemin et al. 2001; de Matos 2007).
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1.7.1 Forma aguda

O curso clinico da infec¢do aguda (Figura 1.11) inicia-se com o aparecimento
do HBsAg em torno da 4% & 62 semana, antes mesmo do aparecimento dos
sintomas, permanecendo, em média, por 3 meses. Sua persisténcia, além de 6
meses (com ou sem a presenga do HBeAg) no sangue, pode indicar evolugao para a
cronicidade (Ferreira 2000; WHO 2013).

Simultaneamente ou logo apds o aparecimento do HBsAg, o HBeAg pode ser
detectado e sua presenca indica alta replicacéo viral e, com isso, alta infectividade.
Com o desaparecimento do HBeAg, surge o anticorpo anti-HBe que caracteriza o fim
da fase replicativa do virus, estando associada com baixa infectividade de soro
(CDC 2012).

Poucos dias apdés o surgimento do HBsAg, anticorpos dirigidos contra o
HBcAg do tipo IgM (anti-HBc IgM) surgem. Indicam infecgéo recente pelo HBV (CDC
2012). Em seguida, ha o surgimento dos anticorpos dirigidos contra o HBcAg do tipo
lgG, que permanece detectavel no soro em valores mais baixos, na maioria dos
individuos, pelo resto da vida, mesmo apds a cura, indicando infec¢ao por HBV em
um tempo indefinido no passado (Ferreira 2000; CDC 2012).

O fim da fase aguda ocorre quando o HBsAg desaparece e da lugar ao
surgimento do anticorpo anti-HBs, algumas semanas ou meses depois, indicando a
convalescenga com evolugdo para cura e imunidade contra reinfeccao (Ferreira
2000; Park & Keefe 2005).

Além dos antigenos e anticorpos, o HBV DNA também é encontrado no soro
dos individuos com infecgdo aguda, estando associado com replicagédo viral, e seu
desaparecimento na fase aguda indica a resolucdo espontadnea da infeccdao (De
Franchis et al. 2003; Pawlotsky 2003).
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Figura 1.11 Curso clinico da hepatite B aguda.
(Fonte: Adaptado de Yoshida 2005)

1.7.2 Forma Cronica

O curso clinico da infeccao crénica (Figura 1.12) é determinado pela
persisténcia do HBsAg em niveis elevados no soro por mais de 6 meses, sem
apresentar soroconversdo para anti-HBs. Classicamente, vérios fatores estdo
implicados no desenvolvimento e na evolucao da infeccao crénica pelo HBV, como
época de aquisicao da infeccdo e aspectos relativos a raga, sexo e genoétipo do HBV
(Focaccia 2013).
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Figura 1.12: Curso clinico da hepatite B cronica.
(Fonte: Adaptado de Yoshida, 2005)
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O paciente HBeAg positivo pode soroconverter para anti-HBe positivo
indicando o fim da replicacao viral, ou permanecer detectavel no soro, significando
um estado infeccioso continuo, que pode persistir de anos a décadas. Os titulos de
anticorpos anti-HBc IgM declinam e desaparecem, embora esteja presente também
em alguns individuos nos periodos de reativacao, e o anti-HBc IgG permanece com
o HBsAg indicando uma exposicao prévia ao virus (Ferreira 2000; MS, 2008).

O HBV DNA também pode ser encontrado no soro de individuos com infec¢ao
crénica e os niveis de HBV DNA no soro estdo relacionados a dindmica de seu
curso com as seguintes fases: imunotolerancia (altos niveis de replicagcao viral),
imunoliberacao (baixos niveis de HBV DNA) e “laténcia clinica” (niveis muito baixos
ou indetectaveis de DNA) (De Franchis et al. 2003; Pawlotsky 2003).

As hepatites cronicas podem ser classificadas em: hepatite crénica
persistente (HCP), hepatite crénica ativa (HCA) e, mais recentemente, em hepatite
cronica lobular. A HCP é considerada uma patologia benigna que se caracteriza por
processo inflamatério confinado aos espacos porta. A HCA se caracteriza pela
presenca de necrose hepatocelular e fibrose hepatica e a hepatite cronica lobular
pode se apresentar histologicamente com alteracbes que lembram as hepatites
virais agudas, porém com duragao maior que trés meses (Focaccia 2013).

Uma particularidade da infecgao viral crénica é a possibilidade de evolucao
para cancer hepatico, independentemente da ocorréncia de cirrose, fato considerado
pré-requisito nos casos de surgimento de carcinoma hepatocelular nas demais

infecgdes virais crénicas (MS 2008).

1.8 Diagnostico

O diagnéstico laboratorial é realizado por meio de testes bioquimicos que sao
empregados rotineiramente a fim de avaliar os niveis séricos das transaminases
alanina e aspartato amonitransferases (ALT e AST respectivamente) e bilirrubinas,
que indicam dano hepatico. Testes soroldgicos também sdo utilizados na detecgéao
de antigenos e anticorpos, assim como testes moleculares para deteccdo do
genoma viral (MS 2008).

O HBV apresenta diferentes marcadores sorolégicos e a combinacao destes
sera a responsavel pela indicacao do estado clinico do paciente. O significado de
cada marcador e o perfil sorolégico do individuo, de acordo com cada marcador

presente/ausente, pode ser visto nos quadros 1.2 e 1.3.
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Para que ocorra uma andlise correta da amostra do paciente, quando as
mesmas chegam ao laboratério para testagem, um fluxograma de testagem deve ser
seguido. Este fluxograma inicia-se com a testagem dos marcadores HBsAg e Anti-
HBc total (anti-HBc IgM + anti-HBc IgG) e dependendo de como os resultados
aparecerem, outros testes deverdo ser feitos em sequéncia. A sequéncia de testes

pode ser melhor visualizada na figura 1.13.

Quadro 1.2: Significados dos marcadores soroldgicos do virus da hepatite B
(Fonte: adaptado de MS 2008).

Marcador Significado

Primeiro marcador a aparecer no curso da infeccao;

HBsAg Permanéncia por mais de 24 semanas apos a infeccao indica cronicidade.

Marcador de infecg¢éo recente;

Anti-HBc IgM Encontrado no soro até 32 semanas apds a infecgao.

Infeccdes agudas pela presencga de IgM;
Infecgdes crbnicas pela presenca de IgG;
Representa contato prévio com o virus.

Anti-HBc total
(IgM + IgG)

Marcador de replicacao viral;

HBeAg Positividade indica alta infecciosidade.

Surge apos o desaparecimento do HBeAg;
Anti-HBe Sua presenca sugere redugao ou auséncia de replicagao viral, exceto nas
cepas com mutagao pré-core (nao produtoras da proteina “e”).

Surge apos desaparecimento do HBsAg;
Anti-HBs Indicador de cura e imunidade;
Esta presente isoladamente em pessoas vacinadas.

Quadro 1.3: Interpretacao dos resultados no diagnéstico da hepatite B.
(Fonte: MS 2008)

HBsAg HBeAg Anti-HBe Anti-HBc IgM AntiHBe Anti-HBs
Total

Suscetivel - - - g - R

Incubagéo +/- +/- - - - -
Fase aguda + + - + + ,
Fase cronica + +/- +/- - + -

Imunidade - - -+ = + +/-

Vacinagao - - - - - +

Legenda: - auséncia do marcador; + presenga do marcador; +/- auséncia ou presenga do marcador.
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Individuo com suspeita de infecgdo pelo HBV

HBsAg—
Anti-HBc Total +

HBsAg -
Anti-HBc Total -

HBsAg+ HBsAg -
Anti-HBc Total + Anti-HBc Total +

Repetes teste
em 30 dias

Anti-HBs — Anti-HBs +

Sucetivel Vacinado

Anti-HBc IgM —

(Infecgdo crénica)

Anti-HBc IgM + Anti-HBs - Anti-HBs +

(Infeccdo aguda) Cura

HBsAg—
Anti-HBc Total -

HBsAg +
Anti-HBc total +

HBeAg +
(Replicagdoviral) Anti-HBc IgM — Anti-HBc IgM +

Falso positivo Infecgdo aguda

Anti-HBe -

(Fase intermitente

Anti-Hbe +
(Sem replicagdo

da replicagéo) viral)

Figura 1.13: Fluxograma para testagem de amostras no diagnéstico do HBV
(Fonte: Adaptado de MS 2008).
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O aumento trés vezes acima do valor norma das transaminases seéricas e de
25 vezes acima do valor normal das bilirribunas, indicam dano hepatico.

Além dos testes bioquimicos, testes sorolégicos séo utilizados para deteccao
de antigenos (HBsAg e HBeAg) e anticorpos (anti-HBc total, anti-HBs e anti-HBe) do
HBV por ensaios imunoenzimaticos (EIEs) e de eletroquimioluminescéncia (ECLIA).

EIE e ECLIA utilizados no diagnéstico laboratorial detectam antigenos e
anticorpos, eles apresentam padrao de qualidade adequado e ja padronizado, o que
garante resultados confiaveis. Entretanto, algumas limitagdes prejudicam sua
utilizacao em determinadas situacdes, como: tempo para a realizacao dos ensaios
(cerca de quatro horas), necessidade de profissionais com grande especializagédo e
de equipamentos e insumos nao disponiveis em laboratérios de pequeno porte ou
em areas de dificil acesso. Além disso, os testes ndo s&o realizados individualmente,
sendo geralmente realizados com um grande numero de amostras e, com isso,
laboratérios de menor porte optam por esperar receber mais amostras para a
realizagao dos testes, 0 que aumenta o tempo para a liberagdo dos resultados.

Testes moleculares para detec¢cdo do genoma viral também sdo empregados
e podem ser tanto quantitativos, auxiliando no prognéstico e monitoramento da
terapia, quanto qualitativos auxiliando na determinagao de infec¢ao ativa pelo HBV,
no diagnéstico precoce e na confirmagao de resultados sorolégicos duvidosos (MS
2002).

O primeiro método desenvolvido para deteccao do DNA do HBV no soro foi a
hibridizacao in situ, posteriormente novos métodos foram desenvolvidos, tais como:
a técnica de DNA ramificado (bDNA) e a reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
(DAl et al. 2006).

Na determinacao dos genotipos do HBV, diferentes metodologias séo
utilizadas, tais como: o0 sequenciamento do genoma completo ou da regiao pre-S/S,
PCR com primers genétipo-especificos, PCR com posterior analise do polimorfismo
de comprimento dos fragmentos de restricao (RFLP), hibridizacao reversa dos
produtos da PCR (LiPA-Line Probe Assay), PCR em tempo real (pela analise da
curva de anelamento) (de Oliveira 2007).

1.8.1 Utilizacao de testes rapidos

Os testes rapidos se baseiam em diferentes principios como aglutinagéo de

particulas, imunocromatografia, immunodot e imunofiltracdo. O resultado ¢é
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produzido em, no maximo, 2 horas, podendo ser em até 10 minutos. Os testes
podem ser realizados por profissionais com treinamento minimo e pouca
experiéncia, em locais com pouca infraestrutura e sem a necessidade de
equipamentos caros ou complexos. Estes testes sdo simples de serem realizados,
utilizando geralmente, antigenos virais fixados em um suporte sélido (membranas de
celulose ou nylon, latex, microparticulas ou cartelas plasticas) e sdo acondicionados
em embalagens individualizadas, permitindo a testagem individual das amostras
(BVSMS 2013).

Atualmente, existem no mercado testes rapidos produzidos por diferentes
fabricantes para deteccdo de patégenos distintos, tal como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e o HCV. O Ministério da Saude ja estabeleceu
portarias para uso dos testes rapidos para HIV e HCV (Ministério da saude 2009 e
2013b), o que tem facilitado o acesso ao diagnéstico em diferentes areas do Brasil.

Os principios dos testes rapidos baseiam-se em ligagdes antigeno-anticorpo
na area de aplicagdo de amostra e na zona “T” ou zona de teste. As amostras fluem
pela placa teste por capilaridade e ainda apresentam uma zona “C” ou zona controle
que apresenta reagentes para os anticorpos presentes no conjugado do teste para
garantir o funcionamento do teste. A figura 1.14 mostra de forma geral o principio do
teste rapido para deteccao de antigenos na amostra.

Ainda que a leitura dos resultados dos testes seja simples, algumas medidas

e treinamentos devem ser realizados para que os resultados sejam confiaveis.

T C
= - Superficie
; absorvente
Area da amostra VA= |
!
Areade
Superficie do teste
conjugado v

Area controle

Figura 1.14 Representacao esquematica do teste rapido.

Estudos em outros paises e com diferentes testes rapidos demonstraram
bons desempenhos (concordancia acima de 90%) para deteteccdo do marcador
HBsAg (Davies e colaboradores 2010; Randrianirina e colaboradores, 2008; Bottero

et al, 2013). Atualmente, diversos testes rapidos para deteccdo de marcadores da
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infeccdo pelo HBV estdo disponiveis em todo mundo e podem ser observados no

quadro 1.4.

Quadro 1.4 Relagao de testes rapidos para deteccao dos marcadores do HBV

disponiveis em diferentes regides do mundo até abril de 2014.

Fabricante Pais Teste rapido Marcador
Doles Brasil HBsAg teste rapido HBsAg
Wama Brasil Imuno-Rapido HBsAg HBsAg
Turklab Dispositivos Médicos Turquia INFO HBsAg® HBsAg
Biomérieux Franga Vikia HBsAg® HBsAg
Inverness Biomedical Innovations Alemanha DetermineTM HBsAg HBsAg
- . . HBsAg
Lumiquick USA Quick Profile® anti-HBs
Abbott laboratorries USA Dainascreen HBsAg® HBsAg
Fujirebio Japao Serodia® HBsAg HBsAg
Dispositivos Médicos Turquia INFO HBsAg® HBsAg
Orchid Biomedical Systems India Virucheck® HBsAg
HBsAg dipstick® Bélgica Cypress Diagnostics HBsAg
Fenox Medical Solutions, Republica da Bielorrissia Hexagon® HBsAg
French Forest Australia AMRAD ICT® HBsAg
MP Blomed|calLst(;A3|a Pacific Pte. Republica de Singapura Assure HBsAg Rapid Test HBsAg
Acon Laboratories, Inc. USA Acon HBsAg One St.ep Diagnostic HBsAg
Test Strip
o I One Step Bioline Hepatitis B
Pacific Biotech Co., Ltd. Tailandia Surface Antigen Test Strip HBsAg
MED Laboratories Co., Ltd. Tailandia LAB HBsAG Test HBsAg
Newmarket Laboratories Ltd. Inglaterra One Step HBsAg Dipstick Test HBsAg
J.Mitra & Co. Ltd. India Hepacard O”eTSetsetp Rapid Visual | poag
Firmer Co. Ltd., manufactured by I .
Guangzhuo Wondfo Biotech Co. Ltd. Tailandia Quick HBsAg Test HBsAg
. . . HepaScan HBsAg Cassette Type /
YD Diagnostics Coréia do Sul HepaScan HBsAg Strip Type HBsAg
World of Health Biotech Company China Diagnostic T?:sotr:Sng Cassette HBsAg
David & Tom Biotechnology Co., Ltd. China HBsAg (WB) HBsAg
Veda Lab Franca HEP-CHECK-1 (Mini Clip HBsAQ) HBsAg
Veda Lab Franga HEP-CHECK-1-STRIP (HBsAg) HBsAg
. . - - Hepatitis B Antigen (HBsAg)
Equipar Diagnostici S.R.L. Italia Cassette HBsAg
Acon Biotech Co., Ltd., China China HBsAg Line Test Device HBsAg
Ranbaxy Laboratories Ltd.[) india Hep-alert-B On_el_ essttep HBsAg Card HBsAg
Mizuho Medy Co., Ltd. Japao Quick Chaser HBsAg HBsAg
. . Anti-HBs
Intec Products China Advanced Qualitytmonestep Test Anti-HBe
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, um grande avango tem ocorrido no desenvolvimento de
testes rapidos para diagnostico de doencgas infecciosas, porém variacées nas taxas
de sensibilidade, especificidade e valores preditivos podem ainda ser observadas
para diferentes infecgdes.

