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RESUMO

APERFEICOAMENTO DE UM TESTE IMUNOENZIMATICO PARA O
DIAGNOSTICO DA HEPATITE A

Maria Amélia das Virgens de Lima

Orientador (es): Dra. Vera de Souza Gouvéa

Dra. Marcia Leite Baptista

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao programa de Poés-
graduacdo em Microbiologia, Instituto de Microbiologia, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao de

titulo de Mestre em Microbiologia.

A hepatite A constitui um problema de saude publica, principalmente nas
cidades em desenvolvimento, onde o niumero de jovens e adultos susceptiveis a
infeccdo é grande, portanto emerge como uma nova doenca com alto potencial em
causar epidemias. A hepatite A é transmitida através de agua e alimentos
contaminados. O diagndstico rapido, especifico e seguro, utilizando um teste
acessivel € extremamente importante para o controle de surtos da doenca.

Neste trabalho, foi aperfeicoado um teste imunoenzimético (ELISA) para
deteccdo de anticorpos da classe IgM contra o virus da hepatite A (HAV),
desenvolvido na FIOCRUZ, o qual utiliza misturas de soros humanos
convalescentes conjugados a peroxidase e antigeno viral, altamente instavel,
produzido em cultura de células.

O desenho original do teste ELISA IgM ANTI-HAV CAPTURA DIRETO/ IOC
foi modificado para um ELISA de captura indireto pela introducdo de um
conjugado anti-lgG humana comercial e 0 uso de antigeno viral liofilizado.

Foi também desenvolvido um simples e inteiramente novo ELISA direto que
utiliza uma proteina recombinante, produzida em Escherichia coli, tendo como
vantagens a estabilidade da proteina recombinante e principalmente a néo

utilizacdo da mistura de soros humanos anti-HAV, como insumo. O novo ELISA
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IgM ANTI-HAV — PROTEINA RECOMBINANTE/EXPERIMENTAL mostrou ser

promissor e a utilizacdo da proteina recombinante otimizou o ELISA para deteccéo
anticorpos anti-HAV IgM.

Palavras-chave: HAV, ELISA.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2006
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ABSTRACT
IMPROVEMENT OF AN ENZYME IMMUNOASSAY FOR HEPATITIS A OF THE
DIAGNOSIS

Maria Amélia das Virgens de Lima

Orientador (es): Dra. Vera de Souza Gouvéa

Dra. Marcia Leite Baptista

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao programa de Poés-
graduacdo em Microbiologia, Instituto de Microbiologia, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao de

titulo de Mestre em Microbiologia.

Hepatitis A constitutes a problem of public health, especially in developing
cities where the number of youths and adults susceptible to infection is high. It
therefore emerges as a new disease with a high potential for causing epidemics.
Hepatitis A is transmitted through water and contaminated foodstuffs. The quick,
specific and safe diagnosis, using an accessible test, is extremely important for the
control of the disease outbreaks.

In this work, we improved an immunoenzymatic test (ELISA) for the
detection of IgM class antibodies against the hepatitis A virus (HAV). This test —
which was developed in FIOCRUZ — utilizes mixtures of convalescent human sera
conjugated with peroxidase and highly unstable viral antigen produced in cell
cultures.

The original design of DIRECT CAPTURE ELISA/ 10C IgM ANTI-HAV test
was changed into an indirect capture ELISA by means of the introduction of a
commercial human anti-lgG conjugate and the utilization of lyophilizated viral
antigen.

A simple and entirely new direct ELISA which utilizes a recombinant protein

produced in Escherichia coli was also developed. The advantages of this new test
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include the stability of the recombinant protein and, most importantly, the non
utilization of the mixture of anti-HAV human sera as insume. The new
RECOMBINANT PROTEIN ELISA/ EXPERIMENTAL IgM ANTI-HAV showed
promising and the utilization of the recombinant protein optimized ELISA for the
detection of anti-HAV IgM antibodies.

Key-words: HAV, ELISA.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2006
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1. INTRODUGAO

1.1. Hepatite A

A hepatite A € uma doenga de ampla distribuicdo geografica sendo uma das
maiores causas de hepatites virais agudas em todo mundo, ocorrendo tanto na
forma epidémica como na forma endémica.

Epidemias desta doencga foram descritas na literatura, principalmente durante
as guerras, quando grandes concentragbes de pessoas contribuiram para a
disseminacdo da doenca, mas foi somente no século XX que a hepatite A foi
reconhecida como um importante problema de saude publica (Hollinger & Ticehurst,
1996). Esse fato motivou muitos pesquisadores no estudo da hepatite A,
contribuindo para conhecimento da sua etiologia viral, forma de transmisséo, e
assim como sobre a existéncia das formas subclinicas e anictéricas, como elo
importante na cadeia de transmissdo da doenca (Holmes e cols, 1969; Lorenz e
cols, 1970; Holmes e cols, 1971 e 1973; Maynard e cols, 1975).

1.2. Identificagao do agente infeccioso

Em 1973, o virus da hepatite A foi identificado por Feinstone e cols, que
conseguiram visualizar, por imunomicroscopia eletrbnica, particulas esféricas de
27nm de didmetro em fezes de individuos voluntarios adultos, inoculados com uma
cepa MS-1 do virus da hepatite A (HAV), assim confirmando a relagcdo entre essas
particulas e a infecgao pelo HAV. Apds a identificacdo do agente etioldgico, iniciou-se
o desenvolvimento de técnicas e métodos que pudessem detectar e/ou quantificar o
antigeno da hepatite A, como fixacdo de complemento (Provost e cols, 1975) e
radioimunoensaio em fase sélida (Hollinger e cols, 1975; Purcell e cols, 1976). Em
1979, o cultivo do HAV em um sistema “in vitro” de cultura celular (Provost &
Hilleman), representou um marco importante na histéria da hepatite A. A cepa MS-1
juntamente com a cepa HM-175, entre outras, passaram a servir como virus

prototipos para estudos da hepatite A no homem, em animais de experimentagao, em
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culturas de células, na analise molecular por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), no sequenciamento nucleotidico e de aminoacidos e no desenvolvimento de

vacinas sejam elas inativadas, atenuadas ou recombinantes.

1.3. Virus da hepatite A

O virus da hepatite A esta classificado na familia Picornaviridae, no género
Hepatovirus (Minor, 1991), sendo caracterizado pelo seu pequeno tamanho. Possui
forma esférica, mas por analise estrutural fina, demonstra simetria icosaédrica
(Feinstone e cols, 1973), auséncia de envelope, com um didmetro de
aproximadamente 27 nm. O capsideo € composto por 60 capsébmeros, constituidos
por quatro polipeptideos distintos denominados VP1, VP2, VP3 e VP4, com pesos
moleculares de aproximadamente 33,2 kDa; 24,8 kDa, 27,8 kDa e 14,0 kDa,
respectivamente. (Figura 1). O virion possui um coeficiente de sedimentacdo de 150-
160S em solugao neutra de sacarose e densidade de 1,33- 1,34 g/cm?® em cloreto de
césio (Bradley e cols., 1978; Siegl & Frosner, 1978).

