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alanina aminotransferase ou alanina transaminase

anticorpo contra o antigeno de superficie do virus da hepatite B

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

aspartato aminotransferase

DNA circular covalentemente fechado (do inglés circular covalently closed DNA)
claudina-1

ponto de corte (do inglés cut-offy

Centro de Testagem e Aconselhamento

carga viral

eventos adversos

receptor de fator de crescimento epidérmico (do inglés epidermal growth factor receptor)
ensaio imunoenzimatico (do inglés enzyme-linked immunosorbent assay)
receptor de efrina A2 (do inglés ephrin type-A receptor 2)

fluido oral

glossario

proteinas glicosaminoglicanas

virus da hepatite A (do inglés hepatitis A virus)

antigeno core do virus da hepatite B

antigeno “e” do virus da hepatite B

antigeno de superficie do virus da hepatite B ou antigeno “s” do virus da hepatite B
virus da hepatite B (do inglés hepatitis B virus)

carcinoma hepatocelular (do inglés hepatocellular carcinoma)

virus da hepatite C (do inglés hepatitis C virus)

virus da hepatite D (do inglés hepatitis D virus)

antigeno do virus da hepatite D

virus da hepatite E (do inglés hepatitis E virus)

virus da imunodeficiéncia humana (do inglés human immunodeficiency virus)
imunoglobulina da classe G

imunoglobulina da classe M

infeccédo oculta pelo virus da hepatite B

sitio interno de entrada do ribossomo (do inglés internal ribosome entry site)
infecio sexualmente transmissivel

kilobases

receptor de lipoproteina de baixa densidade (do inglés low-density lipoprotein receptor)
regido ndo traduzida (do inglés non translated region)

ocludina
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PCR

QT
RT-PCR
SIA/SUS
SH
SIM
Sinan
TGO
TGP

TR
UTM
VPP

fase de leitura aberta (do inglés open reading frame)

reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reaction)
queixas técnicas

transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
Sistema de Informacgoes Ambulatoriais do SUS

Sistemas de Informacdes Hospitalares

Sistema de Informacéo sobre Mortalidade

Sistema de Informacao de Agravos de Notificacao

transaminase glutdmico-oxalacética

transaminase glutamico-piruvica

teste rapido

Unidade de Testagem Movel

valor preditivo positivo
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Manual Técnico para o Diagnostico das Hepatites Virais

Desde o inicio da politica pablica de salde universal das hepatites virais, em 2002, o Ministério da Satde
publicou cartilhas e documentos para a melhoria do diagndstico das hepatites virais no Brasil. A publicacdo deste
Manual Técnico para Diagndstico das Hepatites Virais resulta da constante busca pelo uso racional dos exames
laboratoriais e da necessidade de ampliar 0 acesso ao diagnostico rapido.

Os avancos tecnoldgicos para diagnosticar as hepatites virais e as diferentes realidades locais foram levadas
em consideracdo com igual peso. As informacoes aqui contidas, de forma pratica e concisa, padronizam a realizagao
de testes laboratoriais de forma a subsidiar os gestores na construcdo customizada de uma resposta efetiva ao
agravo, ajudando no fortalecimento do Sistema Unico de Saude.

Ao recomendar o uso adequado dos exames laboratoriais, as orientacdes aqui contidas possibilitam, além
de um diagnostico seguro ao individuo, evitar desperdicios de recursos publicos, sejam eles do nivel municipal,
estadual ou federal.

Para elaborar as orientacdes de diagnostico propostas neste manual, houve a contribuicdo essencial de uma
equipe multiprofissional, que enfrenta os problemas cotidianos das hepatites virais e dialoga sobre eles com alguns
dos melhores especialistas do Brasil nesta area, o que foi fundamental para responder as diferentes necessidades
do pais.

Desejamos a todos sucesso na implementacao deste manual.

Marcelo Castro
Ministro da Saude






Manual Técnico para o Diagnostico das Hepatites Virais

As hepatites virais constituem atualmente uma relevante questdo de saude publica no Brasil e no mundo
— distribuindo-se de maneira universal, atingindo varios segmentps da populacao e causando grande impacto de
morbidade e mortalidade em sistemas de satde como o Sistema Unico de Saude (SUS).

0 diagndstico preciso e precoce desses agravos permite um tratamento adequado e impacta diretamente
a qualidade de vida do individuo, sendo ainda um poderoso instrumento de prevencéo de complicagdes mais
frequentes como cirrose avancada e cancer hepatico.

Sendo assim, o Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais do Ministério da Salde elaborou este manual
técnico, com o intuito de ampliar as possibilidades de diagndstico e, em especial, orientar os profissionais de salude
nos passos necessarios a realizacao do diagnostico das hepatites virais.

A avaliacdo clinica é de extrema importancia para guiar o médico quanto ao exame a ser solicitado, de modo
que o diagnostico seja correto, de acordo com o tipo de hepatite: se A, B, C, D ou E. Hoje, entretanto, sabemos que
isso ndo ocorre em muitas solicitagdes médicas, levando a realizacdo de exames sem a indicacdo apropriada ou
relacdo com a historia clinica dos pacientes — o que gera desperdicio de recursos publicos e privados.

Este manual visa, portanto, a orientar os profissionais que realizam testes diagnosticos das hepatites virais,
sejam laboratoriais ou testes rapidos, quanto a escolha do marcador a ser utilizado ao receber solicitacdes genéricas,
como “sorologia para hepatite” ou afins.

A publicacao restringe-se a indicacdo de algoritmos (fluxogramas) a ser seguidos para o diagnostico seguro
e eficiente das infeccoes causadas pelos virus das hepatites; assim, ndo se abordam os aspectos clinicos dessas
infeccoes. Sao apresentados oito algoritmos que viabilizam a realizacdo do diagnéstico das hepatites virais em
diferentes situacoes e localidades em que a infraestrutura laboratorial estd ou ndo presente, permitindo o atendimento
ideal a todos os cidadaos que buscam esse Servico.