Os testes sao de facil execucdo e seus resultados sdao produzidos em, no
maximo, 2 horas, podendo ser em até 10 minutos. O seu uso €& importante,
especialmente em areas de dificil acesso, estudos de campo, laboratérios de
pequeno porte, casos de exposicdo ocupacional de profissionais de salude e em
populacdes vulneraveis. Nesses locais e situacdes, um teste que libere resultados
rapidos ou que necessitem de menos aparelhos caros para sua execucao se faz
extremamente necessario.

A utilizacao de testes rapidos na populacdo geral como triagem de
diagnaéstico teria entdo grande importancia no cenario atual, uma vez que, os testes
seriam mais facilmente executados, custariam menos aos laboratérios para sua
execucgao, pacientes descobririam mais cedo sua situagcdo e poderem partir para o
tratamento, evitando complicagées futuras, decorrentes do virus, bem como o
acompanhamento do tratamento seria mais rapido com a sua utilizacao.

Os testes rapidos sao realizados, geralmente, em amostras de soro, ou
sangue total. A coleta do soro é realizada por punc¢éo venosa, necessitando de uma
infraestrutura minima para coleta e processamento das amostras, o que é bastante
dificil em areas com recursos escassos. Por este motivo, a pesquisa da utilidade de
espécimes clinicos alternativos, como saliva e sangue total pela coleta por puncao
digital, pode fornecer vantagens, pois sdo menos invasivas, dolorosas e onerosas
quando comparadas a coleta de sangue por puncao venosa.

A validacao de testes rapidos de diagnéstico para a hepatite B, bem como a
analise do seu desempenho para a deteccao de diferentes marcadores do virus
pode ser uma excelente alternativa para triagem de individuos infectados e tem
grande importancia na liberagao rapida de resultados. Mas, antes da implantacao de
testes rapidos para o seu diagnéstico, fatores como custo, disponibilidade, tempo de
entrega e viabilidade devem ser considerados. Além disso, é necessario um estudo
inicial para determinar os valores de acuracia dos testes, de acordo com o teste
padrao, a fim de diminuir resultados falsos positivos ou negativos.
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O presente estudo tem como objetivo principal avaliar o desempenho de
testes rapidos para fins de diagnéstico e estudos epidemiolégicos da hepatite B em
diferentes grupos populacionais no Brasil, a fim de facilitar o acesso ao diagnéstico
em populagdes vulneraveis ou situadas em dareas de dificil acesso Os resultados
liberados rapidamente podem permitir a identificacdo de individuos suscetiveis e
doentes, que deverdao se encaminhandos para a vacinacao ou ao tratamento,

diminuindo o risco de evolucao para a cirrose ou cancer no figado.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de testes rapidos para deteccdo de marcadores do
HBV para fins de diagnostico e estudos epidemiolégicos.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a acuracia do teste rapido para deteccdo do marcador HBsAg em
amostras de soro, em painel de amostras controles reagentes e nao
reagentes para o HBsAg;

e Avaliar a acuracia do teste para detecgcdo do marcador HBsAg em amostras
de soro, sangue total e saliva e dos marcadores anti-HBs e anti-HBe em
amostra de soro de individuos de diferentes populacdes (centros de
referéncias, baixa prevaléncia, e alta vulnerabilidade para HBV);

e Avaliar a reprodutibilidade e repetitividade dos testes rapidos para deteccéo
do marcador HBsAg em amostras de soro HBsAg reagentes e nao reagentes
definidas por teste imunoenzimdtico; Avaliar o desempenho dos testes
rapidos para detecgdo do marcador HBsAg em amostras de soro reagentes
para outras infeccoes (HIV, HCV, Sifilis e Dengue).
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) sob parecer numero 498/08 para sua execugao
(Anexo A).

4.1. Amostra populacional estudada

Os individuos recrutados para participarem deste estudo foram previamente
informados do estudo e tiveram suas duvidas esclarecidas. Somente foram incluidos
aqueles individuos que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (ANEXO B), no caso de menores de idade, somente foram incluidos aqueles
cujo termo de consentimento foi assinado pelo responsavel legal. Todos os
resultados foram repassados aos individuos e em caso de portadores, 0s mesmos
foram encaminhados aos Servicos de Saude para aconselhamento e tratamento
necessarios.

O estudo foi desenvolvido em duas etapas: 1) Estudo laboratorial, onde foi
utilizada apenas amostras de soro para pesquisa do marcador HBsAg, e que foi
composto conforme célculo amostral para validagdo de testes de diagnédstico
(Crowther 2001); e 2) Estudo de campo realizado em diferentes populacdes. Nesse
estudo, foram utilizadas amostras de soro, sangue total e saliva para a pesquisa do
marcador HBsAg e amostras de soro para a pesquisa dos marcadores anti-HBs e
anti-HBe. O estudo foi composto tomando como base o numero de individuos
residentes em cada localidade de estudo segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2010), e a taxa de deteccdo de anti-HBc total por 100.000
individuos que foram notificados ao Sistema Nacional de Atendimento Médico
(SINAN) por Unidade da Federagdo em 2009 (MS, 2012). Para o calculo amostral foi
utilizada a calculadora on line (Santos 2012), com erro amostral de + 3% e nivel de
confianca de 95%.

Nao houve critério de exclusdo de pacientes e/ou amostras.
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4.1.1. Confeccao de painel de controle

O estudo laboratorial foi composto por amostras de soro provenientes de
pacientes e acompanhantes encaminhados ao Ambulatério de Hepatites Virais
(AHV) do Laboratério de Referencia Nacional para Hepatites Virais (LRNHV) do
Instituto Oswaldo cruz (I0C), RJ. Os individuos foram recrutados no periodo de 2010
a 2012. Foi determinado um recrutamento minimo de 100 individuos, sendo,
reagentes para HBsAg (n= 50) e ndo reagentes para o HBsAg (n= 50). Ao final do

estudo foi obtido um recrutamento total de 393 individuos parra essa analise.

4.1.2. Estudo de Campo

Neste estudo foram utilizados trés grupos de populagdes:

a) Grupo 1: composto por individuos provenientes de areas de alta
prevaléncia (Figura 4.1), neste caso, pacientes atendidos em Centros de Referéncia
para Hepatites Virais [Ambulatorio de Hepatites Virais do 10C, Hospital Clementino
Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, (UFRJ), e
Laboratério Central de Saude Publica Pernambuco (LACEN/PE)] com recrutamento
minimo de 50 individuos consecutivamente por localidade de acordo com a
demanda de atendimento. Os individuos foram recrutados no periodo de 2009 a
2013. Ao final, foram obtidas para essa analise amostras de 371 individuos para o
marcador HBsAg, 423 para o marcador anti-HBs e 166 para o marcador anti-HBe.

A populacdo obtida de Centros de Referéncia foi composta por individuos
com suspeita de infeccao pelos virus das hepatites. Os Centros de Referéncia do
Rio de Janeiro recebe individuos residentes em comunidades situadas na area de
Manguinhos, Vila do Jo&o, Favela da Mare, entre outras comunidades carentes de
assisténcia médica, situadas proximas a estas localidades. O Laboratério Central de
Saude Publica de Pernambuco recebe casos suspeitos de hepatite provenientes do

Estado de Pernambuco para esclarecimento de diagnéstico de hepatites virais.
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Individuos atendidos no
LACEN/ Pernambuco

Individuos atendidos no
Ambulatorio de
Hepatites Virais
IOC/Fiocruz e no

Hospital Clementino
Fraga Filho.

Legenda: A) Ambulatério de Hepatites Virais do IOC, FIOCRUZ (Fonte: www.ioc.fiocruz.br); B) Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ (Fonte: nicepinheiro.blogspot.com); C) LACEN Pernambuco (Fonte:

http://www.destakjornal.com.br/noticias/recife/ministerio-da-saude-repassa-r-6-milhoes-para-o-lacen-pe-173416/).
Figura 4.1: Regibes e locais de onde foram obtidas as populacdo dos centros de

referéncias
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b) Grupo 2: composto por individuos provenientes de areas de Baixa
prevaléncia (Figura 4.2) para HBV. De acordo com o calculo amostral realizado, com
recrutamento minimo de 239 individuos residentes no Estado do Rio de Janeiro (nas
cidades de Petropolis e Macaé), 124 individuos residentes no Pantanal do Mato
Grosso do Sul e 532 individuos residentes da cidade de Tocantinépolis (Tocantins),
perfazendo um total de, no minimo, 895 individuos nesse grupo. Ao final foram
obtidas amostras de 881 individuos para o marcador HBsAg, 1526 para o marcador
anti-HBs e 788 para o marcador anti-HBe.

Os individuos residentes na cidade de Petrépolis foram recrutados durante
um evento, em 2009, para diagnéstico das hepatites virais em funcionarios de um
hospital privado da cidade, e outro evento semelhante em 2013, enquanto os
individuos da cidade de Macaé foram recrutados durante uma campanha, em 2010,
de acesso a informagdes basicas de saude em uma comunidade carente daquela
cidade.

Os individuos residentes na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul viviam
em construcdes bem caracteristicas, as casas de pau-a-pique e as palafitas, com
arquitetura delineada para periodos de inundacdes. Sua populacao era constituida
principalmente por pescadores que utilizam o rio como fonte de subsisténcia. As
comunidades avaliadas se encontram distantes da capital Campo Grande (300 a
385 km) e algumas se encontram a quilémetros (170 a 217 km) por via fluvial da
cidade de Corumbd. A coleta foi realizada de todos os habitantes disponiveis nas
comunidades, no ano de 2010, ap6s assinatura de termo de consentimento
(Tourinho, 2011).

A populagao de Tocantindpolis foi obtida a partir de um estudo para avaliagao
da doenga de Chagas, realizado pelo Ministério da Saude, em individuos residentes
de area rural e urbana, no ano de 2011. Algumas comunidades rurais se situavam a

cerca de 30 km de distancia da area urbana da cidade.
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Individuosresidentes da
cidadede
Tocantinépolis

NORTE
ﬁ( NORDESTE e Individuosresidentes
CENTRO .n.“h"i., do Pantanal do Mato

OESTE
: &:) e~ Grosso do Sul
¢ {/ SUDESTE / Gmpo Eonin =>

Individuos residentes
dascidadesde
Petrépolise Macaé

Legenda: A) Mapa das coletas realizadas no Pantanal do Mato Grosso do Sul (Fonte: Agéncia Nacional das
Aguas, 2007); B) Regigio e coleta no Pantanal do Mato Grosso do Sul; C) Mapa da localizacdo do municipio de
Petrépolis (Fonte: pt.wikipedia.org); D) Mapa da localizagdo do municipio de Macaé (Fonte: pt.wikipedia.org); E)
Mapa da localizagdo do municipio de Tocantindpolis (Fonte: pt.wikipedia.org); F) Localizagdo e coletas em

Tocantinépolis (fonte: www.achetudoeregiao.com.br).
Figura 4.2: Regides e locais das amostras obtidas de popula¢des de Baixa

prevaléncia.

c) Grupo 3: composto por individuos que apresentavam alta vulnerabilidade
para aquisicao do HBV (Figura 4.3), tais como: profissionais de beleza (manicures,
pedicuras e depiladores, por exemplo) e usuarios de drogas nao injetaveis (crack)
residentes do estado do Rio de Janeiro. Esses grupos foram escolhidos conforme o

parecer técnico de atualizacdo da vacina da hepatite B nos servigos de saude do
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SUS, que inclui dentre outros, esses dois grupos, como sendo de alta
vulnerabilidade para aquisicao do HBV (MS 2010 d).

Uma vez que ha poucos estudos de prevaléncia de hepatites nestes grupos,
foi considerado o mesmo numero de individuos recrutados para areas de Baixa
prevaléncia no Rio de Janeiro, ou seja, um recrutamento minimo de 239 individuos
para este grupo. Ao final foram obtidas amostras de 251 individuos para o marcador
HBsAg, 381 para o marcador anti-HBs e 241 para o marcador anti-HBe.

Os profissionais de beleza foram recrutados em uma feira de negdécios para
profissionais da area realizada na cidade de Niter6i/RJ, no ano de 2010. Esse
evento contou com os mais variados profissionais da area (manicures, pedicuras,
cabelereiros, entre outros) que participavam na exposicdo ou na compra de
produtos. Os usuarios de crack foram recrutados, nosanos de 2011 e 2012 em
centros de tratamento ou em &reas de consumo da droga, nas cidades de Macaé e
Rio de Janeiro, onde somente foram incluidos aqueles individuos que tivessem
utilizado crack nos ultimos 12 meses e ndo estivessem sobre o efeito da droga no

momento da coleta de informagdes e amostras biologicas.

NORTE - PR,

s ™
: 7 \
g \ ] ]
{ —\_____/ NORDESTE
g (R { g

S _JCENTRO-b o

| OESTE

Profissionaisde belezae
usuariosde drogas ndo
injetaveis (crack)
I.\\‘a:'/ == residentes no Rio de

Janeiro.

Legenda: A) Usuarios de crack (Fontes: www.sempretops.com e blogmundopossivel.com.br); B) Profissionais de
beleza (Fonte: mluisaflpsp.blogspot.com)

Figura 4.3: Regido das amostras obtidas e comportamento das populagdes de alta
vulnerabilidade.
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4.2. Obtengao das amostras

Apés a assinatura do TCLE, amostras de soro, sangue total e saliva foram
coletadas dos individuos.

o Amostras de soro e sangue total

As amostras de sangue total foram coletadas por puncao venosa (Figura
4.4) em tubos BD SST Il Advance® com 8,5 mL de capacidade, sem anticoagulante
e tubos BD Vacutainer® com anticoagulante (EDTA) e capacidade de 4 ml.

As amostras foram encaminhas ao LRNHV onde os tubos sem
anticoagulante foram centrifugados a 3000 g (Centrifuga Centurion Vector Invertes
System, Laborline, Brasil) a temperatura de 25°C durante 5 minutos para obtencao
do sobrenadante (soro), que foi acondicionado em microtubos de poliestireno
previamente identificados com o numero de registro e armazenados a temperatura
de -20°C até a realizagao das analises.

As amostras obtidas no tubo com anticoagulante foram utilizadas nos testes
rapidos e, apos, acondicionadas em microtubos de poliestireno previamente
identificado com o numero de registro e armazenado a temperatura de -70°C para
andlises.

Figura 4.4: Procedimento para a coleta de sangue
(Fonte: http://enfermagemcomentada.blogspot.com.br/2007/08/coleta-de-
sangue.html)

o Amostras de saliva

A coleta de saliva foi realizada utilizando o coletor Salivette® (Sarstedt,
Alemanha) (Figura 4.5) que é composto por um tubo contendo um algodao coletor.
O algodao ¢ depositado entre os dentes e a gengiva do individuo por cerca de 2

minutos e, em seguida é recolocado no tubo.
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Apoés esse procedimento, 1 ml do tampao (“phosphate buffered saline/ Bovine
Serum Albumin” - PBS/BSA 0,5%) foi adicionado ao algodao. O coletor contendo o
algodao foi centrifugado a 3000 g a temperatura de 25°C por 10 minutos, conforme
preconizado anteriormente por Cruz et al (2011). O fluido oral obtido foi armazenado
em microtubos de poliestireno previamente identificados com numero de registro e
armazenado a temperatura de -20°C até as analises.

Nao houve critérios para a aceitagdo das amostras, tais como: volume
minimo de amostra, presenga de sangue na amostra, ingestao prévia de alimentos
ou liquidos. Assim, todas as amostras foram aceitas para os testes.