A particula viral é relativamente resistente a inativagao pelo calor a 60°C por
uma hora, éter e em meio acido, a sua infecciosidade podendo ser mantida a -20°C
durante anos (Provost & Hilleman, 1979). O virus mantém sua infecciosidade em pH
1,0 a 38-C por 90 minutos. Ele é inativado pelo formol a 0,02% a 37°C por 72 horas
ou 3% por cinco minutos, pelo tratamento com cloro livre em concentragédo de 1mg/L
durante trinta minutos, assim como pelo permanganato de potassio (30mg/L) durante
cinco minutos, e solugéo de glutaraldeido a 2%. A infecciosidade do HAV € diminuida
com etanol a 70% a 25°C. Em relagao aos agentes fisicos, o virus €& destruido pela
autoclavacao a 120°C durante vinte minutos, pelo aquecimento a 100°C durante cinco
minutos (Provost & Hilleman, 1979). Possui ainda a caracteristica de uma dificil
propagacado em cultura de células, com replicagdo muito lenta e auséncia de efeito
citopatico (Siegl, 1988 e 1992).

O HAV esta presente nas fezes de individuos infectados, durante o final do
periodo prodrémico da doenca e no inicio dos sintomas, sendo através dessas

eliminado para o meio exterior. E um dos virus mais resistentes as condicdes
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ambientais, conservando sua infecciosidade nas fezes, por pelo menos duas
semanas, € em ambiente seco, por uma semana (Sobsey e cols, 1988). Ja foi
demonstrado experimentalmente que as particulas virais permanecem estaveis,
durante dias ou até mesmo meses, em agua doce, agua do mar, esgotos, solos,

sedimentos marinhos e ostras (Sobsey e cols, 1988).

', WFZ

Figura 1: Esquema tridimensional da simetria icosaédrica do HAV e ilustracdo da micrografia eletronica das
subunidades da particula viral de um picornavirus (Hollinger & Ticehurst, 1996).

1.4. Organizacao genémica.

O genoma do HAV é constituido de RNA de fita simples (Coulepis e cols,
1981), com aproximadamente 7500 nucleotideos de comprimento (Ticehurst e cols,
1983). O RNA gendmico possui polaridade positiva (Locarnini e cols, 1981), portanto,
funciona como RNA mensageiro, sendo diretamente traduzido nas diferentes

proteinas virais necessarias a replicagao viral (Hollinger & Ticehurst, 1996).
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O RNA gendmico pode ser dividido em trés regides distintas. Uma regiao 5’
nao codificante (5’NC) que corresponde aproximadamente a 10% do genoma (734 a
740 bases nucleotidicas) e tem uma pequena proteina viral denominada VPg, ligada
covalentemente a extremidade 5 da regido 5’NC, proteina que tem papel importante
na iniciagao da transcri¢cao (forma o sitio de entrada do ribossoma) (Cuthbert, 2001).

Uma regido 3’ curta (40 a 80 nucleotideos), também nao codificante (3'NC),
que contém na extremidade 3’ uma sequéncia poliadenilica (Coulepis e cols, 1981).
Essa regido possui alta variabilidade, acima de 20%, entre cepas padrdes e mutantes
do HAV (Hollinger & Emerson, 2001). Entre as extremidades 5’NC e 3'NC situa-se
uma unica e longa fase de leitura aberta (ORF), com mais de 7000 bases (Hollinger &
Ticehurst, 1996), a qual, quando traduzida, origina uma unica poliproteina com cerca
de 2225 aminoacidos. Uma série de clivagens proteoliticas da poliproteina originara
as diferentes proteinas virais maduras (Palmenberg, 1990). Esta poliproteina pode ser
dividida, funcionalmente em trés regides designadas P1, P2 e P3.

O segmento P1 origina as quatro proteinas que formam o capsideo viral
VP1, VP2, VP3 e VP4 (Figura 2). VP1 e VP2 foram identificadas como as principais
proteinas de superficie (Hughes e cols, 1984). A conformagao das proteinas VP1 e
VP3 formam um simples e dominante epitopo sorolégico que estimula uma resposta
de anticorpos neutralizantes (Cuthbert, 2001). A pequena proteina VP4, apesar de
mostrar ser essencial para a formagao do virion, ndo pdde ser identificada nas
particulas virais maduras (Probst e cols, 1999).

Os segmentos P2 e P3 codificam as proteinas 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C e 3D
que nao fazem parte do capsideo viral (Rueckert & Wimmer, 1984). Estas proteinas
estdo envolvidas nos processos de sintese de RNA e formagdo do virion. A regido
VP1/2A apresenta alta variabilidade nas sequéncias de aminoacidos e nucleotideos,
portanto, € utilizada na classificacdo genotipica das cepas do HAV (Robertson e cols,
1992). As proteinas 2B e 2C possuem um importante papel na replicagdo viral
(Ticehurst e cols, 1989) sendo encontradas ligadas na forma 2BC. A forma 2BC
possui a propriedade de associar-se com aminoacidos nas membranas intracelulares
e induzir rearranjos estruturais, nessas membranas. A proteina 2C é considerada uma
helicase (Teterina e cols, 1997). A proteina 3A, provavelmente ajuda no ancoramento

do complexo replicativo a membrana celular, a 3B (VPg), e esta envolvida na iniciagéo
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da sintese de RNA (Weitz e cols. 1986). A proteina 3C é a unica protease do HAV
(Allaire e cols, 1994) e a proteina 3D possui a fungdo de RNA polimerase, sua
sequéncia de aminoacidos apresentando uma alta similaridade com a de outros

picornavirus (Hollinger & Ticehurst, 1996). (Figura 2).

1.5. Replicagao viral.

Apds a ingestdo, o que ocorre com as particulas virais ndo € ainda bem
conhecido (Cuthbert, 2001). Estudos em modelos experimentais mostram que o HAV
€ absorvido, mas pode infectar células epiteliais da mucosa digestiva onde é replicado
(Purcell & Emerson, 2001), cai na corrente sanguinea e chega aos hepatocitos pela
circulagdo portal e sistémica, ligando-se as células hepaticas via receptor
asialoglicoproteina, localizado na superficie basolateral dos hepatdcitos humanos
(Dotzauer e cols, 2000).

A penetragdo na célula é realizada, provavelmente, por um mecanismo de
endocitose e o genoma viral é liberado no citoplasma. O RNA viral funciona como o
proprio RNA mensageiro, portanto, é traduzido em uma unica poliproteina precursora
de todas as proteinas virais (Palmenberg, 1990). As proteinas que nao fazem parte do
capsideo viral ttm um importante papel na replicagdo gendmica, promovendo a
sintese de fitas negativas que servirdo de molde para producdo de novas fitas de
RNA de polaridade positiva. As moléculas positivas seguem trés destinos sendo
traduzidas em proteinas virais, servindo como de molde para sintese de novas fitas
negativas ou sendo empacotadas para formacgéo de particulas virais.