Por fim, os algoritmos aqui propostos destinam-se exclusivamente ao diagnostico das infeccoes, ndo sendo
recomendados para estudos epidemioldgicos ou para o monitoramento de pacientes ja com diagndstico estabelecido
de qualquer uma das hepatites virais.

Desejamos sucesso a todos e colocamo-nos a disposicao para esclarecer quaisquer duvidas por meio do
endereco eletronico clab@aids.gov.br.

Antonio Carlos Nardi Fabio Mesquita

Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais
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Ministério da Saude

As hepatites virais agudas e cronicas sdo doencas provocadas por diferentes agentes etiologicos, com
tropismo® primério pelo tecido hepatico, apresentando caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais
semelhantes, porém com importantes particularidades.

As hepatites virais sdo causadas por cinco virus: o virus da hepatite A (HAV, do inglés hepatitis A virus), o
virus da hepatite B (HBV, do inglés hepatitis B virus), o virus da hepatite C (HCV, do inglés hepatitis C virus), o virus
da hepatite D (HDV, do inglés hepatitis D virus) e o virus da hepatite E (HEV, do inglés hepatitis E virus) (LEMON,
1997). A doenca tem um amplo espectro clinico, que varia desde formas assintomaticas, anictéricas® e ictéricas®
tipicas, até a insuficiéncia hepatica aguda grave (fulminante). A maioria das hepatites virais agudas é assintomatica,
independentemente do tipo de virus. Quando apresentam sintomatologia, sdo caracterizadas por fadiga, mal-estar,
nauseas, dor abdominal, anorexia® e ictericia®. A hepatite cronica, em geral, cursa de forma assintomatica. As
manifestacoes clinicas aparecem quando a doenca esta em estagio avancado, com relato de fadiga, ou, ainda,
cirrose®. O diagndstico inclui a realizacdo de exames em ambiente laboratorial e testes rapidos, a fim de caracterizar
a doenca e sua gravidade (BRASIL, 2009a).

A distribuicdo das hepatites virais é universal, sendo que a magnitude dos diferentes tipos varia de regiao
para regido. No Brasil, também ha grande variacéo regional na prevaléncia de cada hepatite (PEREIRA; XIMENES;
MOREIRA, 2010).

As hepatites virais sdo doencas de notificagdo compulsoria regular (em até sete dias). Portanto, todos os casos
confirmados e surtos devem ser notificados e registrados no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagao
(Sinan), utilizando-se a Ficha de Investigacdo das Hepatites Virais. As fichas devem ser encaminhadas ao nivel
hierarquicamente superior ou ao 6rgao responsavel pela vigilancia epidemioldgica — municipal, regional, estadual
ou federal.

0s quadros clinicos agudos das hepatites virais so muito diversificados, variando desde formas assintomaticas
até formas de insuficiéncia hepatica aguda grave. A maioria dos casos subclinicos cursam com predominancia
de fadiga, anorexia, nauseas e mal-estar geral. Nos pacientes sintomaticos, o periodo de doenca aguda pode se
caracterizar pela presenca de urina escura (coluria), fezes esbranquicadas e ictericia.

As aminotransferases, alanina aminotransferase ou transaminase glutamico-pirtvica (ALT ou TGP) e aspartato
aminotransferase ou transaminase glutamico-oxalacética (AST ou TGO) sdo marcadores sensiveis para deteccdo
de lesdo do parénquima hepatico, porém nao sao especificas para nenhum tipo de hepatite. Niveis mais elevados
de ALT/TGP, quando presentes, ndo guardam correlacdo direta com a gravidade da doenca. As aminotransferases,
na fase mais aguda da doenca, podem elevar-se dez vezes acima do limite superior da normalidade. Também sio
encontradas outras alteracoes inespecificas, como elevagéo de bilirrubinas, fosfatase alcalina e discreta linfocitose.

A hepatite cronica é assintomatica na grande maioria dos casos. De modo geral, as manifestacoes clinicas
aparecem apenas em fases adiantadas de acometimento hepatico. Muitas vezes, o diagndstico é feito ao acaso,
a partir de alteragdes esporadicas de exames de avaliacao de rotina ou da triagem em bancos de sangue. O
diagnostico das hepatites, principalmente B e C, ocorre na maioria das vezes durante a fase cronica das doencas.
E importante que o clinico esteja atento a esse fato para entdo definir o melhor seguimento do paciente, conforme
o protocolo clinico de diretrizes terapéuticas das hepatites B e C. Os referidos protocolos clinicos podem ser
acessados em www.aids.gov.br, na secao de publicacoes.
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Manual Técnico para o Diagnostico das Hepatites Virais

Vale ressaltar que, nas hepatites B e C, a definicdo de suas formas cronicas se da pela presenca de replicacéo
viral persistente por mais de seis meses.

Nao existem manifestagdes clinicas ou padroes de evolugao dos diferentes agentes. O diagnostico etioldgico
S0 € possivel por meio de exames soroldgicos e/ou de biologia molecular.

0 diagnéstico das hepatites virais é baseado na deteccdo dos marcadores presentes no sangue, Soro,
plasma ou fluido oral® da pessoa infectada, por meio de imunoensaios, e/ou na deteccao do &cido nucleico viral,
empregando técnicas de biologia molecular. 0 constante avancgo tecnoldgico na area de diagndstico permitiu
o desenvolvimento de técnicas avancadas de imunoensaios, incluindo o de fluxo lateral, que séo atualmente
empregadas na fabricacdo de testes rapidos (TR). Os TR sdo de facil execucdo, ndo exigem infraestrutura
laboratorial para a sua realizacdo e podem gerar resultados em até 30 minutos, permitindo ampliar o0 acesso ao
diagndstico (HEIAT; RANJBAR; ALAVIAN, 2014).