Legenda: A) Retirar o algodao do coletor; B) depositar o coletor entre a gengiva e a bochecha do paciente por
aproximadamente 2 minutos; C) Recolocar o algodao no tubo coletor.

Figura 4.5: Etapas para a coleta com o coletor Salivette®

(Fonte: http://www.scimart.com/product/detail/salivette-cotton-swab-wo-prep-100pack).

4.3. Caracterizacao do material
4.3.3. Painel de referéncia

As amostras de soro foram submetidas a detec¢cdo de HBsAg, utilizando-se
dois ensaios comerciais para diagnéstico (ETI-MAK-4°, Diasorin, Itdlia e HBsAg
One®, Radim, ltalia). Adicionalmente, foram realizados testes para deteccdo dos
marcadores anti-HBc (ETI-AB-COREK-PLUS®, Diasorin, Italia) e anti-HBs (ETI-AB-
AUK-3° Diasorin, Itdlia), utilizando ensaio imunoenzimatico comercial para
determinar o perfil sorolégico da infeccdo. Todas as amostras inicialmente reativas
foram retestadas em duplicata para os dois ensaios comerciais (FDA, 1987).
Amostras consideradas HBsAg reagente apds retestagem nos EIEs foram
submetidas a detecgdo do HBV DNA pelo método comercial (Cobas Tagman HBV®,

Roche, Franga) quando havia volume de amostra disponivel. Apenas amostras
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concordantes em ambos 0s ensaios comerciais para detecgdo do HBsAg foram

incluidas nessa anélise.

4.3.4. Estudo de campo

As amostras de soro foram submetidas a detecgcdo do marcador HBsAg
utilizando-se testes imunoenzimaticos comerciais (ETI-MAK-4®, Diasorin, Italia ou
HBsAg One®, Radim, Italia). A deteccdo do marcador anti-HBs foi feita utilizando o
EIE comercial (ETI-AB-AUK-3®, Diasorin, Itdlia) e a detecgdo de anti-HBe foi feita
utilizando a técnica de eletroquimioluminéscencia (ECLIA) (Elecsys anti-HBe®,
Roche, Franca). Adicionalmente, foram realizados testes para detecgdo os
marcadores anti-HBc (ETI—AB—COREK—PLUS®, Diasorin, ltalia) e HBeAg (Elecsys
HBeAg®, Roche, Franca) utilizando ensaios comerciais para determinar o
perfilsorologico da infecgéo.

Todas as amostras inicialmente reativas foram retestadas em duplicata (FDA,
1987). Amostras consideradas HBsAg reagente apds retestagem nos EIEs foram
submetidas a detecgdo do HBV DNA pelo método comercial (Cobas Tagman HBV®,
Roche, Frang¢a) quando havia volume de amostra disponivel. O padrdo ouro para
amostras de saliva e sangue total foi o resultado obtido pelo EIE comercial realizado

nas amostras de seus soros correspondentes.
4.3.5. Testes imunoenzimaticos

4.3.5.1. Detecgdo do marcador HBsAg utilizando o EIE ETI-MAK-4®
(Diasorin, ltalia)

O teste € um meétodo imunoenzimatico direto do tipo sanduiche para a
determinagdo qualitativa do HBsAg, baseado na técnica de EIE (Figura 4.6). E
composto por uma placa que apresenta 96 pogos revestidos com anticorpos anti-
HBs (monoclonais) tampdo de lavagem composto por PBS, Tween® 20 e
conservantes; conjugado que é um anticorpo anti-HBs (carneiro) conjugado com
peroxidase de rabano (“horseradish peroxidase” - HRP); cromdgeno/ substrato
(peréxido de hidrogénio em solucdo cromégena de tetrametilbenzidina) e acido

sulfurico.
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Para execucdo do ensaio, 100 pl da amostra e dos respectivos controles
negativo e positivo foram adicionados nos seus respectivos po¢os e incubados por 1
hora £ 5 minutos a 37° C. Neste momento, ocorre a ligacao do HBsAg presente na
amostra ao anticorpo anti-HBs adsorvido na fase soélida. Apés incubacao, realizou-se
ciclo de cinco lavagens, com tampao de lavagem, para remocao dos residuos e 100
ul do conjugado enzimatico foram adicionados em todos 0s pocos exceto no branco.
A reacdo foi incubada por 1 hora £ 5 minutos a 372 C onde o conjugado enzimatico
pode se ligar a fase solida.

Apobs a incubagao com o conjugado, foi realizado novo ciclo de cinco lavagens
com tampao de lavagem. Em seguida, 100 pl do cromdgeno/substrato foram
adicionados em todos 0s pogos e a placa foi entdo incubada ao abrigo da luz por 30
minutos a temperatura ambiente. A agdo da enzima no cromdgeno/substrato produz
uma coloragdo azulada. Ao final deste tempo, foram adicionados 100 pl de &cido
sulfdrico em todos o0s pocos e a coloragdao azulada mudou para amarelada. A leitura
foi realizada em um espectrofotometro em filtro de 450 nm com filtro de referéncia de
630nm.

O valor de ponto de corte foi determinado pela adicao de 0,030 a absorbancia
média do controle negativo. A presenca ou a auséncia de HBsAg foi determinada
pela comparagéo dos valores de absorbancia das amostras com o valor de ponto de
corte. As amostras com valores de absorbéancia acima da zona duvidosa (x10% do
valor de ponto de corte) foram consideradas reativas para HBsAg e aquelas com
valores abaixo dessa zona foram consideradas ndo reativas. As amostras com

valores dentro da faixa duvidosa foram retestadas em duplicata.

3
1 5
2 T - 6
. lllll IIII
c . ;
+ Incubacdo + Incubacdo S;EZSiznﬂf
] ] Lavagem ] ] Lavagem ] ] Incubacéo

Legenda: 1) anticorpo anti-HBs fixado na placa + antigeno HBsAg do paciente. 2) Incubagdo 37°C por 1h
seguida de ciclo de 5 lavagens com tamp&o apropriado. 3) adicdo do conjugado enzimatico (anticorpo anti-HBs
(carneiro) conjugado com peroxidase de rabano (“horseradish peroxidase” — HRP). 4) Incubagéo 37°C por 1h
seguida de ciclo de 5 lavagens com tampao apropriado. 5) Complexo antigeno-anticorpo ligado. 6) Adigdo de
cromégeno/substrato e incubagédo por 30 minhutos a temperatura ambiente.

Figura 4.6 Principio do EIE para detec¢do do marcador HBsAg utilizando o
fabricante Diasorin.
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4.3.5.2. Deteccdo do marcador HBsAg utilizando o EIE HBsAg One®
(Radim, ltalia)

O teste é um método imunoenzimatico direto do tipo sanduiche para a
determinagdo qualitativa do HBsAg, baseado na técnica EIE (Figura 4.7). E
composto por placa que apresenta 96 pocos revestidos com anticorpos anti-HBs
(monoclonais), tampao de lavagem que é uma mistura de tampao fosfato, Tween®
20 e Kathon GC, conjugado (anticorpos monoclonais anti-HBs ligados ao perdxido
de hidrogénio); cromogeno/substrato (per6xido de hidrogénio em solugao
cromogena de tetrametilbenzidina) e acido sulfurico.

Na realizagdo deste ensaio uma pré-lavagem foi inicialmente realizada. Em
seguida 150 pl de amostra, calibradores e controles positivos e negativos foram
adicionados aos seus respectivos pogos. 100 pl do conjugado enzimatico foram
adicionados em todos os pogos, exceto no branco e foi realizada a incubacao da
placa por 2 horas + 10 minutos a 37° C, para que o HBsAg pudesse se ligar ao
anticorpo HBs adsorvido na placa e, para que o conjugado enzimatico pudesse se
ligar ao antigeno HBs presente na amostra.

Novo ciclo de lavagem foi realizado, para remogao dos residuos e 100 pl do
cromodgeno/substrato foi adicionado em todos os pocos. A placa foi novamente
incubada, mas agora ao abrigo da luz por 30 minutos a temperatura ambiente. Neste
momento, a agdo da enzima no cromdgeno/substrato produziu uma coloracao
azulada. Apos a incubagcao com o substrato, adicionou-se 100 pl de acido sulfurico
em todos os pogos e a coloragdo azulada mudou para amarelada. A leitura foi
realizada em um espectrofotdmetro utilizando filtro de 450 nm e filtro de referéncia
de 630nm.

O valor de ponto de corte foi determinado pela adi¢cdo de 0,050 a absorbéancia
média do controle negativo. A presenca ou a auséncia de HBsAg foi determinada
pela comparagéo dos valores de absorbancia das amostras com o valor de ponto de
corte. As amostras com valores de absorbéancia acima da zona duvidosa (x10% do
valor de ponto de corte) foram consideradas reativas para HBsAg e aquelas com
valores de abaixo desta zona foram consideradas ndo reativas. As amostras com

valores dentro da faixa duvidosa foram retestadas em duplicata.
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Legenda: 1) anticorpo anti-HBs fixado na placa + antigeno HBsAg do paciente + conjugado enzimatico

(anticorpos monoclonais anti-HBs ligados ao perdxido de hidrogénio). 2) Incubagéo a 37°C por 2 hs seguida de
ciclo de 5 lavagens. 3) Complexo antigeno-anticorpo ligado 4) Adicdo de cromdgeno/substrato e incubagao por
30 minhutos a temperatura ambiente.

Figura 4.7 Principio do EIE para detecgao do marcador HBsAg utilizando o

fabricante Radim

4.3.5.3. Deteccdo do marcador Anti-HBs utilizando o EIE ETI-AB-AUK-3°
(Diasorin, Italia)

O teste € um meétodo imunoenzimatico direto do tipo sanduiche para a
determinacdo qualitativa/quantitativa do anti-HBs, baseado na técnica EIE. E
composto por placa que apresenta 96 pocos revestidos com HBsAg humano,
tampao de incubacdo, tampao de lavagem que é uma mistura de PBS, Tween® 20 e
conservantes; conjugado que é HBsAg humano conjugado com peroxidase de
rabano (HRP); cromogeno/ substrato (perdxido de hidrogénio em solucéo
cromogena de tetrametilbenzidina) e acido sulfurico.

Nesse teste primeiro foram adicionados 100 ul do tampao de incubacao em
todos os pocos exceto no branco, logo em seguida foram adicionados 100 ul da
amostra, controle e calibradores nos seus respectivos pocos. A placa foi entao,
incubada por 2 h £ 10 minutos a 37°C para que o0s anticorpos que estivessem
presentes nas amostras pudessem se ligar ao antigeno fixado na placa. Apés a
incubacao foi realizado ciclo de cinco lavagens com tampdo de lavagem para
remocao dos residuos. O conjugado enzimatico foi entédo, adicionado na placa (100
ul), em todos os pogos, exceto no branco e a reagao foi incubada por mais 1 hora
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5 minutos a 37°C. Neste momento caso a amostra contivesse anticorpos HBs, estes
estariam ligado ao HBsag fixado na placa e o conjugado se ligaria a este complexo.

Apos adigdo do conjugado, foi realizado novo ciclo de cinco lavagens com
tampao de lavagem para remogao dos residuos € 100ul do cromégeno/substrato foi
adicionado em todos o0s pocos. A reacao foi, por fim, incubada ao abrigo da luz por
30 minutos a temperatura ambiente e a acdo da enzima no cromogeno/substrato
produziu coloragdo azulada. Em seguida, adicionou-se 100 pul de acido sulfdrico em
todos os pogos para interromper a reagcdo e a coloragdo azuladza passou para
amarelada. A leitura foi realizada em um espectrofotébmetro com filtro de 450 nm e
filtro de referéncia de 630nm.

A presenca ou a auséncia de anticorpos anti-HBs foi determinada pela
comparacgao das absorbancias das amostras com a absorbancia média do calibrador
1 (valor de ponto de corte).

As amostras com valores de absorbancia acima da zona duvidosa (£10% do
valor de ponto de corte) foram consideradas reativas para anti-HBs e aquelas com
valores de abaixo desta zona foram consideradas nao reativas. As amostras com
valores dentro da faixa duvidosa foram retestadas em duplicata. O esquema da

reacao esta representado na figura 4.8.
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Legenda: 1) antigeno HBsAg fixado na placa + anticorpo anti-HBs do soro paciente. 2) Incubagao a 37°C por 2
hs seguida de ciclo de 5 lavagens. 3) adigdo do conjugado enzimatico (HBsAg humano conjugado com
peroxidase de rabano- HRP). 4) Incubagdo a 37°C por 1h seguido de ciclo de 5 lavasgens. 5) Complexo
antigeno-anticorpo ligado. 6) Adigdo de cromdgeno/substrato e incubagdo por 30 minhutos a temperatura
ambiente.

Figura 4.8 Principio do EIE para deteccdo do marcador anti-HBs utilizando o
fabricante Diasorin.
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4.3.5.4. Detecgao do marcador anti-HBe por eletroquimioluminescencia
(Elecsys anti-HBe, Roche, Franga)

O ensaio Elecsys anti-HBe é baseado na técnica de ECLIA que utiliza
antigenos HBeAg recombinantes e anticorpos anti-HBe monoclonais. O principio do
teste é de competicao e tem duracéo total de 18 minutos.

Para a realizagdo do teste sdo necessarios 3 conjuntos de reagentes: um
recipiente denominado ‘rack M” composto por microparticulas revestidas de
estreptavidina e conservantes, um recipiente denominado “rack R1” composto por
HBeAg, tampéo HEPES e conservantes, e um terceiro recipiente denominado “rack
R2” composto por anticorpo anti-HBe monoclonal biotinilado, anticorpo anti-HBe
monoclonal marcado com complexo de ruténio, tampdo HEPES e conservantes,
Para realizacdo do ensaio também é necessario um tampao do sistema (Procell)
composto por: tampao de fosfato, tripropilamina, detergente e conservante, e uma
solugdo de limpeza para célula de leitura (Cleancell) composta por hidréxido de
potassio e detergente.

O teste ainda apresenta dois calibradores: o calibrador 1 que é o calibrador
negativo e contem soro humano e conservantes, e o calibrador 2 que € o calibrador
positivo contendo anti-HBe humano em soro humano e conservantes.

Para a realizacdo do ensaio, o conjunto de reagentes foi utilizado nos
calibradores a fim de verificar se os insumos estavam adequados. Este primeiro
ensaio serve como um controle interno da reagdo. Em seguida, adicionou-se 150 pl
da amostra em cubeta prépria para o teste (0 equipamento utiliza cerca de 35 pl
desta amostra para realizagdo do ensaio).

Na primeira incubacdo o anticorpo anti-HBe da amostra se liga ao HBeAg
presente na rack R1 do teste. Na segunda incubacédo ha a adicdo de anticorpos
biotinilados e de anticorpos marcados com complexo de ruténio especificos contra o
HBeAg presentes na rack R2, juntamente com microparticulas revestidas de
estreptavidina presentes na rack M os locais de ligagcao ainda livres nos antigenos
do HBeAg sao ocupados. O complexo formado liga-se a fase solida pela interacao
da biotina e da estreptavidina.

A mistura de reacdo foi aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas sao fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos

nao ligados foram entdo removidos com uso do tamp&o do sistema (Procell). A
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aplicagdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induziu uma emisséo
quimioluminescente que foi medida por um fotomultiplicador.

Os resultados sdo determinados automaticamente pelo programa dos
analisadores Elecsys e cobas comparando o sinal de ECLIA obtido do produto de
reacao da amostra com o sinal do valor do ponto de corte anteriormente obtido pela
calibracao do anti-HBe.