A montagem do virion no citoplasma comega pela associagao das proteinas
VPO (VP2 e VP4), PX (VP1 e 2A) e VP3. Cinco dessas estruturas se associam e
formam um pentamero (Borovec & Anderson, 1993), doze pentdmeros formam o
procapsideo, que, apos a clivagem de PX em VP1 e 2A e o envolvimento do RNA
gendmico, originardo o provirion. Finalmente, para que as particulas virais tornem-se
completas e infecciosas, ocorre a clivagem de VPO em VP2 e VP4, por um processo

autocatalitico (Bishop & Anderson, 1993).
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O mecanismo de liberagdo e secregao viral ndo é bem conhecido, mas

parece ser independente de destruicao celular (Cuthbert, 2001).

REGIAO ABERTA DE LEITURA

VPg
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PROTEINAS CODIFICADAS l l
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2A 2B 2C 3B (VPG)
helicase 3A 3C 3D

(pré-vPG) (protease) (RNA polimerase)

Figura 2: Representacdo esquematica do genoma do HAV. A parte superior da figura representa 0 RNA
viral e logo abaixo estdo a poliproteina e as diversas proteinas codificadas pelo virus (Pereira & Gongalves,
2003 - adaptado).

1.6. Cepas e gendtipos.

A cepa MS-1 foi a primeira cepa do virus da hepatite A identificada, isolada,
em Nova York por Krugman e cols, (1962), desde entdo, outras cepas foram
identificadas em diferentes regides do mundo. Dentre as mais comuns estdo: CR 326
(Costa Rica, 1960), HM-175 (isolada na Australia em 1976), SD 11 (Califérnia, 1976),
HAS 15 (Arizona, 1979), MBB (Africa, 1978), GBM (Alemanha, 1976), PA 21 (isolada
do macaco-coruja no Panama em 1980). Em 1992, Gaspar e cols, isolaram a primeira

cepa brasileira denominada HAF-203, que demonstrou infecciosidade em primatas
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nao-humanos (Vitral e cols, 1995 e 2000) e seu genoma foi totalmente seqlienciado
(Baptista e cols, 2000 — GENBANK AF-268396 — artigo nao publicado).

Com base em estudos de variabilidade genética da sequéncia nucleotidica
da regido gendmica localizada na jungao VP1/2A, foi possivel classificar as diversas
cepas do HAV de diferentes regides do mundo, em sete gendtipos (I a VII) com 85%
ou mais de identidade nos nucleotideos (Robertson e cols, 1992). Trés gendtipos
infectam naturalmente primatas n&o-humanos (genétipos IV, V e VI) e quatro infectam
o homem (gendtipos |, Il, Ill e VII), os mais frequentemente associados a infec¢des
humanas sao os gendtipos | e lll, que foram, ainda, divididos nos subgendtipos A e B
REF. A juncao VP1/2A é utilizada na classificacdo de gendtipos por ser uma regiao de
alta variabilidade nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, quando comparada
com as outras regides do genoma do virus da hepatite A (Brown e cols, 1989).

Estudos de homologia entre as sequéncias nucleotidicas das diversas cepas
do HAV podem ajudar a compreender melhor a disseminagao do virus nas diferentes
regides do mundo (Hollinger & Emerson, 2001). Estudos realizados em usuarios de
drogas na Suécia, sugerem a circulagcdo de uma unica cepa nessa populagao,
demonstrando um ambiente fechado (Robertson e cols, 1992). Em outras regioes,
como por exemplo, no Japdo €& observado o inverso, existindo uma grande
diversidade genética que sugere uma alta circulagdo de cepas provavelmente
introduzidas por viajantes (Robertson e cols, 1992). No Brasil, alguns estudos
demonstram a circulagdo de cepas do HAV com alto grau de homologia, dentro do
mesmo genotipo, pertencendo aos gendtipos IA e IB (De Paula e cols, 2002), que
sugere que no Brasil essas cepas sejam dominantes.

Substituicbes em proteinas funcionais podem alterar a funcdo dessas
proteinas, enquanto substituicdes em proteinas estruturais podem modificar os sitios
de ligagao do virus ao sistema imunoldgico do hospedeiro (Yokosuka, 2005). Estudos
da sequéncia do HAV, em amostras clinicas, mostram a relacédo entre fatores virais e
caracteristicas clinicas da hepatite A, os diferentes gendtipos resultam em maiores
alteracdes na sequéncia viral que aquelas mudancas ocorridas dentro de um mesmo
gendtipo, portanto, os diferentes gendtipos devem ter maior influéncia, no curso
clinico da hepatite A (Yokosuka, 2005).
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Assim, como os genodtipos dos virus da hepatite B e hepatite C sao
importantes para determinar os aspectos clinicos da doenga e a resposta dos
pacientes a utilizacdo da terapia com interferon, acredita-se que o gendtipo do HAV
esta relacionado com a gravidade doenga, mas a associagao entre o genétipo do HAV

e a apresentacao clinica da hepatite A ndo foi ainda confirmada (Yokosuka, 2005).

1.7. Cultivo celular do HAV.

Ao contrario de outros virus que causam hepatite, algumas cepas do HAV
podem ser propagadas em culturas de células convencionais de mamiferos com
eficiéncia razoavel, sem, contudo produzir efeito citopatico (Lemon e cols, 1992).
Diversos tipos celulares séo suscetiveis a infecgcao pelo HAV, mas células de rim fetal
de macaco Rhesus mostram ser uma linhagem celular suscetivel, para a produgao de
antigeno viral (Fleming, 1981). Os virus produzidos em culturas de células vém sendo
utilizados como inéculo, em infecgdes experimentais em primatas n&do-humanos (Vitral
e cols, 1995; Pinto, e cols, 2002), em testes para o diagnéstico da hepatite A (Santos
e cols, 2002) e no desenvolvimento e producao de vacinas (Provost e cols, 1986).

O HAV apresenta replicagao lenta em cultura de células, sem apresentar
efeito citopatico, contrastando com outros picornavirus (Ticehurst e cols, 1989). Uma
replicagcdo mais eficiente, ocorre apds certo numero de passagens, quando o virus
esta adaptado a replicagcdo em cultivo celular REF. As mutacbes observadas nas
proteinas 2B e 2C, provavelmente, sao responsaveis pela adaptagao do HAV “in vitro”
(Emerson e cols, 1993).

A quantificagao das particulas virais infecciosas em cultura de células pode
ser avaliada pelos testes de radioimunoensaio, imunofluorescéncia indireta, ensaio
imunoenzimatico para detecgdo de antigeno (Hollinger e cols, 1975), radioimunofoco

(Lemon e cols, 1983) e ensaio imunoenzimatico “in situ” (Villar e cols, 2004).
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1.8. Caracteristicas clinicas.

A infecgdo natural pelo HAV ocorre geralmente apds a ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados. As manifestacdes da doenga sdo, geralmente, restritas ao
figado, porém envolvimentos extra-hepaticos como do sistema nervoso central e
dos rins, apesar de serem raros, ja foram relatados (Zikos e cols, 1995), assim como
hemolise, derrames pleurais e pericardicos, artrite reativa e pancreatite (Cuthbert,
2001).