A sequir, sdo descritas as principais metodologias empregadas no diagnostico das hepatites virais.

As técnicas de imunoensaio sdo baseadas na deteccédo do antigeno viral e/ou anticorpos especificos, como as
imunoglobulinas da classe M (IgM), que sao as primeiras a aparecer e caracterizam, portanto, uma infeccdo aguda,
e as imunoglobulinas da classe G (IgG), que surgem apds as IgM e podem permanecer indefinidamente, servindo
como marcador de infeccdo passada — que caracteriza o contato prévio com o virus — ou de resposta vacinal.

A sequir, sdo descritos 0s principais imunoensaios utilizados para o diagnostico das hepatites virais.

0 imunoensaio (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay) € utilizado no diagnostico das
infecgdes virais por meio da deteccao de antigenos e/ou anticorpos especificos contra o patégeno, isoladamente
ou combinados.

Em um teste ELISA, para a deteccéo de anticorpos, um antigeno deve ser imobilizado em uma superficie sdlida.
0 anticorpo presente na amostra do paciente se liga ao antigeno, ficando preso na superficie sdlida. Acrescenta-
se ao sistema um conjugado (anticorpo ligado a uma enzimay), que ira se ligar ao anticorpo preso ao antigeno. A
deteccdo ocorre por meio da incubacéo desse complexo enzimatico (antigeno + anticorpo + anticorpo-enzima)
com um substrato que, ao ser consumido pela enzima, produzira um produto detectavel (colorido ou insoluvel). O
principal elemento para a estratégia de deteccdo é uma interacdo antigeno-anticorpo altamente especifica.

Os imunoensaios enzimaticos qualitativos combinados detectam simultaneamente antigenos e anticorpos
no plasma ou no soro humano, permitindo a deteccéo precoce da infeccdo por combinar em uma Unica reacao a
deteccéo de dois marcadores.

A quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia sdo tipos de luminescéncia nos quais o evento excitatorio
é provocado por uma reacao quimica ou eletroquimica, respectivamente. O evento fisico de emissdo de luz na
quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia é semelhante ao da fluorescéncia. A emissdo de luz ocorre a
partir de um elétron em estado excitado que retorna ao seu estado fundamental, emitindo um f6ton.

13



Ministério da Saude
Ensaio de quimioluminescéncia

Os ensaios de quimioluminescéncia podem ser qualitativos ou quantitativos. Esses ensaios envolvem 0 uso
de uma substancia luminescente para deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo e anticorpo-antigeno. O resultado
é definido pela emissdo de luz, que é captada e analisada em equipamento proprio. O sistema de deteccao por
quimioluminescéncia é muito sensivel e especifico, mas exige equipamentos especiais e ainda tem custo elevado.
No entanto, existem solugdes de automagao que aumentam a confiabilidade do ensaio e reduzem seu custo, quando
este é utilizado em larga escala.

Ensaio de eletroquimioluminescéncia

A eletroquimioluminescéncia é um processo por meio do qual a aplicacdo de uma corrente elétrica induz
uma emissao quimioluminescente a partir dos complexos imunoldgicos (antigeno-anticorpo ou anticorpo-antigeno),
contendo espécies quimicas® altamente reativas presentes em um eletrodo. Essas espécies reagem entre si,
produzindo luz. A vantagem do emprego de uma corrente elétrica para o inicio da reagdo é que se pode controlar
precisamente toda a reacéo (MATHEW; BIJU; THAPALIA, 2005).

A vantagem desse processo consiste na simplicidade de preparacao, na alta estabilidade dos reagentes e em
uma grande sensibilidade.

Os testes rapidos (TR) constituem imunoensaios cromatograficos de execucéo simples, que podem ser
realizados em até 30 minutos e nao necessitam de estrutura laboratorial, embora, a depender da amostra trabalhada,
sejam necessarios cuidados de biosseguranca. Os TR sao fundamentais para a ampliacéo do acesso ao diagnostico
e aumentam a resolutividade do sistema. Além disso, permitem a imediata intervencdo médica nos casos que
requerem tratamento.

Esses testes sao recomendados primariamente para testagens presenciais. Podem ser realizados com fluido
crevicular gengival® — mais conhecido como fluido oral (FO) — soro, plasma ou sangue total (0 que permite 0 uso
de amostras obtidas por puncao digital). O curso de capacitacao para a realizacéo dos TR esta disponivel mediante
treinamento a distancia pelo site www.telelab.aids.gov.br.

Os TR podem ser usados para pesquisar antigenos ou anticorpos contra os agentes infecciosos para 0s
quais foram projetados. Caso o teste se destine a pesquisa de anticorpos, havera antigenos (geralmente proteinas
sintéticas) imobilizados na membrana de nitrocelulose para a captura dos anticorpos presentes na amostra. Caso a
pesquisa seja para antigenos, havera anticorpos imobilizados para a captura dos antigenos presentes na amostra.

Os testes rapidos utilizados para o diagnostico das hepatites B e C baseiam-se na tecnologia de
imunocromatografia de fluxo lateral. O teste para hepatite B permite a deteccéo do antigeno de superficie do
HBV (HBsAg) no soro, plasma ou sangue total. Para hepatite C, o teste detecta o anticorpo anti-HCV no soro,
plasma ou sangue total. A sensibilidade analitica® dos TR é menor que a dos imunoensaios de laboratorio. Tal
fato ira influenciar diretamente a janela diagndstica® desses testes, que podera ser maior do que a observada
nos imunoensaios laboratoriais, implicando a néo indicagdo do seu uso como testes de triagem em bancos de
sangue (SCHEIBLAUER et al., 2010). Porém, no Brasil, a sua utilizacdo em populagdes de risco na busca de
infeccoes ativas tem demonstrado elevada sensibilidade (> 97%) nos portadores cronicos de hepatite B (dados
nao publicados, Fiocruz) e C (DA ROSA et al., 2013; SCALIONI et al., 2014), além de oferecer as vantagens da
simplicidade de execucéo e resultados imediatos.