4.3.6. Testes rapidos

O presente estudo foi desenvolvido para avaliar o desempenho de testes
rapidos para diagnéstico da infecgdo pelo HBV, onde somente testes com registro
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foram incluidos. Desta forma,
foram empregados trés distintos testes rapidos para deteccdo do marcador HBsAg
de trés testes distintos: Vikia HBsAg® (Biomérieux, Franca), HBsAg teste rapido
(Doles, Brasil) e Imuno-Rapido HBsAg (Wama, Brasil) e para deteccdo dos
marcadores anti-HBs e anti-HBe foram empregados testes rapidos do fabricante
Wama, Brasil (Imuno-Rapido anti-HBsAg e Imuno-Rapido anti-HBeAg,
respectivamente). Todos os procedimentos para a realizagcdo dos testes foram
realizados conforme as recomendacdes do fabricante, exceto para as amostras de
saliva onde foi utilizado o dobro do volume de amostra recomendado pelo fabricante,
conforme padronizado anteriormente.

Para a avaliacdo dos testes rapidos para deteccdo de anti-HBs e anti-HBe
somente amostras de soro foram empregadas, conforme preconizado pelo
fabricante. Para a avaliacao dos testes rapidos para deteccdo do HBsAg, amostras
de soro, conforme recomendado pelo fabricante e, saliva, a fim de avaliar o seu
possivel uso, ainda que ndo recomendado pelos fabricantes foram empregadas em
todos os testes rapidos avaliados e amostras desangue total foram avaliadas apenas
no teste Vikia HBsAg®, uma vez que era o Unico teste que permitia o uso desse tipo

de amostra.

4.3.6.1. Teste imunocromatografico Vikia HBsAg® (Biomerieux, Franca)

O Vikia HBsAg® (Biomérieux, Franca) é um teste qualitativo rapido baseado

na técnica de imunocromatografia lateral pela associacdo de anticorpos monoclonais
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e policlonais especificos para o HBsAg. O método permite a detec¢do dos principais
subtipos ad e ay no soro, no plasma e sangue total.

O teste consiste em um suporte impregnado com conjugado constituido por
mistura de anticorpos monoclonais anti-HBs ligadosa microesferas de poliestireno de
cor vermelha e complexo BSA-biotinilado ligado as microesferas de cor azul

Para execucao do ensaio, 75 pl de soro ou sangue total foram adicionados ao
dispositivo na regidao determinada, migrando por capilaridade ao longo da
membrana. No caso das amostras de saliva testadas nesse dispositivo, o dobro de
amostra foi adicionado ao teste (150 uL de amostra).

Se o antigeno HBs estivesse presente na amostra, formaria um complexo
antigeno-anticorpo com os anticorpos especificos deste virus, presentes nas
microesferas de poliestireno de cor vermelha.

Os complexos antigeno-anticorpos migraram ao longo da membrana e
fixaram-se aos anticorpos anti-HBs formando complexos visiveis numa linha
vermelha na zona de teste “T” da membrana.

Ao mesmo tempo, o complexo BSA-biotinilado ligado a microsferas de
poliestireno de cor azul migrou ao longo da membrana e fixou-se ao anticorpo anti-
biotina que forma um complexo visivel numa linha azul na zona de controle C. A
auséncia desta linha invalida o teste.

A leitura do teste, independente do tipo de amostra, foi realizada entre 15 e 30
minutos e, conforme o fabricante, ndo se deve interpretar os resultados apos 60

minutos.

4.3.6.2. Teste imunocromatografico Teste Rapido HBsAg® (Doles, Brasil)

O HBsAg teste rapido® (Doles, Brasil) é um teste para determinagao
qualitativa do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), por método
imunocromatografico, usando anticorpos mono e policlonais imobilizados na
membrana para identificacao seletiva de HBsAg em amostras de soro.

O teste consiste em um suporte impregnado com conjugado gamaglobulina-
corante contendo uma combinagao de anticorpos monoclonais e policlonais de fase
solida em forma de sanduiche e duas areas, uma delas contendo reagentes para
deteccao de niveis elevados do HBsAg, e a segunda area onde existe um conjunto

de reagentes que representam o controle de qualidade da placa teste.
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Para execugdo do ensaio, 100 ul de soro foi adicionado ao dispositivo na
regiao determinada migrando por capilaridade ao longo da membrana. No caso de
amostras de saliva, adicionou-se o dobro de amostra ao teste (200 pl).

Se o antigeno HBs estivesse presente na amostra, ele iria se ligar ao
conjugado gamaglobulina-corante, formando um complexo antigeno-anticorpo.

Os complexos antigeno-anticorpos fluiram pela area adsorvente da placa-
teste, indo se ligar aos anticorpos anti-HBs na area de positividade da reagao “T” o
que determina o surgimento de uma banda de cor rosa-clara.

A mistura da reacdo continuou a fluir até atingir a area controle “C”. O
conjugado néo ligado ao antigeno uniu-se aos reagentes desta area produzindo uma
banda de cor rosa e demonstrando que o0s reagentes estavam funcionando
corretamente. A auséncia desta linha invalida o teste.

A leitura foi realizada entre 10 e 20 minutos e, conforme instrugdes do

fabricante, resultados apds 30 minutos nao foram interpretados.

4.3.6.3. Teste imunocromatografico Imuno-Rapido HBsAg® (Wama,
Brasil)

O Imuno-rapido HBsAg® (Wama, Brasil) é um teste baseado no método
imunocromatografico para determinacao qualitativa da presenca de HBsAg em soro,
que utiliza uma combinag¢ao de anticorpos monoclonais e policlonais para detecgéao
de HBsAg no soro.

O teste consiste em um suporte impregnado com conjugado gamaglobulina-
corante contendo uma combinagédo de anticorpos monoclonais e policlonais de fase
solida em forma de sanduiche e duas areas, uma area para detec¢gdo do HBsAg
contendo anticorpos anti-HBs (area “T”), e a outra area onde existe um conjunto de
reagentes que representam o controle de qualidade da placa teste.

Para execucao do ensaio, 100 ul de soro foram adicionados ao dispositivo na
regidao determinada, migrando por capilaridade ao longo da membrana. No caso de
amostras de saliva, adicionou-se o dobro de amostra ao teste (200 pl).

Se o antigeno HBs estivesse presente na amostra, 0 mesmo iria se ligar ao
conjugado gamaglobulina-corante formando um complexo antigeno-anticorpo. Os

complexos antigeno-anticorpos fluiriam pela area adsorvente da placa-teste até se
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ligar aos anticorpos anti-HBs na area de positividade da reagéo “T” determinando o
surgimento de uma banda de cor rosa-clara.

A mistura da reagao continuou a fluir atingindo a area controle “C”. O conjugado
nao ligado ao antigeno uniu-se aos reagentes desta area, produzindo uma banda de
cor rosa e demonstrando que os reagentes estdo funcionando corretamente. A
auséncia desta linha invalida o teste.

A leitura foi realizada entre 10 e 20 minutos e, conforme instrucbes do
fabricante, resultados apds 30 minutos nao foram interpretados.

4.3.6.4 Teste imunocromatografico Imuno-Répido anti-HBsAg® (Wama, Brasil)

O Imuno-rapido anti-HBsAg® (Wama, Brasil) é um teste imunocromatografico,
que utiliza o principio sanduiche para detectar a presenca de anticorpos HBs no
sangue total, soro ou plasma humano, usando HBsAg marcado com ouro coloidal. O
teste consiste em um suporte impregnado com conjugado de HBsAg e ouro coloidal
e duas areas, uma area para deteccdo de anti-HBs contendo antigenos HBs
presentes na regido da area teste (T), e a segunda que representa o controle de
qualidade da placa teste contendo anticorpo HBs presente na regido da area
controle (C).

Para execucao do ensaio 100 ul de soro foram adicionados ao dispositivo na
regido determinada migrando por capilaridade ao longo da membrana.

Se o anticorpo HBs estivesse presente na amostra, 0 mesmo iria se ligar ao
conjugado HBsAg-ouro coloidal formando um complexo antigeno-anticorpo. Os
complexos antigeno-anticorpos fluiram pela &rea adsorvente da placa-teste indo se
ligar aos antigenos HBsAg presentes na area de positividade da reagdo “T”, o que
determina o surgimento de uma banda colorida.

A mistura da reagao continuou a fluir até atingir a area controle “C”. O conjugado
nao ligado ao antigeno da area teste uniu-se ao anticorpo HBs presente na regido
da area controle, determinando o aparecimento de uma banda colorida nesta regido
(C) e demonstrando que os reagentes estdo funcionando corretamente. O nao
aparecimento dessa banda invalida o teste.

A leitura foi realizada entre 15 e 20 minutos e, conforme instrucées do
fabricante, resultados apds 20 minutos nao foram interpretados.
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4.3.6.5 Teste imunocromatografico Imuno-Rapido anti-HBeAg® (Wama,
Brasil)

O Imuno-rapido anti-HBeAg® (Wama, Brasil) é um teste imunocromatografico,
que utiliza o principio competitivo para detectar a presenca de anticorpos HBe no
sangue total, soro ou plasma humano, com a finalidade de identificar individuos em
fase de convalescéncia da hepatite B.

O teste consiste em um suporte impregnado com uma quantidade limitada de
conjugado HBeAg marcado com ouro coloidal e duas areas, uma contendo
anticorpos HBe imobilizados e a segunda onde existe um conjunto de reagentes que
representam o controle de qualidade da placa teste.

Para execugao do ensaio, 100 ul de soro foram adicionados ao dispositivo na
regido determinada migrando por capilaridade ao longo da membrana.

Se a amostra contivesse anticorpos HBe, os mesmos competiriam com
anticorpos HBe imobilizados na regiao teste da membrana de nitrocelulose da placa-
teste por uma quantidade limitada de conjugado HBeAg marcado com ouro coloidal,
levando a auséncia de banda colorida na area teste (T).

Deste modo, reacdo entre o anticorpo imobilizado na membrana e o
conjugado coloidal seria neutralizado pela presenca dos anticorpos HBe da amostra.
Na auséncia dos anticorpos HBe na amostra, haveria o aparecimento de uma banda
colorida na area teste.

Na area controle (C) sempre aparece uma banda colorida, demonstrando que
os reagentes estdo funcionando corretamente. A auséncia desta linha invalida o
teste.

A leitura é realizada entre 15 e 20 minutos e, conforme instru¢gées do
fabricante, resultados apds 20 minutos ndo devem ser interpretados.

O esquema resumido para testagem utilizando os testes rapidos selecionados
nesse estudo pode ser observado na tabea 4.1.
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Tabela 4.1 — Resumo do esquema de testagem utilizando os testes rapidos

selecionados pelo estudo

Soro 75 L
Biomérieux Vikia HBsAg Sangue 75 uL Até 15 min
totalSaliva 150 pL
HBsAg teste Soro 100 pL ) )
Doles . ) Até 20 min
rapido Saliva 200 pL
Imuno-rapido Soro 100 u L ]
Até 20 min
HBsAg Saliva 200 pL
Imuno-rapido ] _
Wama Soro 100 pL Até 20 min
anti-HBsAg
Imuno-rapido i .
) Soro 100 pL Até 20 min
anti-HBeAg

4.4. Avaliacao da reprodutibilidade e repetitividade dos testes rapidos para
deteccao de HBsAg

Para a avaliacdo da repetitividade, onze replicatas de soro conhecidamente
reagentes e nao reagentes para o marcador HBsAg [amostras proveniente do
controle de qualidade interno (CQIl) do LRNHV/IOC)] com valores da razdo de
DO/PC entre 1,3 e 3,2 foram testadas simultanea e independentemente, por dois
diferentes técnicos. Para a avaliacdo da reprodutibilidade (inter-teste), o mesmo
protocolo foi repetido por dois diferentes dias.

A avaliacdo foi realizada para todos os testes rapidos para deteccdo do
marcador HBsAg em amostras de soro e saliva. O protocolo foi realizado como

descrito acima para os dois tipos de amostra (Figura.4.9).
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Figura 4.9 Representacao esquematica da testagem para avaliacao da

repetitividade e reprodutibilidade em amostras de soro e saliva

Em relacdo as amostras de saliva, essas foram coletadas como descrito no
item 4.2 de individuos com sorologia negativa para HBsAg. Estas amostras foram
homogeneizadas para obtencdo de uma unica amostra com volume suficiente para
realizacdo dos ensaios. Em seguida, foi realizada uma diluicdo de 1:1 com amostras
de soro HBsAg reagente. Para esta diluicdo, 12,1 ml de soro HBsAg reagente foram
adicionados em 12,1 ml de saliva proveniente de individuos soronegativos e
homogeneizados com auxilio de agitador automatico tipo vortex (GV Lab, Gilson).

4.5. Avaliacao dos testes rapidos na deteccao do marcador HBsAg em
amostras reagentes para outras infeccoes

Para avaliar a interferéncia de outras infeccbées no desempenho dos testes
rapidos para deteccdo do marcador HBsAg, foram incluidas amostras de soro
reativas para diferentes infeccdes, sendo 20 amostras reativas para o virus da
dengue (cinco para cada um dos sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4),
69 para o HIV, 49 para Treponema pallidum e 137 para HCV.

As amostras foram testadas primeiramente para detectar a presenca de
HBsAg utilizando o ensaio comercial ETI-MAK-4® (Diasorin, Italia). Em seguida, as
amostras foram submetidas a deteccdo do HBsAg utilizando os trés testes rapidos
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(Vikia HBsAg®, Biomérieux, Franga; Imuno-rapido HBsAg®, Wama, Brasil e HBsAg

teste rapido®, Doles, Brasil).

4.6. Analise dos dados

Apenas amostras com resultados definidos (reagentes ou nao reagentes)
foram incluidas para avaliacdo do desempenho dos testes. Amostras com sorologia
indeterminada foram excluidas da andlise.

As informagdes epidemioldgicas, clinicas, resultados dos testes sorolégicos e
dos testes rapidos foram digitados e incluidos em um banco de dados (Access 2000,
Microsoft Inc., EUA) para analises posteriores; andlises estatisticas foram realizadas
no programa SPSS para Windows, versdo 10.0 (SPSS Inc., EUA) e para a avaliagao
de parametros relacionados ao desempenho do teste (sensibilidade, especificidade,
valores preditivo positivo e negativo) foram utilizados os Programas GraphPad
InStat, versdao 3.01 (GraphPad Software, San Diego, EUA) e MedCalc, versao
9.2.1.0 (MedCalc Software, Mari-akerke, Bélgica).

Analises descritivas foram avaliadas para calculo de frequéncia, média *
desvio padrdao (DP), mediana e intervalos de confianca (IC 95%). Analises de
frequéncias foram realizadas para avaliar as diferencas entre os valores observado e
esperado dos grupos e foram utilizados teste x2 ou teste exato de Fisher, e variaveis
quantitativas foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney.

A deteccao do marcador HBsAg em amostras de soro em EIEs comerciais foi
utiizada como padrdo ouro para avaliacdo da sensibilidade clinica (Sc),
especificidade (E), valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) para cada um
dos testes rapidos avaliados, e intervalos de confianga de noventa e cinco por cento
(IC 95%) foram calculados com o método exato.

Para avaliar a concordancia entre o perfil sorolégico das amostras dos painéis
e os resultados apresentados pelos testes rapidos, procedemos a analise de tabelas
de contingéncia e calculo do indice Kappa.

O coeficiente Kappa (k) foi utilizado para avaliar o grau de concordancia entre
os resultados obtidos nos testes rapidos e ensaios imunoenzimaticos, de acordo
com a seguinte interpretacdo: k <20%, pobres, k = 21-40 %, justo, k = 41-60 %,
moderada; k = 61-80 %, bom, e k = 81-100%, muito bom (Altiman 1991). Os valores

de P (bicaudal) <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1.Painel de referéncia

Na construcdo do painel de referéncia para avaliagdo do marcador HBsAg
foram incluidas 393 amostras de soro. A populacao recrutada apresentava média de
idade (+ desvio padrdo) igual a 40,32 anos (£14,78) e predominancia do sexo
feminino (61,24%). Dentre as amostras obtidas, o HBsAg foi detectado em 103
amostras e ndo foi detectado em 290 amostras utilizando os dois EIEs (HBsAg
One®, Radim e ETI-MAK-4®, Diasorin). Oitenta e seis amostras HBsAg reagentes
foram submetidas a deteccdo do HBV DNA e 66 delas foram reagentes.