A infeccdo causada pelo virus da hepatite A pode apresentar a forma
assintomatica ou sintomatica, com um periodo meédio de incubacdo de 28 dias.
Entretanto, a replicagéo viral € ativa e uma grande quantidade de particulas virais &
eliminada pelas fezes (Asher e cols., 1995; Hollinger & Emerson, 2001). A fase
prodrbmica dura de dois a quinze dias, as manifestagdes sao indistinguiveis
daquelas que ocorrem em outras infecgbes virdticas, tais como febre, mialgia,
fadiga, anorexia, nauseas e desconforto abdominal (Havens & Jr, 1944). O inicio da
fase ictérica, normalmente € precedido por relatos de urina escura (coluria), seguido
de acolia fecal e ictericia (Zuckerman, 1965), a duragao desta fase é variavel, sendo
mais freqlente e longa em adultos. H4 um aumento nos niveis das enzimas
hepaticas, alanina aminotranferase (ALT), aspartato aminotransferse (AST) e y-
glutamil transpeptidase (GGTP), assim como no nivel de bilirrubina no soro
(Hallgren, 1943). Apesar da recuperagao lenta e um periodo prolongado de
convalescenga, a evolugéo da hepatite A €, de um modo geral, boa terminando com
a cura, na grande maioria dos casos.

As manifestagdes clinicas estao fortemente relacionadas com a idade, 90%
dos casos de hepatite A se apresentam de forma assintomatica em criangas com
idade inferior a cinco anos, enquanto em adultos, 70% dos casos sdo sintomaticos
(Koff, 1992).

A hepatite A nao evolui para a cronicidade e os sinais e sintomas da doenca
permanecem por menos de dois meses, embora tenha sido descrita uma forma
prolongada da doencga, podendo levar, nesse caso, seis meses para completa

recuperacao. (Gordon e cols, 1984). Durante a gravidez a hepatite A também ¢é auto-
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limitada, ndo oferecendo riscos para a gravida ou para o feto. A transmissao
intrauterina é extremamente rara (Banker, 2003).

Algumas observagdes tém mostrado que, nas formas prolongadas da hepatite
A, pode existir excrecdo persistente do virus, razao pela qual, os pacientes nessa
situacdo, devem ser considerados como potenciais transmissores (Inoue e cols,
1996). A forma grave ictérica, que ocasionalmente culmina na forma fulminante, é
caracterizada pela necrose maci¢ca das células hepaticas, podendo comprometer
gravemente as fungdes do 6rgao e levar a um quadro de coma hepatico, resultando
em morte, em até 80% dos casos (Koff, 1992). Esta forma da doencga, em geral,
ocorre em individuos com idade superior a 50 anos (Hadler e cols, 1991).

Individuos com doenga crénica do figado como hepatite B ou C exibem um
aumento nos riscos de desenvolverem formas mais graves de hepatite A ou, até
mesmo, um quadro de hepatite fulminante, apresentando uma mortalidade estimada
entre 0,14 a 2% (Vento e cols, 1998). O dano causado pela hepatite viral resulta de
um envolvimento substancial das fungdes hepaticas, ja comprometidas pelas lesdes
cronicas (Keeffe e cols, 1998).

As manifestacdes clinicas do HAV estdo fortemente envolvidas com fatores
intrinsecos do hospedeiro, como a idade, no entanto a influéncia da participacédo de
variantes do virus, atuando numa replicacdo viral mais ativa ou na resposta do

hospedeiro a infecgédo, ndo deve ser excluida (Sanchez e cols, 2003b).

1.9. Epidemiologia.

A epidemiologia do HAV esta relacionada ao nivel de desenvolvimento
econdmico das populagdes (Hadler, 1991). Nos paises subdesenvolvidos a infeccao
ocorre precocemente logo apos os oito meses de vida quando os anticorpos maternos
comecam a desaparecer (Robertson e cols., 1992). Nos paises e regides
desenvolvidas, o numero de adolescentes e adultos jovens suscetiveis € grande
facilitando a ocorréncia de surtos epidémicos por uma fonte de agua ou alimentos

contaminados, como por exemplo, mariscos, ostras e frutas (Niu e cols, 1992).
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O periodo de viremia é curto e a concentracao de particulas virais no sangue
€ baixa. Portanto a transmissao parenteral € rara, mas pode ocorrer se o material
injetado (sangue ou soro) for de individuos que estiverem no periodo de incubagao ou
na primeira semana da doenca. Casos esporadicos tém sido relatados apés
transfusdo sanguinea em neonatos (Noble e cols, 1984), transfusdo de plasma e
plaquetas (Meyers e cols, 1974) e fatores de coagulacdo (Manucci e cols, 1994),
assim como usuarios de drogas (Grinde e cols, 1997). Apesar de pouco comum, a
transmissao nosocomial ja foi relatada (Watson e cols, 1993).

A transmissao do HAV entre os homossexuais masculinos tem sido relatada
e alguns surtos epidémicos foram registrados nessa populagao REF. Alguns estudos
tém mostrado que altos niveis de soro prevaléncia de hepatite A, em homens, estédo
mais relacionados com contato oral-anal do que com a orientagdo sexual (Ballesteros
e cols, 1996).

O virus é extremamente resistente no meio ambiente (Sobsey e cols, 1988),
sendo facilmente disseminado na populagdo, sobretudo onde as condigdes de
saneamento e higiene sao precarias, justificando seu alto potencial de causar
epidemias (Divizia e cols, 1998).

Nos paises em desenvolvimento, onde as condi¢gbes de saneamento basico
e fornecimento de agua encanada estdo sofrendo melhorias significativas, o perfil
epidemioldgico da infecgdo estd mudando, atingindo faixas etarias cada vez mais
elevadas. Estudos realizados no Rio de Janeiro mostram uma mudanca na
epidemiologia da hepatite A, decorrente das melhorias nos padrdes de vida de alguns
grupos da populagdo urbana, refletidos pela baixa prevaléncia de anticorpos entre
criangas e adolescentes (Vitral e cols, 1998a). Contudo, na populagéo rural, onde as
condi¢bes sanitarias ainda s&o precarias, a prevaléncia destes anticorpos chega a
mais de 70% (Trinta e cols, 1998). Essa mudanca resulta num aumento da populagéo
adulta suscetivel ao virus da hepatite A (Yao, 1991). Este novo padrdo de
endemicidade traz graves consequéncias pois a morbidade aumenta com o aumento
da idade e entado observa-se a substituicado de infecgdes subclinicas em criancas para
infeccdes clinicas em adolescentes e adultos (Shapiro & Margolis, 1993). Assim, o
que tem sido observado, € que o HAV vem emergindo como uma nova doenga, em

areas onde as melhorias sanitarias vém sendo introduzidas e a média de idade da
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infeccdo tem se deslocado da infancia para a adolescéncia (Purcell, 1994). Assim
sendo, uma parcela cada vez maior da populagdo adulta permanece suscetivel ao

HAV, levando a ocorréncia de surtos e casos esporadicos (Villar, 2002).