0 uso dos TR constitui uma ferramenta importante no cenario epidemioldgico brasileiro, pois a maior parte dos

individuos é diagnosticada na fase cronica da doenca. A seguir, estdo descritas as principais situagdes nas quais o
Ministério da Saude indica o uso de TR:

14



Manual Técnico para o Diagnéstico das Hepatites Virais

a) Rede de servigos de saude sem infraestrutura laboratorial ou localizada em regides de dificil acesso;

b) Programas do Ministério da Saude, tais como Rede Cegonha, Programa de Saudde da Familia, Consultdrio
na Rua, Quero Fazer, dentre outros;

¢) Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) e Unidade de Testagem Mavel (UTM);
d) Segmentos populacionais flutuantes;
e) Populacdes vulneraveis®:
e Hepatite B: homens que fazem sexo com homens, profissionais do sexo, pessoas que fazem uso de
drogas, pessoas privadas de liberdade, individuos em situacao de rua, indigenas, quilombolas, individuos

nascidos em areas endémicas®;

¢ Hepatite C: individuos com 45 anos de idade ou mais, individuos que realizaram transfusao, transplante,
compartilhamento de material de injecéo, individuos em uso de hemodialise.

f) Comunicantes® de pessoas vivendo com hepatites virais;
g) Acidentes bioldgicos ocupacionais;

h) Gestantes que ndo tenham sido testadas durante o pré-natal ou cuja idade gestacional ndo assegure o
recebimento do resultado do teste antes do parto;

i) Parturientes e puérperas que nao tenham sido testadas no pré-natal, ou quando ndo se conhece o resultado
do teste no momento do parto;

j) Abortamento esponténeo, independentemente da idade gestacional;

k) Laboratorios que realizam pequenas rotinas (rotinas com até cinco amostras didrias para diagnostico da
infeccao pela hepatite B ou C);

) Pessoas em situacédo de violéncia sexual;
m) Individuos portadores de outras infecdes sexualmente transmissiveis (IST);

n) Qutras situagoes especiais definidas pelo Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais (DDAHV) para acoes
de vigilancia, prevencao e controle das infeccdes sexualmente transmissiveis (IST) e Aids.

Desde 1988, a Organizacao Mundial da Satide (OMS) realiza avaliacdes da qualidade dos conjuntos diagndsticos
disponiveis comercialmente para hepatite B, hepatite C e outros agravos. Atualmente, os produtos que atendem aos
critérios minimos de selecao sdo elegiveis para participar do processo de qualificacdo da OMS (Tabela 1). Para mais
informacoes, acesse o link: http://www.who.int/diagnostics_laboratory/publications/evaluations/en/
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Analito Testes Rapidos

HBsAg' Sensibilidade: 100%
Especificidade: =98%
Variabilidade entre-leituras: <5%
Taxa de invalidos: 5%

Anti-HCV? Sensibilidade: =98%
Especificidade: =97%
Variabilidade entre-leituras: <5%
Taxa de invalidos: <5%

(1) Antigeno de superficie do virus da hepatite B; (2) Anticorpo contra o virus da hepatite C.
Fonte: WHO, 2013.

0 Ministério da Saude adquire e distribui testes rapidos para as hepatites virais desde 2011, e estabelece os
critérios de sensibilidade e especificidade descritos na Tabela 2.

HBV' HCV?
Sensibilidade 99,4% 99,4%
Especificidade | 99,5% 99,4%

"Virus da hepatite B
2\lirus da hepatite C
Fonte: Departamento de DST e Aids e Hepatites Virais/SVS/MS.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) em tempo real permite o
diagndstico e quantificacdo dos virus que causam hepatite por meio da deteccdo da sintese do amplicon® durante
a reacdo de PCR, utilizando uma sonda fluorescente ligada a um neutralizador e anelada a sequéncia-alvo. Durante
cada reacdo de PCR, a DNA polimerase, mediante sua atividade nuclease, libera o fluorocromo reporter, que entao
emitira fluorescéncia. A quantidade de fluorescéncia liberada durante o ciclo de amplificacdo e detectada pelo
sistema é proporcional a quantidade de amplicons gerados a cada ciclo de PCR e, consequentemente, a quantidade
inicial de acido nucleico (CHEVALIEZ; RODRIGUEZ; PAWLOTSKY, 2012).

A escolha do teste molecular deve levar em consideracdo a diversidade genética do virus circulante na

populacdo. Esse conhecimento é fundamental para garantir a capacidade de deteccdo das variedades que circulam
em nosso pais, evitando assim a nio deteccéo de certas populagoes virais.

As Tabelas 3 e 4 descrevem o periodo de incubacao dos diferentes virus que causam as hepatites e a janela
diagnostica para os testes disponiveis no Brasil para o diagnostico das hepatites virais, respectivamente.
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Agente etioldgico | Periodo de incubacao Forma ictérica Cronificacao
HAV! 15 a 45 dias 5% a 10% em menores de 6 | Nao existem relatos de
anos; formas cronicas
70% a 80% em adultos
HBV? 30 a 180 dias 30% 90% em recém-nascidos,
5% a 10% apds 5 anos de
idade
HCV? 15 a 150 dias Cerca de 20% 70% a 85%
HDV* E semelhante ao da hepatite | Variavel Variavel

B, porém menor na superin-
feccdo: 15 a 56 dias

HEVS 15 a 60 dias (média de 42 dias) | Variavel Relatos de cronificagdo
apenas em individuos
imunossuprimido/
imunodeprimido®

(1) Virus da hepatite A; (2) Virus da hepatite B; (3) Virus da hepatite C; (4) Virus da hepatite delta; (5) Virus da hepatite E.
Fonte: Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais/SVS/MS.