Ao avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes rapidos em relacao aos
resultados do EIE, o teste Vikia HBsAg® (Biomérieux) apresentou melhor
concordancia (98,68%), seguido pelo Imuno-rapido HBsAg®, Wama (94,7%) e
HBsAg teste rapido® (Doles) (93,34%). Quando somente amostras HBsAg reagentes
e HBV DNA detectado foram incluidas (n=66), houve um pequeno aumento na
sensibilidade dos testes avaliados, porém os desempenhos foram semelhantes
aqueles observados na analise anterior conforme pode ser observado na tabela 5.1.
Um maior nimero de amostras falso-negativas foi observado com o teste HBsAg
Teste Rapido® (Doles) e nenhuma amostra falso positiva foi encontrada com o teste
Vikia HBsAg® (Biomérieux) nos dois cenarios avaliados. As amostras falso negativas
observadas nos testes rapidos avaliados apresentaram valores médios de DO/PC
pelo EIEs inferiores aqueles observados nas amostras com resultados verdadeiros
positivos (Tabela 5.2).
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Tabela 5.1 - Valores de acuracia (%) pelos testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux), Imuno-rapido HBsAg® (Wama) e HBsAg teste rapido® (Doles)
para detecgdo de HBsAg em comparagdo com os resultados obtidos em amostras de soro avaliadas em dois testes imunoenzimaticos (HBsAg
One®, Radim e ETI-MAK-4®, Diasorin)

VP+VN/TOT
Sensibilidade Especificidade VPP VPN K
Perfil da avaliacao / P AL
. (IC%) (IC%) (IC%) (IC%) (IC%)
Fabricante
HBsAg nao reagente / HBsAg reagente(n=393)
. ® 98,06% 100,00% 100,00% 99,32% 98,68% 99,49%
Vikia HBsAg <0.0001
(93,16-99,76) (98,74-100,00) (96,42-100,00) (97,54-99,92) (96,85-100)
Imuno-Rapido 95,15% 98,97% 97,03 98,29% 94,7% QETr 97,96%
< V.
HBsAg® (89,03-98,40) (97,01-99,79) (91,58-99,38) (96,05-99,44) (91,07-98,33)
HBsAg teste 93,20% 98,97% 96,97% 97,62% 93,34% 0.0001 97,45%
< U.
rapido® (86,51-97,22) (97,01-99,79) (91,39-99,37) (95,16-99,04) (89,26-97,42)
HBsAg nao reagente / HBsAg reagente com HBV DNA detectado (n=356)
. ® 98,48% 100,00% 100,00% 99,66% 99,06% 99,72%
Vikia HBsAg <0.0001
(91,84-99,96) (98,74-100,00) (94,49-100,00) (98,10-99,99) (97,23-100,00)
Imuno-Rapido 96,97% 98,97% 95,52% 99,31% 95,38% A 98,87%
< U.
HBsAg® (89,47-99,63) (97,01-99,79) (87,47-99,07) (97,52-99,92) (91,36-99,4)
HBsAg teste 96,97% 98,97% 95,52% 99,31% 95,38% 0.0001 98,87%
< V.
rapido® (89,47-99,63) (97,01-99,79) (87,47-99,07) (97,52-99,92) (91,36-99,4)

Legenda: VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concordancia kappa; n= nimero de amostra; IC= intervalo de confianga
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Tabela 5.2 - Valores médios da razdo DO/PC obtidos em dois EIEs comerciais (HBsAg One®, Radim e ETI-MAK 4®, Diasorin) de acordo com os

resultados falso negativos e verdadeiro positivos obtidos nos testes rapidos (Vikia HBsAg®, Biomérieux; Imuno-rapido HBsAg®, Wama e HBsAg teste

rapido®, Doles) no estudo utilizando painel de referéncia

Teste rapido

Vikia HBsAg® (Biomérieux)

Imuno-rapido HBsAg® (Wama)

HBsAg teste répido® (Doles)

Ensaio HBsAg HBsAg

Falso negativo Verdadeiro positivo
DO/PC média + DP DO/PC média + DP

imunoenzimatico

HBsAg HBsAg
Falso negativo Verdadeiro positivo
DO/PC média + DP DO/PC média + DP

HBsAg HBsAg
Falso negativo Verdadeiro positivo
DO/PC médiat DP DO/PC médio + DP

HBsAg One® 2,60+1,63 64,01+10,14
(Radim) p= 0,0004
ETI-MAK-4° 4,64 +1,29 75,07+9,90
(Diasorin)
p=0,0004

21,59+22,23
p= 0,0004

64,9218,35

39,03+32,48 75,4719,63

p=0,0005

36,49+30,77 64,7318

p=0,0443
53,00+33,25 75,21+10,09

p=0,0378

Legenda: DO/PC= densidade ética/ponto de corte; DP= desvio padrao
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5.2. Estudo de campo

5.2.1. Deteccao do marcador HBsAg de acordo com o EIE

Para a avaliacao dos testes rapidos de deteccao de HBsAg no estudo de
campo, foram obtidas 3273 amostras biologicas, onde 1503 eram amostras de soro,
1268 amostras de sangue total e 502 amostras de saliva.

A média de idade (+ desvio padrao) dos individuos que forneceram amostras
de soro, sangue total e saliva foi igual a 32,63 (+18,43) anos, 34,89 (£12,95) anos e
34,06 (£16,15) anos, respectivamente. Houve também predominio do sexo feminino
com 51,93%, 55,19% e 52,93%, respectivamente, nos 3 grupos de individuos que
forneceram soro, sangue total e saliva (Tabela 5.3).

Entre as 1503 amostras de soro testadas, o HBsAg foi detectado em 178 e
nao detectado em 1325 pelo EIE comercial. Dentre as 178 amostras HBsAg
reagentes, 119 foram submetidas a deteccao do HBV DNA e 96 foram HBV DNA
reagentes. Amostras de sangue total e saliva tiveram o HBsAg detectado em 37 e 88
amostras e nao detectado em 1231 e 414 amostras de seus soros correspondentes,
respectivamente.

A quantidade de amostra obtida de cada tipo de fluido biolégico, bem como o
nuamero de amostras reagentes e nao reagentes, em cada situacao pode ser melhor

observada na figura 5.1.

502

Saliva

1231

® HBSAg reagente m HBsAg reége nte HBsAg reagente
W HBsAg ndo reagente 1 HBsAg ndo reagente W HBsAg ndo reagente
Figura 5.1- Numero total de amostras obtidas em cada fluido e separagéo entre as

reagentes e as ndo reagentes para o marcador HBsAg no estudo de campo.
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Tabela 5.3 - Dados demogréficos (sexo e idade) e frequéncia de detecgdo de HBsAg pelo EIE e HBV DNA pelo teste molecular de

acordo com o fluido biolégico (soro, sangue total e saliva) em cada grupo avaliado no estudo de campo.

Centros de referéncia Baixa prevaléncia Alta vulnerabilidade Total dos grupos
Sangue ) Sangue ) ) Sangue )
Dados Soro Saliva Soro Saliva Soro Sangue total Saliva Soro Saliva
total total total
Sexo
Feminino (%) 46,64% 49,06% 51,12% 53,39% 53,98% 49,54% 55,69% 58,93% 57,32% 51,93% 55,19% 52,93%
Masculino (%) 53,36% 50,94% 48,88% 46,61% 46,02% 50,46% 44,31% 41,07% 42,68% 48,07% 44.81% 47,07%
Idade
Média (Desvio padrdo) em 46,59 48,49 45,27 26,80 32,71 29,42(+17 31,30 33,40 32,88 32,63 34,49 34,06
anos (£13,78) (£13,73) (£13,52) (£18,99) (£19,35) ,59) (£13,35) (£14,25) (£14,91) (£18,43) (12,95) (x16,15)
Marcador HBsAg
167 28 82 5 3 2 6 6 4 178 37 88
Reagentes (n/%)
(45,01%)  (25,93%) (44,32%) (0,57%) (0,39%) (1,25%) (2,39%) (1,53%) (0,25%) (11,84%) (2,92%) (17,53%)
~ 204 80 103 876 764 158 245 387 153 1325 1231 414
Nao reagentes (n/%)
(54,99%)  (74,07%)  (55,68%) (99,43%) (99,61%)  (98,75%) (97,61%) (98,47) (97,45%) (88,16%)  (97,08%) (82,47%)
HBsAg reagente + HBV DNA
HBV DNA néo detectado 22 7 7 1 2 1 0 0 0 23 9 8
(n/%) (13,17%)  (25,00%) (8,54%) (20,00%) (66,67%) (50,00%) (0,00%) (0,00%) (0,00%) (12,92%)  (24,32%) (9,09%)
95 14 59 1 1 1 0 0 0 96 15 60
HBV DNA detectado (n/%)
(56,89%) (50,00) (71,95%)  (20,00%) (33,33) (50,00%) (0,00%) (0,00%) (0,00%) (53,93%) (40,55%)  (68,18%)
50 7 16 3 0 0 6 6 4 59 13 20

HBV DNA nao testado (n/%)
(29,94%)  (25,00%) (19,51%) (60,00%) (0,00%) (0,00%) (100,00%) (100,00%) (100,00%)  (33,15%) (35,13%) (22,73%)
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Avaliacao da deteccao do marcador HBsAg pelos testes rapidos

Ao avaliarmos a deteccao do HBsAg pelos trés testes rapidos empregados
(Vikia HBsAg®, Biomérieux; Imuno-rapido HBsAg®, Wama e HBsAg teste rapido®,
Doles) em amostras de soro, verificamos que o teste Vikia HBsAg® (Biomérieux)
apresentou melhor desempenho (concordancia igual a 96,08%), seguido pelos
testes HBsAg teste rapido® (Doles) com concordancia igual a 88,41% e Imuno-
rapido HBsAg® (Wama) com concordancia igual a 87,62%.

O desempenho dos testes rapidos em amostras de soro variou de acordo com
o perfil da populagdo estudada. No grupo de centros de referéncias (i) e no grupo
com alta vulnerabilidade (iii), o teste Vikia HBsAg® (Biomérieux)apresentou melhor
desempenho (concordancia igual a 96,17% no grupo i € 79,61% no grupo iii),
seguido pelos testes Imuno-rapido HBsAg® (Wama) (concordancia igual a 93,98%
no grupo | e 72,12% no grupo iii) e HBsAg teste rapido® (Doles) (concordancia igual
a 93,43% no grupo i e 65,85% no grupo iii). Na populacdo com Baixa prevaléncia
(grupo i), o teste Vikia HBsAg® (Biomérieux)apresentou bom desempenho
(concordancia igual a 66,5%) enquanto que os testes HBsAg teste rapido® (Doles) e
Imuno-rapido HBsAg® (Wama) apresentaram baixo desempenho (concordancia igual
a 17,96% e 21,5%, respectivamente). Maiores valores de sensibilidade do teste
rapido foram observados no grupo de alta endemicidade e a especificidade foi acima
de 97% em todos os grupos avaliados (Tabela 5.4).

Os valores médios de DO/PC pelo EIE foram inferiores em amostras HBsAg
falso negativas pelos testes rapidos quando comparadas as amostras HBsAg
verdadeiro positivas (Tabela 5.5).

A deteccdo do HBsAg em amostras de soro pelos trés testes rapidos
avaliados apresentou 95,5% de concordancia entre eles. A concordancia de
resultados entre os testes Vikia HBsAg® (Biomérieux)e Imuno-rapido HBsAg®
(Wama) e entre os testes HBsAg teste rapido® (Doles) e Imuno-rapido HBsAg®
(Wama) foram iguais a 97,19%, enquanto a concordancia entre os testes rapidos
dos fabricantes Vikia HBsAg® (Biomérieux) e HBsAg teste rapido® (Doles) foi igual a
96,63%.
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Tabela 5.4 - Valores de acuracia (%) pelos testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux), Imuno-rapido HBsAg® (Wama) e HBsAg teste

rapido®, (Doles) em comparagdo com os resultados obtidos pelo teste imunoenzimatico ETI-MAK-4® (Diasorin) em amostras de soro de

acordo com o perfil da populagéo estudada

Fabricante (n)

Sensibilidade
(IC%)

Especificidade
(IC%)

VPP
(IC%)

VPN
(IC%)

K
(IC%)

Centros de

Baixa

alta

referéncias

prevaléncia

vulnerabilidade

Total dos grupos

Vikia HBsAg® (371)
Imuno-rapido HBsAg® (371)
HBsAg Teste rapido® (371)
Vikia HBsAg ® (881)
Imuno-rapido HBsAg® (881)
HBsAg Teste rapido® (881)
Vikia HBsAg ® (251)
Imuno-rapido HBsAg® (251)
HBsAg Teste rapido® (251)

Vikia HBsAg ® (1503)

Imuno-rapido HBsAg®
(1503)

HBsAg Teste rapido®
(1503)

95,81% (91,54-98,30)
94,01% (89,27-97,09)
93,41% (88,53-96,67)
60,00% (14,67-94,73)
60,00% (14,67-94,73)
60,00% (14,67-94,73)
66,67% (22,27-95,67)
66,67% (22,27-95,67)
66,67% (22,27-95,67)

93,82% (89,21-96,87)

92,13% (87,14-95,63)

91,57% (86,50-95,21)

100,00% (98,21-100,00)
99,51% (97,30-99,99)
99,51% (97,30-99,99)
99,89% (99,37-100,00)
97,26% (95,94-98,24)
97,83% (96,63-98,69)

100,00% (98,51-100,00)
99,59% (97,75-99,99)
99,18% (97,08-99,90)

99,92% (99,58-100,00)

98,04% (97,14-98,71)

98,34% (97,49-98,96)

100% (97,72-100,00)
99,37% (96,53-99,98)
99,36% (96,51-99,98)
75,00% (19,42-99,37)
11,11% (23,55-29,18)

13,64% (29,04-34,94)

100,00% (39,76-100,00)

80,00% (28,35-99,49)
66,67% (22,27-95,67)

99,40% (96,73-99,98)

86,32% (80,57-90,86)

88,11% (82,57-92,39)

96,68% (93,30-98,65)
95,31% (91,53-97,72)
94,86% (90,99-97,41)
99,77% (99,18-99,97)
99,77% (99,16-99,97)
99,77% (99,16-99,97)
99,19% (97,11-99,90)
99,19% (97,11-99,90)
99,19% (97,11-99,90)

99,18% (98,53-99,59)

98,93% (98,21-99,42)

98,86% (98,13-99,36)

96,17% (93,36-98,98)
93,98% (90,48-97,48)
93,43% (89,77-97,09)
66,50% (28,65-100)
17,96% (0-49,02)
21,50% (0-54,67)
79,61% (51,46-100)
72,12% (40,76-100)
65,85% (32,65-99,05)

96,08% (93,87-98,29)

87,62% (83,83-91,41)

88,41% (84,72-92,1)

< 0,0001

< 0,0001

< 0.0001

< 0.0001

0.0002

0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concordancia kappa; n= nimero de amostra; IC= intervalo de confianga
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Tabela 5.5 - Valores médios de DO/PC obtidos pelo ensaio imunoenzimatico (ETI-MAK-4®, Diasorin) em amostras de soro HBsAg falso

negativas (FN) e verdadeiro positivas (VP) obtidas nos testes rapidos para deteccdo de HBsAg (Vikia HBsAg®, Biomérieux; Imuno-

rapido HBsAg®, Wama e HBsAg teste rapido®, Doles de acordo com o perfil da populagéo estudada

Vikia HBsAg® (Biomérieux)

Imuno-rapido HBsAg® (Wama)

HBsAg teste répido® (Doles)

Grupo HBsAg HBsAg HBsAg HBsAg HBsAg HBsAg
Falso negativo Verdadeiro positivo Falso negativo Verdadeiro positivo Falso negativo Verdadeiro positivo
(DO/PC média + DP) (DO/PC média £ DP) (DO/PC média £ DP) (DO/PC média £ DP) (DO/PC média + DP) (DO/PC média £ DP)
Centros de 24,77+25,28 70,81+£10,69 35,50+27,56 71,00+10,69 43,30+ 32,09 70,68+ 10,93
referéncia p<0,0001 p<0,0001 p=0,0120
Baixa 2,82+1,19 79,00+2,94 2,82+1,19 79,00+2,94 2,82+1,19 79,00+2,94
prevaléncia Baixo n de amostras ndo permitiu calculo de p Baixo n de amostras ndo permitiu calculo de p Baixo n de amostras ndo permitiu calculo de p
Alt 2,12+0,26 67,1016,55 2,12+0,26 67,1016,55 2,12+0,26 67,1046,55
a

vulnerabilidade

Total dos grupos

Baixo n de amostras ndo permitiu célculo de p
16,66+22,59 70,82+10,20

p<0,0001

Baixo n de amostras ndo permitiu célculo de p
26,06+ 27,67 71,71+ 10,08

p<0,0001

Baixo n de amostras ndo permitiu célculo de p
32,41+32,94 70,70+£10,35

p<0,0001

Legenda: DO/PC= densidade 6tica/ponto de corte; DP= desvio padrao
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O teste Vikia HBsAg® (Biomérieux) também foi avaliado em amostras de
sangue total, onde o melhor desempenho foi observado na populacdo de alta
vulnerabilidade (concordancia igual a 79,75%). Ao avaliarmos o desempenho do
teste na populacdo com alta endemicidade e na populacdo total, observamos
concordancia deste teste rapido com o EIE igual a 72,7% nos dois grupos de
amostras. Nao foi possivel determinar a concordancia do ensaio na populacao de
Baixa prevaléncia, pois o teste deste fabricante ndo conseguiu detectar os
verdadeiros positivos (Tabela 5.6).