1.10. Prevencgao e controle.

Apesar da hepatite A ser uma doenga que nao evolui para cronicidade como
a hepatite B ou hepatite C, o HAV é responsavel por uma significativa morbidade e
perda econbmica, principalmente em paises desenvolvidos, em razdo da
prolongada convalescenga, apos a fase aguda da doenga REF.

Varios trabalhos mostram um aumento de hepatite A fulminante, em
individuos com doenga hepatica crénica (Vento e cols, 1998; Datta, 2000). Um
estudo realizado no Hospital das Clinicas em Porto Alegre, entre criangas e
adolescentes com doenga crbénica de figado, demonstrou que 76% desses
pacientes sao suscetiveis a infeccdo pelo HAV, consequentemente eles apresentam
um maior risco de desenvolverem formas mais graves de hepatite A ou uma
hepatite fulminante. A reducdo da populacdo suscetivel com a vacinacdo pode
eliminar a doenga e suas complicacbes, mas é importante monitorar os niveis de
imunidade natural desses pacientes e identificar os que sédo suscetiveis a infeccao
(Ferreira e cols, 2002).

As principais medidas de controle de uma virose de transmissdo entérica
como a hepatite A, sdo as melhorias no saneamento basico associadas a higiene.
Como o homem é o unico reservatério para o HAV e as criangcas possuem um papel
critico na cadeia de transmissao da infeccdo, medidas de preventivas, tais como
higiene pessoal e imunoprofilaxia, representam medidas essenciais na prevengao
da infeccédo, reduzindo a taxa de infecgdo e consequentemente de doenga (Centers
for Disease Control and Prevention — CDC - 1994).

As vacinas inativadas para hepatite A demonstraram ser seguras e eficazes
em varias triagens clinicas, e sdo utilizadas em varios paises (Castillo de Febres e
cols, 1999). A primeira vacina para hepatite A foi a HAVRIX (Smith Kline and
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Beecham), produzida a partir de culturas celulares de fibroblastos humanos (MRC-
5) infectadas com a cepa HM175, com inativacao pela formalina (Bader, 1996).
Posteriormente, outra vacina inativada foi langada no mercado, a VAQTA (Merck),
produzida a partir da cultura de células MRC-5 infectadas com a cepa CR-326. As
duas vacinas sado altamente imunogénicas e possuem grande eficacia REF. Os
niveis de anticorpos considerados protetores podem persistir, por mais de vinte
anos (Van Damme e cols, 1994), apds aplicagdo de duas doses num intervalo de
seis meses. A vacina deve ser indicada para viajantes de areas endémicas,
usuarios de drogas intravenosas, pacientes com hepatopatia grave e pessoas que
trabalham em ocupacao de risco de infecgao (Arguedas e cols, 2002). Atualmente,
ja existe uma vacina que associa os antigenos dos virus da hepatite A e B, com
eficacia comprovada (Ramonet e cols, 2002). O ponto negativo dessas vacinas é o
alto custo, devido a baixa produgao viral em cultura de células, decorrente da lenta
replicagao do HAV.

Tentativas para diminuir os custos da vacina contra hepatite A estdo sendo
realizadas. A avaliagdo de exposicao prévia, antes da vacinagao, esta relacionada
ao custo do exame e da vacina. Somente vacinar os individuos comprovadamente
suscetiveis a infeccao € economicamente mais vantajoso, principalmente em areas
onde o risco de infecgdo € maior (Arguedas e cols, 2002). Outra alternativa seria a
possibilidade de reduzir o uso da vacina para uma unica dose, facilitando a
implementacdo de campanhas de vacinacdo em massa e contribuindo para o
controle da doenga, mas essa analise tem sido questionada por alguns autores que
mostram auséncia de custo-eficacia na vacinagdo em massa (Beutels e cols, 2002).
O ideal seria a producdao de vacinas atenuadas ou até mesmo vacinas de DNA
recombinante ou de subunidades vacinais, tentando reproduzir o sucesso obtido

com a vacina contra a hepatite B.

1.11. Diagnéstico.

No aspecto clinico, a hepatite A ndo pode ser distinguida das outras formas de

hepatites virais. As provas bioquimicas de fungédo hepatica que incluem dosagens de
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bilirrubina sérica total, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), sao indicativas de dano no parénquima hepatico e
caracterizam hepatite, independentemente do agente causador da doenga, e assim
nao sao provas especificas da hepatite A (Bianchi e cols., 1971; Ishak, 1976). O
diagndstico laboratorial da hepatite A pode ser definido pela detecgao de anticorpos
de fase aguda IgM anti-HAV, em amostras de soro, utilizando testes
imunoenzimaticos de captura de fase solida (Locarnini e cols, 1979). Alguns trabalhos
mostram o desenvolvimento de métodos ou a adaptagcédo de técnicas ja existentes,
para detecg¢ao de anticorpos contra a hepatite A, utilizando amostras de saliva (Oba e
cols, 2000) e urina (Joshi e cols, 2002; Lay e cols, 2003). Essas novas metodologias,
utilizando, além do soro, outros fluidos corporais, facilitam e tornam mais rapido o
diagndstico da doenca, sobretudo em bebés e em criangas, onde a coleta de sangue
€ mais trabalhosa, além de necessitar de pessoal bem treinado.

A positividade do IgM anti-HAV, geralmente, dura cerca de trés a quatro
meses, apds exposigao ao virus, podendo chegar a seis meses em 5% dos casos
(Kao e cols, 1984). Os anticorpos 1gG anti-HAV séo detectados simultaneamente ao
IgM anti-HAV ou logo apds (Figura 3), permanecendo detectavel por toda vida e

conferindo protecao contra uma reinfecgéo (Ciocca, 2000).
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Cinética dos marcadores sorologicos na infeccao pelo HAV

IgG anti-HAV

Sintomas

TITULO

HAV
nas
fezes

IgM anti-HAV

0 1 2 3 4 5 6 12 24
Meses ap0s exposicao

Figura 3: Curso soroldgico da infecgdo pelo virus da hepatite A.

O isolamento do HAV em cultura de células, a partir das fezes, néo € indicado
para efeito de diagndstico, devido a dificuldade de cultivo celular, pois a eliminagéo
viral precede a sintomatologia e a excregao viral é reduzida drasticamente, apés o
inicio dos sintomas, na maioria dos casos (Locarnini e cols, 1979). Apesar de ser uma
técnica demorada e nem sempre bem sucedida, o isolamento do HAV se justifica
para esclarecer casos prolongados da doenga, onde a excreg¢ao viral é persistente
(Gordon e cols, 1984). A bidpsia de figado raramente é utilizada no diagnéstico da
hepatite A aguda, pois as alteracbes morfoldgicas observadas sdo muito parecidas
aquelas causadas em outras formas de hepatite aguda (Bianchi e cols, 1971).

A deteccao do RNA viral em amostras de soro ou fezes, utilizando a técnica de
transcricao reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (Polish e

cols., 1999; Kwon e cols., 2000), ndo é comumente utilizada como rotina no
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diagndstico da hepatite A, devido a eficiéncia e praticidade dos testes
imunoenzimaticos. O diagndstico molecular é utilizado apenas na pesquisa, no
esclarecimento de casos graves e persistentes (Polish e cols, 1999) e quando for

necessaria a determinagao precoce da infeccao.