Janela diagndstica
Deteccao de anticorpos | Deteccao de antigeno | Deteccéo de acidos nucleicos
HAV' 5a 10 dias® - -

Agente etiologico

HBV? 30 a 60 dias 30 dias (HBsAQ) 25 dias
HCV3 33 a 129 dias’ 22 a 30 dias 22 dias
HDV* 84 dias - -
HEV?® 14 dias - -

(1) Virus da hepatite A; (2) Virus da hepatite B; (3) Virus da hepatite C; (4) Virus da hepatite delta; (5) Virus da hepatite E; (6) Os anticorpos IgM anti-HAV podem se tornar
indetectaveis apds a fase aguda; (7) Janela referente aos ensaios de segunda geragéo; os ensaios de terceira e quarta geragdo podem apresentar periodo menor de jan.
Fonte: Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais/SVS/MS.

Os testes de funcé@o hepatica, especialmente os niveis séricos da ALT/TGP e AST/ TGO, apesar de serem
indicadores sensiveis da extensao do dano do parénquima hepatico, ndo sao especificos para as hepatites virais.

0 diagnostico soroldgico das doencas infecciosas pode ser realizado com, pelo menos, dois testes, um para
triagem e um segundo confirmatdrio. Dois ou mais testes combinados, formando um fluxograma, tém o objetivo
de aumentar o valor preditivo positivo (VPP) de um resultado reagente no teste inicial. Na maioria das situagoes, 0
fluxograma mais comumente utilizado inclui o emprego de testes em série ou sequenciais (fluxograma em série).

0 resultado ndo reagente é liberado com base em um unico teste. Entretanto, caso persista a suspeita da
infeccdo, uma nova amostra deveréa ser coletada 30 dias apds a data da coleta da primeira amostra.

0 fluxograma em série é logico e custo-efetivo. No caso de resultados discordantes, os testes devem ser
repetidos e, permanecendo a discordancia, a pessoa deve ser testada apds aproximadamente 30 dias para confirmar
ou descartar a infeccéo, como no caso das hepatites B e C. Finalmente, & importante selecionar a correta combinacgéo
de testes para garantir o diagnostico preciso.
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Por outro lado, ao definirmos o fluxograma como “um método para resolver um problema utilizando um
numero definido de etapas”, fica claro que mais de um fluxograma sera necessario para cobrir todas as necessidades
de triagem e confirmacéo da infeccao pelas hepatites virais, nas diferentes configuracdes de testes e perfis de
pacientes que esse diagndstico requer. Apresentamos a seguir oito fluxogramas para a testagem das hepatites
virais, considerando diversas situagdes nas quais se faz necessaria a realizacdo do diagnostico da infeccao, e suas
respectivas fundamentacdes técnicas.

Os fluxogramas de nimeros 1, 3 e 7 sdo os preferenciais para serem adotados pelos servigos quando estes se
deparam com os pedidos médicos que solicitam “sorologia de hepatite” sem explicitar quais os marcadores a serem
investigados. Estes fluxogramas agilizam o diagndstico da infeccao e também apresentam melhor resolutividade.

Os fluxogramas aqui representados sdo opgdes que apresentam o melhor custo-beneficio para o diagnostico
sorologico das hepatites A, B e C, sem comprometer a qualidade do diagndstico, e devem ser adotados por todos
0s que realizam o diagndstico das hepatites virais. Por esse motivo, séo indicados pelo DDAHV como sendo os de
primeira escolha nas situagoes para as quais esta recomendada a sua aplicacao.

A principal via de contagio do HAV é a fecal-oral, por contato inter-humano ou por meio de dgua e alimentos
contaminados. Contribuem para a transmissdo a estabilidade do HAV no meio ambiente e a grande quantidade
de virus presente nas fezes dos individuos infectados. A transmissdo parenteral € rara, mas pode ocorrer se 0
doador estiver na fase de viremia do periodo de incubacao. A disseminacéo esta relacionada com a precariedade
da infraestrutura de saneamento basico e condicoes de higiene praticadas. Nas regides com mais problemas
de infraestrutura de saneamento basico e de tratamento da agua, as pessoas sdo expostas ao HAV em idades
mais precoces, apresentando formas subclinicas ou anictéricas da doenca. Na maioria dos casos, a hepatite A é
autolimitada e de carater benigno, sendo que a insuficiéncia hepatica aguda grave ocorre em menos de 1% dos
casos. Esse percentual &€ maior em pacientes idosos. Normalmente, os pacientes mais velhos apresentam doenca
sintomatica e de resolu¢do mais lenta. Pessoas que ja tiveram hepatite A apresentam imunidade para tal doenca,
mas permanecem susceptiveis as outras hepatites virais (BRASIL, 2009Db).