Uma vez que o teste rapido nao foi capaz de detectar os verdadeiros positivos
na populacao com Baixa prevaléncia e que nao foi possivel ser realizada a testagem
do HBV DNA na populagdo com alta vulnerabilidade, essa avaliagdo nao foi

realizada.

Tabela 5.6 - Valores de acuracia (%) do teste rapido Vikia HBsAg® (Biomérieux) em
amostras de sangue total em comparacdo com os resultados obtidos nas
respectivas amostras de soro pelo teste imunoenzimatico ETI-MAK-4® (Diasorin) de

acordo com o perfil da populacéo estudada

Grupos Avaliados

Paradmetros Alta - Alta
Baixa prevaléncia . Total dos grupos
endemicidade vulnerabilidade
(n=767) (n=1268)
(n=108) (n=393)
64,29% 0,00% 66,67% 59,46%
Sensibilidade (IC%)

(44,10-81,38) (0-70,76) (22,27-95,67) (42,05-75,23)

Especificidade 100,00% 99,87% 100% 99,92%
(IC%) (95,49-100,00) (99,27-100,00) (99,05-100,00) (99,55-100,00)

VPP 100,00% 0,00% 100,00% 95,65%
(IC%) (81,46-100,00) (0,00-97,50) (39,76-100,00) (78,07-99,89)

VPN 88,89% 99,61% 99,49% 98,80%
(IC%) (80,50-94,54) (98,86-99,92) (98,15-99,94) (98,02-99,32)

K 72,73% . 79,75% 72,72%
(IC%) (56,63-88,83) (51,76-100,00) (59,44-86,00)

P < 0.0001 1.0000 < 0.0001 < 0.0001

Legenda: VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concordancia kappa; n= nimero de

amostra; IC= intervalo de confianga; * resultado n&o obtido.
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Os testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux), Imuno-rapido HBsAg® (Wama)
e HBsAg teste rapido® (Doles) também foram avaliados em amostras de saliva, onde
os valores de especificidade foram maiores que 96% em todos os testes e grupos
avaliados. Por outro lado, os valores de sensibilidade foram baixos em todos os
testes e populacdes avaliadas.

A tabela 5.7 demonstra melhor desempenho do teste rapido Imuno-rapido
HBsAg® (Wama) com concordancias iguais a 45,65% no total das populagdes
estudadas, 40,68% na populacdo de centros de referéncia e 32,2% na populagédo
com baixa endemicidade. Na populacdo com alta vulnerabilidade, nenhum dos
testes rapidos avaliados conseguiu detectar amostras HBsAg verdadeiro positivas.
Também foi possivel observar alta frequéncia de resultados falsos negativos para
detecgdo do HBsAg em todos os testes rapidos avaliados em compara¢gao com 0s
resultados verdadeiros positivos.
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Tabela 5.7 - Valores de acuracia (%) dos testes e frequéncia de amostras HBsAg verdadeiro-positivas, falso-positivas, verdadeiro-

negativos e falso-negativos detectadas pelos testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux), Imuno-rapido HBsAg® (Wama) e HBsAg teste

rapido® (Doles) em comparagio com os resultados obitidos pelo ensaio imunoenzimético ETI-MAK-4® (Diasorin) em amostras de saliva

de acordo com o perfil da populagcédo estudada

Perfil Fabricante Se (IC%) E (IC%) VPP (IC%) VPN (IC%) K (IC%) VP(n)  FN(n)  VN(n)  FP(n)
i 7.31% 98,06% 75,00% 57,06% 5,92%
Vikia HBsAQ® ; ’ : ' ’ 6 76 101 2
0 (2,72-15,2) (93,16- 99,76) (34,90-96,82)  (49,47%- 64,53) (0,00-21,8)
o2  Imuno-Répido 40,24% 98,06% 94,29% 67,33% 40,68%
25 4o 33 49 101 2
25 HBSA (29,54-51,71) (93,16 - 99,76) (80,85-99,30) (59,16-74,80) (26,82-54,54)
o Teste rapido 2,43% 98,06% 50,00 55,80% 0,55% » 80 101 5
HBsAg® (0,29-8,53) (93,16-99,76) (67,61-93,24) (48,20-63,21) (0,00-16,61)
. ® 0.00% 96,84% 0,00% 98,71% .

g VikaHBsAg (0,00-84,19) (92,77-98,97) (0,00-52,17) (95,42-99,84) 0 2 158 S
£§  Imuno-Répido 50,00% 98,10% 25,00 99,36% 32,2% ] 1 155 5
ST HBSA (1,25-98,74) (94,56-99,61) (0,63-80,58) (96,48-99,98) (0,00- 97,8)

[0} s

5 Teste rapido * * * *

o *

HBSAG® 0 2 158 0

2 Vikia HBsAg® ) ) * * ) 0 4 153 0
<& Imuno-Rapido 0,00% 97,39% 0,00% 97,39% . 0 . 149 .
£3 HBSA (0,00-60,24) 93,45-99,28 (0,00-60,24) 93,45-99,28
©®

£ Teste rapido 0,00% 98,04% 0,00% 97,40% x 0 . 150 3

3 HBsAG® (0,00-60,24) (94,39-99,59) (0,00-70,76) (93,49-99,29)

. ® 6,81% 98,31% 46,15% 83,23% 7,72%
" Vikia HBsAg (2,54-14,27) (96,55-99,32) (1922-74.88)  (79,64%86,40) (0,00- 25,11) 6 82 407 ’
38 Imuno-Répido 38,64 97,8% 79,07% 88,24% 45,65% a4 54 405 9
s 3 HBsA (28,40-49,62) (95,92-99,00) (63,93-89,95) (84,91-91,02) (33,1-58,2)
Ie (o))
Teste répido 2,27% 98,79% 28,57% 28,57% 1,67% » 86 409 5
HBsAg® (0,27-7,96) (97,21-99,61) (3,66-70,93) (3,66-70,93) (0,00-19,95)

Se= Sensibilidade clinica; E= Especificidade; VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concordancia kappa; VP= verdadeiro positivo; FN= falso negativo,

VN=verdadeiro negativo, FP= falso positivo, /IC= intervalo de confianga; * resultado ndo obitido.
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5.2.2. Deteccao do marcador anti-HBs de acordo com o EIE

Para avaliagdo do teste rapido para deteccdo do marcador anti-HBs, foram
coletadas amostras de soro de um total de 2330 individuos, sendo 812 anti-HBs
reagentes e 1518 anti-HBs ndo reagentes pelo EIE. (ETI-AB-AUK-3®, Diasorin) A
populacao apresentava média de idade (£ desvio padrao) igual a 34 anos (£19,38) e
predominio do sexo feminino (54,71%).

A média de idade (+ desvio padrao) de acordo com os grupos avaliados no
estudo de campo foi igual a 48 (+£13,99), 29 (+20,39) e 33 (£14,41) para 0s grupos
de centro de referéncia (grupo i), Baixa prevaléncia (grupo ii) e alta vulnerabilidade
(grupo iii). Todos os grupos apresentaram predominio do sexo feminino. O anti-HBs
foi detectado pelo EIE em 133, 572 e 107 individuos e ndo detectado em 290, 954 e
274 amostras para os grupos |, Il e lll, respectivamente.

Como pode ser observado na tabela 5.8, a especificidade do teste rapido para
deteccdo do anti-HBs foi semelhante nos trés grupos avaliados, onde foram
observados resultados discordantes em 1, 4 e 19 amostras de soro nos grupos i, iii e
ii, respectivamente. A sensibilidade de teste para deteccdo do anti-HBs foi
relativamente baixa em todos os grupos avaliados, onde maior sensibilidade foi
encontrada na populagdo com baixa prevaléncia (51,05%, 292/572), seguido da
populacdo de alta endemicidade (50,38%, 67/133) e alta vulnerabilidade (46,73%,
50/107).

Na tabela 5.9 podemos observar que as amostras anti-HBs falso-negativas
pelo teste rapido Imuno-rapido anti-HBsAg® (Wama) apresentam valores médios de
DO/PC pelo EIE ETI-AB-AUK-3® (Dlasorin) significativamente inferiores aqueles
observados nas amostras anti-HBs verdadeiro positivas.
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Tabela 5.8 Valores de acuracia (%) pelo teste rapido Imuno-rapido anti-HBsAg®

(Wama) em amostras de soro em comparacado com os resultados obtidos pelo teste
imunoenzimatico (ETI-AB-AUK-3®, Diasorin) de acordo com o perfil da populacdo

estudada.
Centros de Baixa prevaléncia Alta Total dos grupos
Dados . vulnerabilidade
referéncia (n=423) (n=1526) (n=2330)
(n=381)

Sensibilidade 50,38% 51,05% 46,73% 50,37%
(IC%) (41,63-59,10) (46,92-55,16) (87,05-56,59) (46,94-53,80)

Especificidade 99,66% 98,01% 98,54% 98,42%
(IC%) (98,09-99,99) (96,91-98,80) (96,30-99,60) (97,66-98,99)

VPP 98,53% 93,89% 92,59% 94,46%
(IC%) (92,09-99,96) (90,62-96,27) (82,13-97,95) (91,86-96,41)

VPN 81,41% 76,95% 82,57% 78,76%
(IC%) (76,94-85,33) (74,54-79,28) (78,06-86,50) (76,86-80,62)

k 57,66% 53,99% 53,32% 54,73%
(IC%) (48,36-66,96) (49,31-58,67) (42,58-64,06) (50,85-58,61)

P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concorddncia kappa; n= nimero de amostra; IC=
intervalo de confianga; VP= verdadeiro positivo; VN=verdadeiro negativo; FP= Falso positivo; FN= Falso negativo

Tabela 5.9 Valores médios de DO/PC obtidos pelo teste imunoenzimatico ETI-AB-
AUK-3® (Diasorin) em amostras anti-HBs falso negativas e verdadeiro positivas
obtidas no teste rapido Imuno-rapido anti-HBsAg® (Wama) de acordo com o perfil da

populacao estudada

Teste rapido Imuno-rapido anti-HBsAg® (Wama)

Grupo Anti-HBs falso negativo
DO/PC médio + DP

Anti-HBs verdadeiro positivo
DO/PC médio + DP

5,91+ 5,44 29,56+22,84
Centros de referéncia
p<0,0001
5,00+6,46 35,21+24,87
Baixa prevaléncia
p<0,0001
10,76+8,98 30,60+27,23
Alta vulnerabilidade
p<0,0001
6,03+7,02 33,67+24,90
Total
p<0,0001

Legenda: DO/PC= densidade 6tica/ponto de corte; DP= desvio padrao
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Ao avaliar a sensibilidade do teste rapido para detec¢do do anti-HBs em
relacdo a presenca do marcador em individuos vacinados (presenca isolada de anti-
HBs) ou previamente infectados (presenca do anti-HBs e anti-HBc
simultaneamente), verificamos 0s seguintes valores de sensibilidades: 45,35%
(89/86) comparado a 59,57% (28/47) no grupo de alta endemicidade; 39,90%
(158/396) comparado a 76,14% (134/176) no grupo de baixa prevaléncia, 39,32%
(85/89) comparado a 83,33% (15/18) no grupo de alta vulnerabilidade e 40,63%
(232/571) comparado a 73,44% (177/241) na populacao total.

A sensibilidade também foi avaliada em relacdo a presenca de anti-HBs com
titulos maiores ou menores que 100 Ul/ml. Foi observado que amostras com titulos
menores que 100 Ul/ml apresentavam valores de sensibilidades inferiores aos
obtidos pelas amostras com titulos acima de 100 Ul/ml: 13,72% (7/51) comparado a
73,17% (60/82) no grupo de centros de referéncia; 14,92% (40/268) comparado a
82,89% (252/304) no grupo de baixa prevaléncia; 4,87% (2/41) comparado a 72,72%
(48/66) no grupo com alta vulnerabilidade e 13,61% (49/360) comparado a 79,65%
(360/452) na populacéo total.

5.2.3. Deteccao do marcador anti-HBe de acordo com o EIE

Para avaliacdo do desempenho do teste de deteccdo do marcador anti-HBe,
amostras de soro foram obtidas de 1195 individuos, sendo 217 reagentes e 978 nao
reagentes no ECLIA Elecsys anti-HBe (Roche). A média de idade (+ desvio padréo)
da populagdo foi igual a 33,3 anos (+18,4) com predominio do sexo feminino
(51,45%).

O anti-HBe foi detectado pelo ECLIA comercial em 113, 87 e 17 amostras e
nao foi detectado em 53, 701 e 224 amostras nos grupos de alta endemicidade
(grupo i), aixa prevaléncia (grupo i) e alta vulnerabilidade (grupo iii),
respectivamente. A média de idade (+ desvio padrdo) em cada grupo foi igual a 45,3
+14,6 no grupo i, 31,6+20,7 no grupo ii e 30,4+12,7 no grupo iii. O sexo masculino foi
predominante apenas no grupo i. O teste rapido para deteccdo de anti-HBe
apresentou melhor desempenho em amostras do grupo i (concordancia igual a
65,36%). Os valores de especificidade foram acima de 96% em todos os grupos

avaliados. A sensibilidade foi abaixo de 77,00% em todos os grupos, com valores

65



iguais a 76,99% (87/111) no grupo i;10,34% (9/87) no grupo ii e 11,76% (2/17) no
grupo iii (tabela 5.10).