1.12. ELISA (Ensaio imunoenzimatico).

O termo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi utilizado, pela
primeira vez, em 1971, por Engvall e Perlmann. O objetivo do teste é a deteccao
e/ou quantificagdo de anticorpos ou antigenos. O teste ELISA foi desenvolvido como
uma alternativa ao radioimunoensaio, que foi uma técnica amplamente utilizada nos
anos 60, por ser um teste extremamente sensivel. Este teste, no entanto, apresenta
inumeras limitagdes como, por exemplo, o alto custo e, principalmente, o risco
operacional por utilizar marcadores radioativos.

Na pesquisa e principalmente nos laboratorios clinicos, o teste de ELISA é
uma ferramenta de grande importancia para o diagndstico de diversas doengas,
gracas a sua elevada sensibilidade e especificidade, rapidez, baixo custo,
praticidade, objetividade na leitura, a possibilidade de automacdo (Shu e cols.,
2003) e principalmente por nao utilizar radioisétopos.

O principio basico do teste € a imobilizagdo de um dos reagentes, que pode
ser antigeno ou anticorpo, em uma fase sélida (geralmente placas de poliestireno),
enquanto outro reagente, em geral anticorpos purificados, estara ligado a uma
enzima (conjugado), com preservacdo da atividade enzimatica e da atividade
imunoldgica do anticorpo.

Existem varios métodos empregados para a pesquisa de anticorpos e
antigenos pelo ELISA. Alguns s&o mais sensiveis outros sdo mais especificos,
todos apresentam vantagens e desvantagens, que devem ser levadas em
consideragao, na escolha do método empregado para detecgdo do antigeno ou
anticorpo de interesse. Um teste de ELISA bastante empregado para detecgcao de

anticorpos € o ELISA indireto, por ser economicamente vantajoso, ja que um unico

16




Aperfeigoamento de um teste imunoenzimatico ...

conjugado, um anti-anticorpo humano, pode ser utilizado para detec¢ao de varias

doencgas (Figura 4).

Antigeno

FYYYYYSR P IYTe S

Anti-anticorpo (conjugado)

FrYYYYS l,{:““

Figura 4: Figura esquematica de um teste ELISA indireto para detecgdo de anticorpos.

O ELISA de captura ¢é indicado para detecgao de anticorpos da classe IgM,
pois diminui a probabilidade de resultados falso-positivos ou falso-negativos. Neste
teste a fase solida é sensibilizada com anticorpos anti-lgM, havendo a captura de
qualquer IgM dos soros teste, apds a incubagéo. A seguir incuba-se com antigeno
marcado ou antigeno nao-marcado, seguindo-se adigdo de anticorpo especifico

marcado (Figura 5).
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Figura 5: Figura esquemdtica de um teste ELISA de captura para deteccdo de anticorpos IgM.

A utilizagcdo de proteinas recombinantes, em testes para o diagndstico de
diversas doencas ou na produgdo de vacinas, tem sido muito utilizada. Essas
proteinas s&do ferramentas uteis, a medida que podem tornar o diagndstico mais
especifico e as vacinas mais seguras (Dawson e cols, 1992; Chen e cols, 2004;
Maloney e cols, 2005; Quintana e cols, 2005; Ning e cols, 2005).

Proteinas recombinantes do virus da hepatite A, principalmente proteina
estrutural VP1, tém sido expressas em uma variedade de sistemas de expressao
procaridticos e eucaribticos (Ostermayr e cols, 1987; Johnston e cols, 1988; Rosen e
cols, 1993; Sanchez e cols, 2003a), buscando a producdo de testes para o
diagnodstico da infeccdo pelo HAV e vacinas eficientes e baratas contra o virus da
hepatite A. A maioria dos estudos utiliza a VP1, pois esta proteina juntamente com a
proteina estrutural VP3, formam um simples e dominante epitopo sorolégico que
estimula uma resposta de anticorpos neutralizantes (Cuthbert, 2001).

A produgdo de antigeno recombinante, para utilizacdo e otimizacdo de
imunoensaios no diagnostico da hepatite A, ja foi demonstrada ser possivel em

estudos onde se observou resultados similares aqueles apresentados pela utilizagao
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do antigeno HAV, derivado de culturas de células tradicionais (LaBrecque e cols,
1998).
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

A hepatite A € um importante problema de saude publica no mundo todo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, pois as melhorias sanitarias
provocam um deslocamento da infeccdo pelo HAV para faixas etarias mais elevadas
e consequente redugao na prevaléncia de anticorpos anti-HAV, entre criancas e
adultos jovens. Este novo padrao epidemiolégico pode acarretar surtos e epidemias,
devido ao alto potencial de disseminagdo do HAV entre as populagdes onde existe
um grande numero de pessoas suscetiveis a infecgéo.

Dados de um trabalho realizado em 2002, utilizando amostras de sangue
coletadas no Laboratério de Hepatites Virais credenciado como Laboratério de
Referéncia Nacional para as Hepatites Virais (LHV/LRNHV) do Instituto Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ mostraram que, em 2001 a hepatite A foi responsavel por mais de 30%
dos casos de hepatite aguda diagnosticados no LHV/LRNHV, portanto, um
diagnéstico rapido e confiavel é essencial para evitar e controlar surtos de hepatite A.
Os laboratérios da rede publica e privada, que fazem o diagndstico da doenca,
utilizam testes comerciais importados disponiveis no mercado. No entanto, € de
interesse do Departamento de Reativos para o Diagnostico de Bio-
manguinhos/FIOCRUZ produzir e distribuir testes para a detecgéo da hepatite A, com
menor custo e qualidade similar a dos testes importados.

Assim, o desenvolvimento de um teste imunoenzimatico de deteccdo de
anticorpos IgM anti-HAV, com sensibilidade e especificidade similares a dos testes
comerciais, que possa ser distribuido para todos os laboratérios da rede publica, seja

uma importante ferramenta para diagndstico da hepatite A.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aperfeicoar o teste imunoenzimatico IgM anti-HAV para o diagnéstico da
hepatite A, desenvolvido no Laboratério de Desenvolvimento Tecnoldgico do
Departamento de Virologia do Instituto Oswaldo Cruz /FIOCRUZ.
3.2 Objetivos especificos

1. Diminuir a inespecificidade do teste imunoenzimatico IgM anti-HAV;

2. Aumentar a estabilidade do virus da hepatite A (HAV), utilizado como antigeno

viral em cultivo celular;

3. Avaliar o uso de uma proteina recombinante do virus da hepatite A utilizada
como antigeno viral substituto, visando melhorar o desempenho do teste
experimental.