0 HAV pertence a familia Picornaviridae, sendo representante unico do género Hepatovirus (ICTV, 2014). 0
HAV é formado por um capsideo de formato icosaédrico, composto pelas proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3, o qual
envolve o0 genoma viral (Figura
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0 genoma do HAV é constituido por uma molécula de RNA de fita simples, com polaridade positiva, que
também funciona como RNA mensageiro. Com, aproximadamente, 7,5 kilobases (kb), o genoma viral apresenta
uma unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés open reading frame), com trés regioes distintas (P1, P2 e P3),
flanqueada por regides ndo traduzidas (NT): a regido 3'NT e a 5'NT. A ORF é traduzida em uma Unica poliproteina
com, aproximadamente, 2.225 aminoacidos. Seguindo a regido 5'NT, a regido P1 codifica as trés principais proteinas
estruturais do capsideo, VP1, VP2 e VP3. Uma quarta proteina viral do capsideo, a VP4, que é essencial para a
formac@o do virion, ndo é detectada nas particulas virais maduras. As proteinas ndo estruturais necessarias para
replicacdo viral sdo codificadas pelas regides P2 (2A, 2B, 2C) e P3 (3A, 3B, 3C°, 3D*) (Figura 2). O processamento
da poliproteina ocorre simultaneamente a traducdo, sob atividade da protease viral 3C* (GASPAR; VITRAL; DE
OLIVEIRA, 2013; LEMON, 1997; NAINAN et al., 2006).

Proteinas estruturais

P1 P2 P3
[ I I 1

@— 5NT |VP4|VP3|VP2|VP1 3NT — poli(A)

900 nucleotideos

Proteinas niao-estruturais

C-terminal VP3  N-terminal VP1 Jungio VP1-2A
(206 nucleotideos) (171 nucleotideos) (168 nucleotideos)

Apds a desencapsidacdo do RNA viral, ocorre a sintese da poliproteina (GASPAR; VITRAL; DE OLIVEIRA, 2013).

Para a replicacdo do genoma, o HAV sintetiza uma copia de RNA complementar de polaridade negativa
(intermediario replicativo), a qual servira de molde para a sintese de novas fitas de polaridade positiva. A sintese
das fitas positivas ocorre dentro do reticulo endoplasmatico liso e é auxiliada pelas proteinas néo estruturais recém-
formadas. Essas novas moléculas de RNA positivas podem ser traduzidas para a sintese de novas proteinas virais,
servir de molde para a sintese de outras proteinas virais ou, ainda, ser empacotadas para a formacéo de novas
particulas virais (GASPAR; VITRAL; DE OLIVEIRA, 2013).

A ultima etapa do ciclo replicativo consiste na montagem da particula viral. As trés proteinas do capsideo, VP1,
VP2 e VP3, sdo montadas em uma estrutura icosaédrica, contendo 60 copias de cada proteina (GASPAR; VITRAL; DE
OLIVEIRA, 2013).
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A Figura 3 ilustra as principais etapas do ciclo replicativo do HAV.
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Estudos de variabilidade genética do HAV permitiram sua classificacdo em seis genotipos: trés de origem
humana (I, Il e lll) e trés de origem simia (IV, V e VI) (GASPAR; VITRAL; DE OLIVEIRA, 2013; NAINAN et al., 2006).

A distribuicdo geografica dos genotipos do HAV é variavel. O gendtipo | apresenta distribuicdo global. Na
América do Norte, China, Japao e diversos paises da Europa, 0s subgendtipos IA e IB sdo os mais frequentes. Ja
na América do Sul, observa-se a circulagéo exclusiva do subgendtipo 1A (GASPAR; VITRAL; DE OLIVEIRA, 2013).
Diferentemente do restante da América do Sul, no Brasil é possivel identificar os genotipos IA e IB em circulagao
(VILLAR et al., 2006).

A manifestacdo da hepatite A é abrupta e os sintomas da doenca incluem: indisposicéo, fadiga, anorexia,
nauseas, vomito, desconforto abdominal, febre, urina escura, fezes palidas e ictericia do recobrimento conjuntival da
esclera (LEMON, 1997; MATHENY; KINGERY, 2012; NAINAN et al., 2006). Pode ainda ocorrer diarreia em metade das
criancas infectadas, o que entretanto é incomum em adultos (LEMON, 1997).

Por causa da sua capacidade de resistir ao pH acido, o HAV passa pelo estdmago, replicando-se no trato
digestivo, e atravessa o epitélio intestinal, chegando as vias mesentéricas e ao figado pelo sistema porta. 0 virus se
replica no hepatdcito e é excretado pelos canais biliares, atingindo o intestino por meio da bile, onde, finalmente,
é eliminado nas fezes (NAINAN et al., 2006). Apesar da possibilidade de existéncia de replicacao extra-hepatica, 0
virus da hepatite A é 6rgéo especifico, e a patologia relacionada a infeccao esta praticamente restrita ao figado (DA
CONCEICAO; SICILIANO; FOCACCIA, 2013).
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Aidade de aquisicao da doenca exerce importante influéncia na evolucao clinica. A infec¢ao, quando ocorre em
criancas menores de seis anos, estd, frequentemente, associada a quadro clinico pouco sintomatico ou assintomatico,
enquanto as infecgoes em individuos com mais de 50 anos evoluem de forma mais grave e sintomatica, ocorrendo
ictericia em mais de 70% dos pacientes. O periodo de incubacg@o é, em média, de 28 dias, podendo variar de 15 a 50
dias, ndo existindo relatos de infeccéo por HAV levando a hepatite cronica ou hepatocarcinoma. No entanto, existem
casos de evolucao para hepatite fulminante (DA CONCEICAO; SICILIANO; FOCACCIA, 2013; LEMON, 1997; MATHENY;
KINGERY, 2012).

Durante a fase aguda, ocorre viremia inicial acompanhada de eliminacao fecal do virus. A infecciosidade se
verifica a partir de duas semanas antes até, pelo menos, uma semana apds o inicio da ictericia, de outros sintomas
clinicos ou da elevacdo dos niveis das enzimas hepaticas. A viremia nas fezes esta presente apos cerca de uma
a duas semanas apos a exposicdo ao HAV e persiste, em média, por 79 dias apds o pico de ALT (DA CONCEICAO;
SICILIANO; FOCACCIA, 2013; NAINAN et al., 2006). O periodo total da viremia é, em média, de 79 dias (variando de
36 a 391 dias). A concentragao viral no soro é de duas a trés unidades logaritmicas (log, ) menor que nas fezes. 0
virus também & liberado na saliva da maioria dos pacientes, mas nenhum dado epidemioldgico sugere que a saliva
possa ser uma fonte importante de transmissao de HAV (Figura 4) (NAINAN et al., 2006).