Tabela 5.10 - Valores de acuracia (%) do teste e frequéncia de amostras anti-HBe
verdadeiro-positivas, falso-positivas, verdadeiro-negativas e falso-negativas

detectadas pelo teste rapido Imuno-rapido anti-HBeAg® (Wama) em comparagio
com os resultados obtidos pelo teste de eletroquimioluminescencia Elecsys anti-

HBe® (Roche) em amostras de soro, de acordo com o perfil da populagéo estudada

Alta
Centros de Baixa prevaléncia . Total dos grupos
Dados L vulnerabilidade
referéncia (n=166) (n=788) (n=1195)
(n=241)
Sensibilidade 76,99% 10,34% 11,76% 45,16%
(IC%) (68,18-84,39) (48,43-18,76) (14,57-36,41) (38,43-51,97)
Especificidade 96,23% 100,00% 100,00% 99,80%
(IC%) (87,02-99,54) (99,48-100) (98,37-100,00) (99,26-99,98)
VPP 97,75% 100,00% 100,00% 98,00%
(IC%) (92,12-99,73) (66,39-100) (15,81-100,00) (92,96-99,76)
VPN 66,23% 89,99% 93,72% 89,13%
(IC%) (54,54-76,60) (87,69-92,00) (89,85-96,44) (87,15-90,94)
K 65,36% 17,03% 19,86% 56,89%
(IC%) (53,66-77,06) (0,00-34,51) (0,00-59,13) (49,61-64,17)
P < 0,0001 < 0,0001 0,0047 < 0,0001
VP (n) 87 9 2 98
FN (n) 26 78 15 119
VN (n) 51 701 224 976
FP (n) 2 0 0 2

Legenda: VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo; k= concorddncia kappa; n= nimero de
amostra; IC= intervalo de confianga; VP= verdadeiro positivo; VN=verdadeiro negativo; FP= Falso positivo; FN=

Falso negativo
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A tabela 5.11 demonstra que os valores médios de DO/PC observadas no
teste ECLIA para deteccado de anti-HBe em amostras com resultado falso-negativo
no teste rapido Imuno-rapido anti-HBeAg®, Wama eram superiores aqueles

observados nas amostras com resultados verdadeiros positivos.

Tabela 5.11 - Valores médios de DO/PC obtidos pelo ECLIA Elecsys anti-HBe®
(Roche) em amostras anti-HBe falso negativas e verdadeiro positivo obtidas no teste

rapido Imuno-rapido anti-HBeAg® (Wama) de acordo com o perfil da populagéo

estudada
Teste rapido Imuno-rapido anti-HBeAg®
Grupo Anti-HBe falso negativo Anti-HBe verdadeiro positivo
DO/PC médio + DP DO/PC médio + DP
0,264+0,316 0,025+ 0,122
Centros de referéncia
p<0,0001
0,370+0,357 0,099+ 0,282
Baixa endemicidade
p=0,0006
0,349+0,422 0,005+0,001
Alta vulnerabilidade
p=0,1791
0,347+ 0,357 0,032+0,142
Total dos grupos
p<0,001

Legenda: DO/PC= densidade 6tica/ponto de corte; DP= desvio padrao

5.3. Avaliacao da Reprodutibilidade e Repetitividade dos testes rapidos para
deteccao do marcador HBsAg

Na avaliacdo da reprodutibilidade e repetitividade para detecgdo de HBsAg
por meio de testes rapidos em amostras de soro e saliva foram incluidos um padrao
de amostras reagentes e um padrao de amostras nao reagente para o HBsAg. Cada
um deles foi testado onze vezes por dois dias consecutivos e por dois observadores
distintos, sendo realizado um total de 528 testes, 88 para cada um dos trés
fabricantes avaliado em cada espécime clinico.

Houve 100% de concordancia entre os resultados de cada fabricante de teste
rapido avaliado em comparagdo ao EIE, tanto em amostras de soro como em

amostras de saliva.
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5.4. Avaliacao dos testes rapidos na deteccao do marcador HBsAg em
amostras reagentes para outras infeccoes

Para avaliacdo do desempenho dos testes rapidos para deteccdo do
marcador HBsAg em amostras com sorologia reativa para outras infecgbes, foram
incluidas 20 amostras reativas para virus Dengue e nenhuma delas foi HBsAg
reagente pelo EIE e pelos trés testes rapidos avaliados, demonstrando 100% de
concordancia. Também foram avaliadas 49 amostras com sorologia reagente para T.
pallidum, onde nove foram HBsAgQ reagentes e 40 HBsAg nédo reagentes pelo EIE.
Os testes rapidos apresentaram valores de concordancia em relagéo ao EIE iguais
a: 76,6% no teste rapido Imuno-Rapido HBsAg® (Wama) e 85,1% no teste rapido
Vikia HBsAg® (Biomérieux) e HBsAg teste rapido® (Doles). Nao foram observados
resultados falso positivos. Ja resultados falso negativos foram observados em duas
amostras nos testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux) e HBsAg teste rapido®
(Doles) e em trés amostras no teste rapido Imuno-rapido HBsAg® (Wama).

Sessenta e nove amostras anti-HIV reagentes foram avaliadas, 15 delas eram
HBsAg reagente e 54 HBsAg ndo reagentes pelo EIE. Os testes rapidos
apresentaram concordancia com o EIE igual a 81,1%, 70,1%, 77,0% para os testes
dos fabricantes Biomérieux, Wama e Doles, respectivamente. Uma amostra falso
positiva foi detectada pelo teste HBsAg teste rapido® (Doles), enquanto que quatro
amostras falso negativas foram obtidas pelos testes rapidos Vikia HBsAg®
(Biomérieux) e HBsAg teste rapido® (Doles) e seis amostras falso negativas foram
detectadas pelo teste rapido Imuno-rapido HBsAg® (Wama).

Foram incluidas 137 amostras anti-HCV reagentes, nas quais o marcador
HBsAg foi detectado pelo EIE comercial em oito amostras e n&o foi detectado em
129 amostras. As concordancias dos testes rapidos com o EIE foram iguais a:
85,0%; 78,8% e 86,1% para os testes rapidos Vikia HBsAg® (Biomérieux), Imuno-
rapido HBsAg® (Wama) e HBsAg teste rapido® (Doles), respectivamente. Uma
amostra falso positiva foi detectada nos testes Imuno-rapido HBsAg® (Wama) e
HBsAg teste rapido® (Doles), e duas amostras falso negativas foram detectadas pelo
teste Vikia HBsAg® (Biomérieux) e Imuno-rapido HBsAg® (Wama) e uma amostra
falso negativa pelo teste HBsAg teste rapido® (Doles) (Tabela 5.12)
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Tabela 5.12 - Frequéncia de resultados verdadeiros positivos (VP), falso negativos
(FN), falso positivos (FP), verdadeiro negativos (VN) e valor de concordancia kappa
obtidos pelos testes rapidos para deteccdo de HBsAg (Vikia HBsAg®, Biomérieux;
Imuno-rapido HBsAg®, Wama e HBsAg teste rapido®, Doles) em amostras de soro
com sorologia reativa para virus dengue, Treponema pallidum, HCV, HIV em

comparagdo aos resultados obtidos pelo ensaio imunoenzimatico (ETI-MAK-4®,

Diasorin)
VP (n) FN (n) FP (n) VN (n) K% (1C%)
Dengue (n=20)
Vikia HBsAg® 0 0 0 20 100,00%
Imuno-Répido 0 100,00%
® 0 0 20
HBsA
Teste rapido 0 100,00%
® 0 0 20
HBsAg
T. pallidum (n=49)
Vikia HBSAg® 7 2 0 40 85,10%
Imuno-Rapido 6 3 0 40 76,60%
HBsA®
Teste rapido 7 2 0 40 85,10%
HBsAg®
HIV (n=69)
Vikia HBsAg® 11 4 0 54 81,10%
Imuno-Rapido 9 6 0 54 70,10%
HBsA®
Teste rapido 11 4 1 53 77,00%
HBsAg®
HCV (n=137)
Vikia HBSAg® 6 2 0 129 85,00%
Imuno-Répido
® 6 2 1 128 78,80%
HBsA
Teste rapido
® 7 1 1 128 86,70%
HBsAg

k= Concordancia kappa; n= numero de amostra; IC= intervalo de confianga; VP= verdadeiro positivo;
VN=verdadeiro negativo; FP= Falso positivo; FN= Falso negativo.
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6. DISCUSSAO

Uma grande variedade de testes rapidos para detec¢cdao de marcadores de
doencas infecciosas ja esta disponivel comercialmente para avaliagdo diagndstica.
No Brasil, o Ministério da Saude ja estabeleceu medidas para o uso dos testes
rapidos para diagnéstico da infec¢ao pelo HIV e HCV (MS, 2009; 2013), porém nao
existe regulamentacdo para uso dos testes rapidos para diagnéstico da infeccao
pelo HBV.

Inicialmente, o desempenho dos testes rapidos para deteccao do marcador
HBsAg foi determinado utilizando-se um painel de referéncia com amostras de soro
com resultados concordantes em dois EIEs, cujos os valores de sensibilidade e
especificidade foram maiores que 90%, demonstrando muito bom desempenho dos
ensaios avaliados. O teste rapido do fabricante Biomérieux apresentou os melhores
resultados de concordancia com o EIE (98,68%), seguido dos testes rapidos dos
fabricantes Wama (94,7%) e Doles (93,34%). Bottero e colaboradores em 2013
também observaram boa concordancia do teste rapido do fabricante Biomérieux
para deteccdo do HBsAg utilizando amostras de sangue total (96,98%), porém o
desempenho dos testes rapidos dos fabricantes Wama e Doles ndo foram avaliados
previamente.

Os testes rapidos para deteccdo de HBsAg apresentaram maiores valores de
sensibilidade quando amostras HBsAg e HBV DNA reagentes foram incluidas,
indicando que a presenca do HBV DNA pode ter efeito positivo no desempenho dos
testes rapidos avaliados. Seremba e colaboradores (2010) também observaram
melhor desempenho de testes rapidos para deteccdo de HBsAg em amostras
HBsAg e HBV DNA reagentes em comparagdo com aquelas amostras sem HBV
DNA detectado. Esses resultados podem estar relacionados a presenga de maiores
concentragées do antigeno HBsAg em amostras com HBV DNA detectado, o que
pode ter gerado melhores resultados pelos testes rapidos avaliados.

O desempenho dos testes rapidos para deteccao do HBsAg também parece
ser influenciado pela concentragcdo de antigeno, visto que as amostras com
resultados falso negativos apresentavam valores médios de DO/PC mais baixos do
que amostras verdadeiro positivas. Martinez-Lamas e colaboradores (2011) também
observaram que o teste rapido INFO HBsAg® (Tirklab Dispositivos Médicos,

Turquia) apresentou resultados falso negativos em amostras de soro com valores de
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DO mais proximos do ponto de corte. Bottero e colaboradores (2013) verificaram
que amostras com resultados HBsAg falso negativos pelos testes rapidos Vikia
HBsAg® (Biomérieux, Franga), Determine ™ HBsAg (Inverness Biomedical
Innovations, Alemanha) e Quick Profile® (Lumiquick, USA) apresentavam niveis
médios de HBsAg significativamente mais baixos do que aquelas amostras com
resultados verdadeiro positivos.

O estudo com o painel de referéncia mostrou bom desempenho dos testes
rapidos para diagnostico da infecgao pelo HBV, especialmente naqueles individuos
com maiores concentracdes de antigeno e/ou presenca de HBV DNA. Em seguida, o
desempenho dos testes rapidos para deteccdo do HBsAg foi avaliado de acordo
com o tipo de fluido biolégico e perfil da populagdo estudada, onde os valores de
especificidade foram maiores que 96%, independente do fabricante, perfil
populacional e fluido biolégico avaliado, mostrando uma boa caracterizagdo dos
verdadeiros negativos pelos testes rapidos. Altos valores de especificidade de testes
rapidos de deteccdo de HBsAg também foram observados por Lien et al. (2000)
utilizando os testes Determine™ HBsAg (Inverness Biomedical Innovations,
Alemanha) (100%); Dainascreen HBsAg® (Abbott laboratories, Estados Unidos da
América) (100%)e Serodia® HBsAg (Fuijirebio, Japao) (100%), por Martinez-Lamas e
colaboradores (2011) utilizando o fabricante INFO HBsAg® ( Dispositivos Médicos,
Turquia) (100%) e por Randrianirina e colaboradores (2008) empregando os testes
Determine® (Inverness Biomedical Innovations, Alemanha); Virucheck® (Orchid
Biomedical Systems, India); HBsAg dipstick® (Cypress Diagnostics, Bélgica) e
Hexagon® (Fenox Medical Solutions, Republica da Bielorrissia) (100%, 98,2%,
96,3% e 96,3%, respectivamente).

O teste rapido Vikia HBsAg® (Biomérieux) apresentou melhor desempenho no
estudo de campo, assim como observado no painel de referéncia. O desempenho
deste teste foi melhor em amostras de soro e na populagéo de centros de referéncia,
o0 que pode ter ocorrido devido a possiveis difererencas na composi¢cdao do ensaio
em comparacao aos outros testes rapidos avaliados ou, a maior concentracao de
antigenos e anticorpos presentes em amostras de soro em relacdo as amostras de
sangue total e saliva. Lien e colaboradores (2010) também demonstraram excelente
desempenho do teste rapido Serodia® (Fujirebio, Jap&o) (96,65%); Dainascreen
HBsAg® (Abbott laboratorries, Estados Unidos da América) (100%) e Determine™

(Inverness Biomedical Innovations, Alemanha) (100%) para detecgdo de HBsAg em
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populacao de voluntarios de alta vulnerabilidade obtidos de hospitais e clinicas no
Vietna, empregando amostras de soro.

O desempenho dos testes rapidos para deteccao do HBsAg foi inferior na
populacdo com baixa prevaléncia. De modo contrario, Bottero e colaboradores
(2013) obtiveram altos valores de concordancia para os testes rapidos Vikia HBsAg®
(Biomérieux, Franca), Determine™ (Inverness Biomedical Innovations, Africa do Sul)
e Quick profile (Lumiquick, Estados Unidos da América) em individuos da populacao
geral na Franga. Em nossas analises, observamos melhores desempenhos dos
testes rapidos em amostras com maiores valores de DO/PC. Esses achados podem
justificar os resultados encontrados na populagdo de Baixa prevaléncia, uma vez
que as amostras falso negativas apresentaram baixos valores médios de DO/PC
(2,82+1,19) em comparacdo a 79,00+2,94 dos verdadeiros positivos em todos os
testes rapidos analisados). Essa baixa concentragdo de antigenos poderia explicar o
nuamero de falso negativos encontrados.

Os testes rapidos para deteccdo do HBsAg apresentaram boa concordancia
com EIE no grupo com alta vulnerabilidade (79,62% para o fabricante Biomérieux,
72,13% para o fabricante Wama e 65,85% para o fabricante Doles). Lau e
colaboradores (2003) também observaram boa concordancia do teste rapido
AMRAD ICT® (French Forest, NSW, Australia) para deteccdo de HBsAg em um
populacao de individuos encarcerados (97,15%), porém os valores foram superiores
ao encontrados no presente estudo. Isto pode ter ocorrido devido as diferengas entre
os testes rapidos avaliados ou na prevaléncia de HBsAg nas duas populacdes. Até o
presente momento, foram encontrados poucos estudos de avaliacdo de testes
rapidos para deteccédo de HBsAg em profissionais de beleza ou usuérios de crack.