4. Desenvolver testes experimentais com a proteina recombinante.

5. Analisar comparativamente os testes desenvolvidos com testes comerciais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras analisadas

Foram analisadas 237 amostras de soro, sendo 106 mulheres e 131 homens.
Essas amostras sao de pacientes que deram entrada no ano de 2001, no Laboratério
de Hepatites Virais, credenciado como Laboratério de Referéncia Nacional para as
Hepatites Virais (LHV/ LRNHV)/ Departamento de Virologia/ I0OC/ FIOCRUZ, com
suspeita de hepatite viral. O Laboratério de Referéncia Nacional para as Hepatites
Virais possui um ambulatério que atende a demanda de pacientes com suspeita de
hepatite viral, que sdo encaminhados para o diagnéstico dos marcadores das
hepatites virais, geralmente, por médicos da rede publica de saude.

O critério de escolha das amostras foi aleatorio, levando em consideragao os
sintomas clinicos de hepatite aguda nos pacientes. Todas as 237 amostras de soro
foram testadas na rotina do LHV/ LRNHV e os resultados liberados para os pacientes.
As amostras selecionadas foram retestadas nos testes ELISA comerciais
HEPANOSTIKA HAV IgM (EIE-BIOMERIEUX) e BIOELISA HAV IgM (EIE-BIOKIT) e
nos testes ELISA ANTI-HAV IgM CAPTURA DIRETO/ 10C, ELISA ANTI-HAV IgM
CAPTURA INDIRETO/ EXPERIMENTAL e ELISA ANTI-HAV IgM RECOMBINANTE/
EXPERIMENTAL.

4.2. Produc¢ao do Anticorpo IgG anti-HAV

O anticorpo IgG anti-HAV foi obtido a partir da mesma mistura de soros
humanos convalescentes utilizada para produgdo do conjugado. A mistura foi
precipitada com sulfato de aménia (Merck), dialisada e purificada por cromatografia
de troca ibnica (DEAE — Sephacel - Amershan Pharmacia Biotech). O anticorpo I1gG

anti-HAV nao foi conjugado a peroxidase, sendo estocado a -20°C.
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4.3. Produgao do conjugado

O anticorpo 1gG anti-HAV foi obtido a partir de mistura de soros humanos
convalescentes de pacientes do LRNHV. A mistura de soros humanos foi precipitada
com solugao de sulfato de amoénia a 50%, depois dialisada contra Tris a 50 mM pH
8,0 e purificada por cromatografia de troca ibnica (DEAE — Sephacel — Amershan
Pharmacia Biotech). O anticorpo IgG purificado foi conjugado a peroxidase, de acordo
com o método de metaperiodato, descrito por Nakane e Kawoi (1974) e modificado
por Camargo e cols, 1987. O conjugado foi diluido com PBS/Glicerol 70% e estocado
a -20°C.

4.4. Producao do antigeno HAV

A amostra de HAV utilizada para produgéo de antigeno, denominada HAF-203,
foi isolada no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico do Departamento de
Virologia do Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ (Gaspar e cols, 1992), a partir de uma
amostra fecal de um paciente com diagnéstico clinico de hepatite aguda e diagndstico
sorolégico de hepatite A.

O antigeno foi produzido em células FRhk-4, células provenientes de rim fetal
de macaco Rhesus. As células FRhk-4 foram cultivadas em garrafas descartaveis em
sistema estacionario, incubadas a 37°C em meio William’s E, complementado com
10% de soro bovino fetal inativado, 2% de L-glutamina pH 4,0, 0,1mM de MEM
aminoacidos nao essenciais, HEPES a 1M, 7,5% de bicarbonato de sddio, 100U/mL
de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina.

Apos a formacédo do tapete celular, o sobrenadante foi descartado e foram
inoculados 5 mL de HAF-203 na 7% passagem. Para adsorgdo viral, a garrafa foi
incubada sob agitagdo, durante 60 minutos a 37°C, a seguir, o sistema celular foi
complementado com 35 mL de meio William’s E, contendo 2% de soro fetal bovino e
mantida por 7 dias, a mesma temperatura. Apds este periodo, o sobrenadante celular
foi retirado e a monocamada foram adicionados 50 mL de PBS pH 7,2, seguido por 3

ciclos de congelamento e descongelamento. O HAV liberado no sobrenadante e nas
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células rompidas, foi entédo, avaliado quanto ao titulo antigénico, pelo teste de ELISA
HAVAg desenvolvido pelo Laboratério de Desenvolvimento Tecnoldgico -

Departamento de Virologia, Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ.

4.5. Testagem da estabilidade do antigeno HAV, através do EIE-CD/ I0C

4.5.1.Apés adicao de crio preservadores

Foram adicionados as aliquotas de suspensao viral, glicerol ou dimetilsulféxido
(DMSO) nas concentragdes de 10%, 20%, 30%, 40% e 50%. As aliquotas de
antigeno contendo glicerol (Invitrogen) ou DMSO (Merck) foram estocadas a -20°C

por 18 horas em seguida testadas no EIE-CD/IOC (Resultados ndo apresentados).

4.5.2. Apés liofilizagao

O antigeno HAV foi submetido ao processo de liofilizagdo. a fim de torna-lo
mais estavel. Foi utilizado como estabilizador viral cloreto de magnésio a 1.1M,
argenina a 0.6M e sacarose a 5%. O estabilizador foi diluido no antigeno HAV nas
diluicbes de 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 e 1:10. O estabilizador na diluicao de
1:10 foi utilizado nos experimentos pois nao comprometeu o desempenho do EIE-CD/
IOC. A liofilizagao foi realizada no equipamento (LABCONCO - modelo LYPH-LOCK
1L) existente no Departamento de Reativos para Diagndstico, por 16 horas. Apds o
processamento, as aliquotas foram armazenadas a 4°C por um periodo de 6 meses,

até a realizagao dos testes ELISA (Quadro 1).
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Diluigdo da suspenséo viral no estabilizador
45 mL da suspenséo viral + 5 mL de estabilizador

:

Envase da suspensdao viral em aliquotas de 4mL

:

Congelamento a -70°C

. g

Liofilizacao

Quadro 1: Etapas do processo de liofilizagdo da suspensdo do virus da hepatite A, cep
HAF-203, produzido em cultivo celular.

4.5.3. Apés ciclos de congelamento/descongelamento

Uma mesma aliquota do antigeno HAV estocada a -20°C foi
congelada/descongelada em banho de gelo 3 vezes, a cada descongelamento o EIE-
CD/IOC foi realizado.
4.6. Proteina recombinante
4.6.1. Producgao da proteina recombinante

A proteina estrutural VP1 do HAV foi expressa em Escherichia coli, cepa

BL21DE3. Toda parte de expressao, precipitacdo com sulfato de amaénio e purificagcao

da proteina por cromatografia de afinidade, utilizando ions metalicos imobilizados e
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marcacao de hexaistidina no terminal N foram realizados no Laboratério de Hepatites
Virais do Departamento de Virologia/ I0C/ FIOCRUZ (LHV) e uma aliquota da
proteina recombinante foi gentilmente fornecida ao Departamento de Reativos para

Diagndstico de Bio-manguinhos, para experimentagdes iniciais.