A infeccao por HAV, tradicionalmente, é dividida em duas fases. A primeira consiste na fase nao citopatica,
durante a qual a replicacdo viral ocorre exclusivamente no citoplasma do hepatdcito. A segunda fase corresponde
a citopatica, apresentando infiltracdo portal e zonal, necrose e erosdo da placa limitante. Dano hepatocelular e
destruicdo nado séo resultados de um efeito citopatico direto do HAV, mas um processo mediado pela resposta imune
do hospedeiro. Uma resposta imunoldgica excessiva, refletida por uma reducédo acentuada do RNA viral durante a
infeccdo aguda, esta associada com hepatite aguda e, eventualmente, com a forma fulminante (DA CONCEICAO;
SICILIANO; FOCACCIA, 2013).
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Asrespostasimunes humorais e celulares costumam manifestar-se pouco antes da elevacao das transaminases.
A imunoglobulina da classe IgM anti-HAV pode ser detectada antes ou no momento de manifestacao dos sintomas
clinicos e declinam em cerca de trés a seis meses, tornando-se indetectaveis pelos testes diagndsticos comerciais
disponiveis. A imunoglobulina da classe IgG anti-HAV surge logo ap6s o aparecimento da IgM e pode persistir
indefinidamente, conferindo imunidade ao individuo. Dessa forma, na fase aguda de infeccdo, sdo encontradas
ambas IgM e lgG. Em individuos previamente infectados, encontra-se somente a IgG (DA CONCEICAO; SICILIANO;
FOCACCIA, 2013; NAINAN et al., 2006).

Os anticorpos neutralizantes representam o principal mecanismo de prote¢éo contra o virus. Sao normalmente
direcionados contra proteinas de superficie, em especial as proteinas de capsideo VP1 e VP3.A deteccao de anticorpos
que reconhecem as proteinas ndo estruturais da regido P2 permite diferenciar infeccédo (presenca desse anticorpo)
de vacinacao (auséncia desse anticorpo) como fontes de determinantes antigénicos (CUTHBERT, 2001).

0 diagndstico da hepatite A é realizado por meio de imunoensaios que detectam IgM anti-HAV. Esses testes
podem tornar-se positivos entre 5 e 10 dias apds a infeccéo, desde que existam altas concentragdes de IgM anti-
HAV; porém, ndo sdo capazes de detectar baixas concentracdes de IgM anti-HAV, situacdo que pode ser observada
entre quatro e seis meses apos a infeccdo aguda. Os imunoensaios para IgM anti-HAV apresentam sensibilidade
de 100%, especificidade de 99% e valor preditivo positivo de 88%. Resultados falso-positivos podem ocorrer e,
portanto, o teste soroldgico deve ser realizado apenas em individuos sintomaticos. Os testes para anti-HAV total (IgM
e IgG) permanecem reagentes apos a infec¢do ou imunizacao durante toda a vida do paciente, sendo Uteis apenas
para identificar individuos em risco que néo tiverem sido previamente imunizados (CUTHBERT, 2001; MATHENY;
KINGERY, 2012).

No fluido oral (FO), soro, urina e fezes podem ser detectados os anticorpos IgG anti-HAV. Os testes que
utilizam FO sdo indicados como uma alternativa ao teste soroldgico convencional, devido a simplicidade da coleta
de amostra. Varios estudos ja demonstraram os beneficios de se implementar o teste de FO como ferramenta de
triagem na investigacao de surtos e em estudos epidemioldgicos. A sensibilidade de deteccdo do anti-HAV no FO é
de uma a trés unidades logaritmicas menores que no soro (NAINAN et al., 2006), e, entretanto, essa sensibilidade
ainda é aceitavel para utilizagdo nas situacoes acima.
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0 Fluxograma 1 (Figura 5) emprega um imunoensaio capaz de detectar anticorpos IgM anti-HAV em amostras
de soro.

Amostra
Reagente
para HAV IgM

Amostra
Nao Reagente
para HAV IgM

e Agravo imunoprevinivel

® 76% dos casos se concentram na faixa etaria de 0-14 anos (Boletim Epidemioldgico de Hepatites Virais/SVS/MS)

¢ 0 fluxograma para HAV é capaz de detectar casos de hepatite A em sua fase aguda

 Por detectar anticorpos, este fluxograma néo € indicado para individuos menores de 18 meses de idade

e Em caso de suspeita de infeccdo pelo HAV, uma nova amostra devera ser coletada 30 dias ap6s a data da coleta desta amostra.

Legenda: Dj]—@esso predefinido. l:'—@esso. O—@e uma tomada de deciséo. @—Ealizador.

Deve-se utilizar esse fluxograma quando houver uma solicitagéo para “sorologia da hepatite A”, “diagnostico
de HAV” ou termos afins.

0 mesmo fluxograma deve ser utilizado em conjunto com os Fluxogramas 3 e 7, indicados para o diagndstico

do HBV e HCV, quando houver uma solicitacao para “sorologia de hepatite” sem explicitar quais os marcadores a
ser investigados.

A amostra com resultado ndo reagente no imunoensaio sera definida como: “Amostra nao reagente para
HAV IgM”.