A deteccdo do HBsAg em amostras de sangue total pelo teste rapido Vikia
HBsAg® também foi avaliada, visto que este era o Unico ensaio que permitia o
emprego deste tipo de amostra. Foi possivel observar maior concordancia de
resultados entre o teste rapido realizado em sangue total e o resultado na amostra
de soro correspondente no EIE no grupo de alta endemicidade (72,73%) e naquele
com alta vulnerabilidade (79,75%) em comparagao ao grupo de individuos de Baixa
prevaléncia, onde o teste ndo conseguiu detectar os verdadeiros positivos. De modo
contrario, testes rapidos de deteccdo de HBsAg apresentaram concordancia maior
que 90% em estudo realizado com voluntérios do Vietna e Madagascar (Lien et al.
2000; Randrianirina et al., 2008). Entretanto, nestes estudos o teste rapido Vikia
HBsAg® ndo foi empregado, o que pode explicar estas diferencas. Nossos
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resultados demonstram que o teste rapido Vikia HBsAg® em sangue total poderia ser
utilizado em estudos de prevaléncia em areas de dificil acesso e/ou com recursos
escassos, porém ndo apresentam bom desempenho para uso diagnéstico, uma vez
que nao foi possivel detectar os verdadeiros positivos em populagdo de baixa
prevaléncia.

O teste rapido de deteccao de HBsAg obteve menor nimero de resultados
concordantes com EIE em amostras de sangue total em comparagdo ao soro,
provavelmente devido a menor concentracdo de antigeno no primeiro fluido
biol6gico. Outra explicagdo deste menor desempenho do teste pode ser o uso de
sangue total obtido por pungdo venosa em tubos com anticoagulante que poderia
interferir na ligacdo antigeno-anticorpo. Siedner e colaboradores (2004) observaram
que o uso de sangue por puncao capilar obteve maiores valores de concordancia
com o teste padrédo ouro para detecgao de sifilis em comparagéo ao uso de sangue
total obtido por pungédo venosa em tubos com anticoagulante. O presente estudo fez
a avaliacdo utilizando sangue total obtido por puncdo venosa em tubos com
anticoagulante, por outro lado o estudo de Bottero e colaboradores (2013), obteve
sangue total por pungdo venosa em tubos sem anticoagulante, essa diferenca,
entdo, pode ter gerado melhores resultados no estudo da Franca em comparagao
com o presente estudo.

No presente estudo, os testes rapidos para deteccdo de HBsAg também
foram avaliados em amostras de saliva, onde o melhor desempenho foi observado
utilizando o teste rapido do fabricante Wama, entretanto, alto nimero de resultados
falso negativos foram observados. A alta frequéncia de resultados falso negativos
pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo de HBsAg neste tipo de fluido (Parry,
1987). O uso da saliva facilita a coleta de amostra principalmente em individuos com
acesso venoso dificil e o0 HBsAg ja foi detectado pelo EIE neste tipo de amostra
(Hutse et al 2005; Amado et al 2006; Cruz et al 2011; Scalioni et al 2013).
Entretanto, adaptacées no protocolo comercial devem ser realizadas a fim de
aumentar a eficiéncia do teste. No presente estudo, o volume de saliva foi
aumentado no teste rapido para deteccdo de HBsAg, porém outras modificacoes
podem ser necessarias para aumento da eficiéncia do ensaio, como aumento do
tempo de leitura.

A deteccao de anti-HBs por teste rapido também foi avaliada no presente
estudo, porém baixos valores de concordancia com o EIE foram observados,
independente do perfil de endemicidade da populagcdo estudada. Bottero e
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colaboradores (2013) utilizando amostras de sangue total e El-Ghitany & Farghaly
(2013) utilizando amostras de soro também observaram baixos valores de
sensibilidade de testes rapidos para detecgdo de anti-HBs em individuos da Franca
(Quick Profile, Lumiquick, USA) (58,08%) e do Egito (Advanced Qualitytmonestep
Test, Intec Products, China) (64,2%), respectivamente. Por outro lado, altos valores
de especificidade do teste rapido para deteccao de anti-HBs foram observados no
presente estudo, assim como na Francga (97,8%) e no Egito (95,08%), demonstrando
que o teste apresenta bom desempenho para identificagdo dos verdadeiros
negativos.

O teste rapido para deteccdo de anti-HBs apresentou maior numero de
resultados falso negativos nas amostras com baixos valores de DO/PC no EIE ou
com baixos titulos de anticorpos (abaixo de 100 UI/L), do mesmo modo que o
observado por El-Ghitany & Farghaly (2013), demonstrando que os testes podem
ser Uteis para triagem de individuos com alta reatividade para anti-HBs. O teste
rapido para deteccdo de anti-HBs também apresentou melhor desempenho nos
individuos que apresentavam infeccdo prévia quando comparados aos individuos
com resposta vacinal. Essa diferenca pode ter ocorrido devido a menor
concentracdo de titulos de anticorpos relacionados a vacina de acordo com
diferentes situacdes, tais como: local de aplicacdo da vacina, menor intervalo de
tempo entre segunda e terceira dose, idade de aplicacdo, uma vez que individuos
acima de 40 anos apresentam reducao na soroconversao, e também pelo declinio
de titulos de anticorpos em grande numero de individuos apés 9-11 anos da
vacinacao (Focaccia 2013).

Em relacdo ao marcador anti-HBe, somente um estudo foi realizado
previamente para avaliar o desempenho dos testes rapidos na deteccao deste
marcador (El-Ghitany & Farghaly 2013). No presente estudo, o teste rapido para
deteccdo de anti-HBe apresentou melhor desempenho em populagédo com alta
endemicidade (65,36%), 0 que pode ter ocorrido devido a caracteristica desta
populacdao, onde muitos dos individuos com resultados concordantes podem ja ter
tido a infeccao ou serem portadores crénicos. EI-Ghitany & Farghaly (2013), no Egito
observaram concordancia de 90% para detecg¢ao de anti-HBe por teste rapido, este
alto valor de concordancia pode ter ocorrido devido as diferencas nos testes rapidos
empregados (teste Advanced Qualitytmonestep Test, Intec Products, China por El-
Ghitany & Farghaly, 2013 e Imunoréapido anti-HBe, Wama, Brasil, no presente
estudo) ou no padrao ouro utilizado (EIE no estudo do Egito e ECLIA no presente
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estudo). O desempenho do teste rapido para anti-HBe também foi maior em
individuos com maior concentracao de anticorpos no presente estudo, o que nao foi
observado por EI-Ghitany & Farghaly (2013), provavelmente devido ao teste padrao
ouro utilizado em seu estudo (EIE).

No presente estudo, os testes rapidos para deteccao de anti-HBs e anti-HBe
apresentaram baixos valores de sensibilidade em comparacdo com os valores
descritos na bula do fabricante (100% em ambos o0s casos), o que demonstra a
necessidade de avaliacdo de testes rapidos em grupos com diferentes perfis de
endemicidade antes do seu uso em larga escala.

O desempenho dos testes rapidos para detecgdo de HBsAg foi avaliado em
relacdo aareatividade para outras infecgdes, onde o melhor desempenho foi obtido
em amostras reativas para dengue, provavelmente devido a auséncia de amostras
HBsAg reativas ou ao baixo numero de amostras avaliadas. Na andlise do
desempenho dos testes rapidos para HBsAg em amostras reativas para T. pallidum,
HIV e HCV, amostras HBsAg falso negativas e positivas foram observadas em todos
0S €asos.

Esses resultados podem sugerir interferéncia na deteccdo do HBsAg pelos
testes rapidos em decorréncia da presencga de outras infecgdes. Entretanto, Davies e
colaboradores (2010) e Franzeck e colaboradores (2013) observaram maiores
valores de concordancia de testes rapidos para deteccao de HBsAg em amostras
com sorologia reativa para HIV, porém outro fabricante foi empregado, o que poderia
explicar as diferencas observadas no presente estudo.

Os testes rapidos para deteccao de HBsAg apresentaram excelente
repetitividade e reprodutibilidade em amostras de soro e saliva artificialmente
contaminadas, demonstrando bom desempenho dos ensaios em condi¢coes
laboratoriais.

Em geral, os testes rapidos apresentam diferengcas de sensibilidade em
estudos realizados em diferentes paises, o que pode estar relacionado com uma
deficiéncia de deteccdo de gendtipos e/ou subgendtipos do HBV nos testes
(Bjoerkvoll et al., 2010; EI-Ghitany & Farghaly 2013). Este fato também pode explicar
a diferenca dos valores de sensibilidade entre o presente estudo e os realizados em
outros paises. Além disso, observamos grande heterogeneidade entre os estudos
em relacdo a regido geografica, grupo de pacientes incluidos, tipo de teste rapido
empregado e padrdo ouro utilizado, o que impede melhor comparagdo entre os
estudos disponiveis.
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Scheiblauer e colaboradores (2010) avaliaram 70 testes de detecgdo de
HBsAgQ, entre EIEs e testes rapidos, onde os EIEs apresentaram maior eficiéncia e
os testes rapidos tiveram baixos valores de sensibilidade em amostras com baixas
concentracées de HBsAgQ. Apesar disto, testes rapidos de deteccdo de HBsAg tem
sido utilizados em areas com poucos recursos, tal como Camboja, onde a
prevaléncia de HBsAg foi igual a 3,5% em menores de 5 anos, frequéncia
comparavel a outros estudos de prevaléncia realizados na regiao (Soeung et al
2009). Estes resultados demonstram que o teste rapido pode ser uma ferramenta util
em areas com infraestrutura minima e baixos recursos para a realizagao de estudos
de prevaléncia da infeccdo pelo HBV, mesmo que ainda existam limitagdes nos
testes.

Em resumo, o presente estudo demonstrou boa aplicabilidade dos testes
rapidos para deteccdo do marcador HBsAg para fins de estudo epidemioldgico,
especialmente do teste Vikia HBsAg® (Biomérieux) em amostras de soro. Por outro
lado, os testes rapidos para detecgdo dos marcadores anti-HBs e anti-HBe néo
apresentaram desempenho satisfatério. O teste rapido para deteccao do marcador
anti-HBs poderia ser utilizado em estudos de triagem de imunidade em areas de

dificil acesso e/ou com recursos escassos.
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7. CONCLUSOES

e Os testes rapidos para deteccdo de HBsAg de trés fabricantes distintos
(Biomérieux, Wama e Doles) apresentaram excelente desempenho em amostras
de soro do painel de referéncia, indicando que os mesmos podem ser utilizados
neste tipo de amostra;

e No estudo de campo, o teste rapido para deteccdo do HBsAg do fabricante
Biomérieux apresentou melhor desempenho, em especial em individuos do grupo
de centros de referéncia, utilizando amostras de soro, de modo que poderia ser
util para o diagnéstico nesta populacao;

e O teste rapido para detecgdo de HBsAg apresentou bom desempenho em
amostras de sangue total para emprego em estudos de prevaléncia, porém nao

poderia ser empregado para o diagnéstico da infeccao pelo HBV;

¢ A deteccao do HBsAg em amostras de saliva pelos testes rapidos ndo apresentou
boa eficiéncia, porém o tipo de saliva empregado e a execucdo do ensaio

precisam ser adaptados para melhor desempenho do ensaio;

¢ O teste rapido para deteccao de anti-HBs em amostras de soro apresentou baixa
concordancia com EIE, porém resultados mais eficientes foram observados em
amostras com altos titulos de anticorpos ou em individuos com evidéncia
sorolégica de infeccdo pregressa pelo HBV (anti-HBc e anti-HBs reagente),
demonstrando que o teste poderia ser utilizado para identificacdo de anti-HBs em
individuos com este perfil.

¢ O teste rapido de deteccao do marcador anti-HBe apresentou baixa concordancia
em relacdo ao ECLIA, especialmente em populagées com menor prevaléncia de
HBV, de modo que o teste poderia ser empregado somente na triagem de

individuos provenientes de areas de alta endemicidade.

¢ Os testes rapidos para deteccdo de HBsAg apresentaram excelente desempenho

na analise de repetitividade e reprodutibilidade em amostras de soro e saliva
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artificialmente contaminadas, demonstrando que 0s mesmos possuem boa

eficiéncia em condicdes laboratoriais.

O desempenho dos testes rapidos na detecgdo do HBsAg foi excelente em
amostras reativas para o virus dengue, porém resultados falso positivos e falso
negativos foram observados em amostras com sorologia reativa para Treponema
pallidum, HIV, HCV, indicando que os testes podem apresentar menor eficiéncia
em individuos coinfectados por estes agentes infecciosos.
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8. PERSPECTIVAS

e Determinar a interferéncia de infeccoes por outros agentes etiolégicos no
desempenho de testes rapidos para deteccéo de anti-HBs e anti-HBe

e Avaliar a repetitividade e reprodutibilidade dos testes rapidos para deteccao

dos marcadores anti-HBs e anti-HBe;
e Avaliar o custo-efetividade dos testes rapidos para detecgdo dos marcadores

HBsAg, anti-HBs e anti-HBe em comparacao a técnicas convencionais de

diagnéstico.
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ANEXO A

Protocolo de aprovagido pelo Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ
(Parecer 498/08).

Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, {2 de 3oww=3 de 2009.
Carta: O /09
De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Livia Melo Villar e
- Dra. Christiam M. Niel

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 498/08 intitulado
“Avaliagdo da performance de testes rapidos para o diagnostico de
marcadores das infeccbes pelos virus das Hepatites B e C " com a
deliberagdo de APROVADO.

Atenciosamente

el

Carla D\l_’ Netto
Secretaria‘Geral
CEP/Fiocruz

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

Termo de consentimento Livre e esclarecido

Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Laboratédrio de Hepatites Virais

FIODCRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Institui¢do: Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz
Projeto de Pesquisa: Padronizacido De Testes De Diagndstico Da Infeccdo Pelos Virus Das Hepatites B e C Em Amostras De
Saliva
Pesquisador: Dra. Livia Melo Villar

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

Este documento pretende fornecer a (o) Sr. (a) informagdes sobre o problema de satide em estudo, detalhando os
procedimentos, exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. O (a) Sr.(a) possui a liberdade de recusar a participar
da pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizag¢@o e sem prejuizo ao seu cuidado.

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

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

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

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

Inconvenientes: Caso seja necessdrio, o (a) Sr. (a) serd contatado por um dos membros da pesquisa que ird perguntar se
o (a) Sr. (a) estd disposto a doar nova amostra de sangue. O (a) Sr. (a) estara livre para recusar esta solicitagio.

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

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

Utilizacdo para estudos futuros: O material biolégico coletado, apds exames, serd estocado, podendo ser usado
posteriormente, em outras pesquisas com fins semelhantes, mas somente apés a avaliacio, pelo Comité de Etica em Pesquisa,
que poderd dispensar a assinatura de um novo Termo de Consentimento, todavia mantendo sempre a identidade do doador
em sigilo;

Eu, (nome do(a) paciente),
abaixo identificado(a) e firmado(a), declaro ter sido informado(a) claramente sobre todas as indicagdes e riscos relacionados
a coleta de sangue e saliva.
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Os termos médicos foram explicados e todas as minhas ddvidas foram esclarecidas pelo pesquisador
(nome do pesquisador).

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

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

Assim, declaro que:

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

- Fui também claramente informado a respeito dos potenciais riscos relacionados a coleta de sangue para a
realizacdo desses exames.
() Autorizo a coleta, o depdsito, o armazenamento e a utilizacdo do material bioldgico coletado.
() Nio autorizo o armazenamento da minha amostra para estudos futuros.

Os novos exames que podem ser realizados levardo mais informagdes sobre as hepatites virais e aspectos relacionados. Além
disto, o Sr. (a) tem o direito de receber os resultados destes novos exames, caso tenha interesse, pedimos que deixe um
telefone de contato:

Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado serd submetida para aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP);

Paciente: RG do paciente:
Sexo do paciente: () Masculino ( ) Feminino Idade: Telefone: ()
Endereco: Cidade: CEP: -

Responsavel legal (quando for o caso):

RG do responsdvel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisador Responsdvel: Livia Melo Villar RG:11403613-0/IFP

Caso tenha alguma divida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé pode entrar em contato com o
pesquisador relacionados acima:

Laboratério de Hepatites Virais, fone 2562-1918.

(local e data)

Testemunha: (nome completo)

(assinatura)

Assinatura do pesquisador responsavel.
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