A amostra com resultado reagente no imunoensaio sera definida como: “Amostra reagente para
HAV IgM”. 0 laudo devera ser emitido com a seguinte ressalva: “Resultado reagente para o HAV IgM indica
infeccao aguda pelo virus da hepatite A”

Além das informagoes citadas anteriormente, os laudos devem conter os resultados de todos os testes
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realizados, o ponto de corte (CO, do inglés cut-off) e a unidade de medi¢do do método utilizado, excetuando-se 0s
resultados obtidos por testes cuja leitura é visual. Os laudos deverdo estar de acordo com o disposto na Resolugao
RDC n° 302/Anvisa, de 13 de outubro de 2005, suas alteracoes, ou outro instrumento legal que venha a substitui-la.

Todos os laudos devem ser emitidos com as seguintes observagoes:

e “A vacina contra a hepatite A faz parte do calendario de vacinagéo do SUS para criangas de 12 a 23 meses.
Além disso, ela esta disponivel nos Centros de Referéncia para Imunobioldgicos Especiais (CRIE), sendo
indicada para as situagoes previstas em: http://www.aids.gov.br/pagina/vacina-hepatites”.

e “A vacina contra a hepatite B faz parte do calendario de vacinacdo da crianca e esta disponivel nas salas de
vacina do Sistema Unico de Satde (SUS) para as situacdes previstas em: http://www.aids.gov.br/pagina/
vacina-hepatites”.

Esse fluxograma € indicado para o diagndstico de uma infecgdo aguda pelo HAV. Caso o individuo néo esteja
na fase aguda da infeccéo, o resultado podera ser ndo reagente. Nesse caso, 0 médico podera solicitar um HAV IgG
para verificar exposicao ao virus.

0 resultado reagente em uma amostra na pesquisa pelo anticorpo IgM anti- HAV indica exposicéo recente ao HAV.

0 fluxograma néo é adequado para o diagnostico da infeccdo pelo HAV em imunossuprimido/imunodeprimido®
e criangas com idade igual ou inferior a 18 meses.

A transmissao do HBV se faz por via parenteral e, sobretudo, pela via sexual, sendo a hepatite B considerada
uma IST. Dessa forma, o HBV pode ser transmitido por solucéo de continuidade (pele e mucosa), relagoes sexuais
desprotegidas e por via parenteral (compartilhamento de agulhas e seringas, tatuagens, piercings, procedimentos
odontoldgicos ou cirlrgicos, etc.). Outros liquidos organicos, como sémen, secrecdo vaginal e leite materno podem
igualmente conter o virus e constituir fontes de infecgdo. A transmissao vertical (de mae para filho) também é causa
frequente de disseminacgdo do HBV em regides de alta endemicidade. De maneira semelhante as outras hepatites,
as infecgoes causadas pelo HBV séo habitualmente anictéricas. A cronificagdo da doenca, ou seja, a persisténcia
do virus por mais de seis meses, ocorre em, aproximadamente, 5% a 10% dos individuos adultos infectados.
Caso a infec¢@o ocorra por transmiss@o vertical, o risco de cronificagdo dos recém-nascidos de gestantes com
evidéncias de replicacéo viral (HBeAg reagente e/ou HBV DNA > 10%) é de cerca de 70% a 90%, e entre 10 a 40%
nos casos sem evidéncias de replicagdo do virus. Cerca de 70% a 90% das infecgdes ocorridas em menores de
cinco anos se cronificam, e 20% a 25% dos casos cronicos com evidéncias de replicacdo viral evoluem para doenca
hepatica avancada (cirrose e hepatocarcinoma). Uma particularidade dessa infeccao viral cronica é a possibilidade
de evolugdo para cancer hepatico, independentemente da ocorréncia de cirrose, fato considerado pré-requisito nos
casos de surgimento de carcinoma hepatocelular nas demais infecgoes virais cronicas, como a hepatite C.

0 HBV pertence a familia Hepadnaviridae (virus de DNA hepatotropicos), que inclui virus capazes de infectar
diferentes animais. A particula viral infecciosa do HBV (Figura 6) tem, aproximadamente, 42nm e inclui um
nucleocapsideo proteico (HBcAg) de aproximadamente 27nm. Ela é envolta por um envelope lipoproteico originado
da ultima célula infectada pelo virus, contendo as trés formas do antigeno de superficie viral (HBsAg). Ainda dentro
da particula, estd presente a enzima DNA polimerase viral, que ird completar o genoma do virus durante a infecgéo
(FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007).
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Figura 6. Estrutura da particula do virus da hepatite B (HBV)
Fonte: Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais/SVS/MS.

0genomadoHBV (Figura7) é composto porumamolécula de DNA parcialmente duplicada de, aproximadamente,
3.200 pares de bases (3,2kb). O genoma viral possui quatro fases abertas de leitura (ORFs) para a producao das
proteinas virais: capsideo, envelope, DNA polimerase e proteina regulatoria X. A traducdo do produto da ORF que
codifica a proteina de envelope pode produzir as trés formas dessa proteina: pequena (pré-S1), média (pré-S2) e
grande (S). As trés formas da proteina de envelope do virus da hepatite B ddo origem ao antigeno “s” do virus da
hepatite B (HBsAg). A ORF da proteina de capsideo pode ser traduzida tanto na regido Pré-Core (PréC) quanto na
regido do capsideo (ou core). Os produtos de PréC sdo processados no reticulo endoplasmatico e um dos produtos
de processamento € secretado da célula, dando origem ao antigeno “e” do virus da hepatite B (HBeAg) (FIELDS;
KNIPE; HOWLEY, 2007; LIANG, 2009).

8.2 Variabilidade genética

+ DNA Dupla-Fita
Parcial

Figura 7. Representacao esquematica da organizacao gendmica do virus da hepatite B (HBV) mostrando as
fases abertas de leitura (ORF) existentes
Fonte: Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais/SVS/MS.
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