4.7. ELISA comercial para pesquisa de anticorpos IgM anti-HAV.

Os testes comerciais utilizados foram BIOELISA HAV IgM (EIE-BIOKIT) e
HEPANOSTIKA HAV IgM (EIE-BIOMERIEUX). Ambos utilizam o principio de captura,
onde os anticorpos da classe IgM, presentes nas amostras reagentes, ligam-se aos
anticorpos anti-lgM adsorvidos na microplaca. (Anexos Il e lll)

As cavidades das microplacas foram sensibilizadas com anticorpos anti-
imunoglobulina M humana (anti-u humana). Apdés a adicdo das amostras teste e
controles positivos e negativos, formaram-se complexos imunes, com a interagao
entre a IgM humana e o anti-u presente na fase solida. Apds a lavagem, adicionou-se
o antigeno e o anticorpo anti-HAV conjugado a peroxidase. O substrato com perdxido
de hidrogénio (H20O2) juntamente com a solucdo reveladora de tetrametilbenzidina
(TMB) foram adicionados, depois da lavagem da placa. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos, e entdo, a reacido foi bloqueada com uma
solucao de acido sulfurico a 2M.

Na leitura visual, as amostras reagentes apresentaram cor amarela e as nao-
reagentes permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura
da absorbancia (Ab) em espectofotdmetro, utilizando um filtro de 450 nm. O calculo
do ponto de corte (cut off) foi realizado de acordo com as especificacbes do
fabricante. Os resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com
valores de absorbéncia maiores que o cut off foram consideradas reagentes
enquanto que aquelas com os valores de absorbancia menores que o cut off foram

consideradas nao-reagentes.
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4.8. ELISA IgM ANTI-HAV CAPTURA DIRETO/IOC (EIE-CD/ 10C).

O EIE-CD/IOC foi o método inicialmente desenvolvido pelo Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico/Departamento de Virologia/ I0C/ FIOCRUZ.

Esse teste utiliza, como fase sdlida, microplacas de poliestireno sensibilizadas
com anticorpos anti-u produzidos em cabra. Para sensibilizagdo, os anticorpos anti-u
humano foram diluidos a 1:1000 em tampéao carbonato pH 9,6 e, entdo, as placas
foram incubadas por 18 horas, a 4°C. Apds a incubacdo as microplacas foram
lavadas seis vezes com PBS-T, as amostras teste e os controles positivos e
negativos diluidos a 1:1000, foram adicionados nos respectivos orificios da placa.
Nesta fase, conhecida como fase de captura, os anticorpos da classe IgM presentes
nas amostras reagentes ligam-se aos anticorpos anti-lgM adsorvidos nas
microplacas. Apds incubacao de 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas seis vezes
com PBS-T em seguida o antigeno HAV foi adicionado (125 ug/ por orificio) aos
orificios e as placas incubadas 1h a 37°C. Apds o periodo de incubagao as placas
foram novamente lavadas com PBS-T por seis vezes e o conjugado anti-HAV/
peroxidase (mistura de soros humanos), em dilui¢ao final de 1:5000, foi adicionado. A
reacao foi incubada por 1h, a 37°C. ApdGs nova lavagem, o substrato juntamente com
o TMB foram adicionados. Apdés 10 minutos de incubacido a temperatura ambiente, a
reagcao foi bloqueada, com uma solugdo de acido sulfurico a 2M (Figura 7). As
diluicdes de anti-uy humano, antigeno HAV e conjugado utilizadas foram previamente
padronizadas, tomando suas densidades 6ticas com padrao.

Na leitura visual as amostras reagentes apresentaram cor amarela e as néo-
reagentes permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura
da Ab em espectofotdmetro, utilizando um filtro de 450 nm. O cut off correspondia a
soma da média dos valores de Ab dos controles negativo e positivo dividida por 2. Os
resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com valores de Ab
maiores que o cut off foram consideradas reagentes, enquanto que aquelas com

valores de absorbancia menores que o cut off foram consideradas nao reagentes.
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Figura 6. Esquema mostrando as etapas do EIE-CD/IOC, desenvolvido pelo Laboratério de
Desenvolvimento Tecnolégico (LDT) — Departamento de Virologia/ 10C/ FIOCRUZ.

4.9. ELISA IgM ANTI-HAV CAPTURA INDIRETO/EXPERIMENTAL (EIE-CI/ EXP).

Tentando diminuir a reacdo nao especifica, foi acrescentada mais uma etapa
no teste inicialmente desenvolvido, onde foi colocado um anti- anticorpo humano
comercial como conjugado.

Esse teste utiliza, como fase sdlida, microplacas de poliestireno, sensibilizadas
com anticorpos anti-imunoglobulina M humana (anti-u), produzidos em cabra. Para
sensibilizagdo, os anticorpos anti-u humano foram diluidos a 1:1000 em tampéo
carbonato pH 9,6 e entado as placas foram incubadas, por 18 horas a 4°C. Terminada
a incubacgao as microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. As amostras teste
e os controles positivos e negativos diluidos a 1:1000, foram adicionados e as placas
foram incubadas por 1h a 37°C. Apds incubacado as microplacas foram lavadas seis
vezes com PBS-T, em seguida o antigeno HAV foi adicionado (125 g/ por orificio)
nos orificios das placas, em seguida a reagao foi incubada 1h a 37°C. Apds a
incubacao as microplacas foram lavadas com PBS-T por seis vezes. A etapa seguinte

foi a adigdo do anticorpo anti-HAV (mistura de soros humanos), novamente as placas
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foram incubadas por 1h a 37°C. A diferencga entre o EIE-CD/IOC para o EIE-CI/EXP,
foi a utilizagdo do anti-soro (anti-HAV) detector ndo conjugado e em seguida do
conjugado anti-lgG humana. Nesta nova etapa foi adicionado um anticorpo comercial
(SIGMA-ALDRICH), anti-IgG humano (1:20.000) conjugado a peroxidase. Em seguida
as placas foram incubadas 1h a 37°C, para que os anti-anticorpos (anti IgG humano
marcado) pudessem se ligar aos anticorpos anti-HAV possivelmente presentes na
reacdo. Apos nova lavagem, o substrato juntamente com TMB foram entéo
adicionados. Apos 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a reacao foi
bloqueada com uma solugéo de acido sulfurico a 2M (Figura 8). As diluicdes de anti-u
humano, antigeno HAV e conjugado utilizadas foram previamente padronizadas,
tomando suas densidades 6ticas com padrio.

Na leitura visual, as amostras reagentes apresentaram cor amarela e as nao-
reagentes permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura
da Ab em espectofotdmetro, utilizando um filtro de 450 nm. O cut off correspondia a
soma da média dos valores de Ab dos controles negativo e positivo dividida por 2. Os
resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com valores de
absorbancia maiores que o cut off foram consideradas reagentes, enquanto que
aquelas com valores de absorbancia menores que o cut off foram consideradas nao-

reagentes.
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Figura 7: Esquema mostrando as etapas do EIE-CI/ EXP, desenvolvido pelo DERED / Bio-
manguinhos. Este teste difere do ELISA pelo 10C por apresentar uma etapa a mais, onde é colocado o
anti-HAV, seguido do conjugado anti-lgG humana.

(o]

4.10. ELISA IgM ANTI-HAV - PROTEINA RECOMBINANTE/EXPERIMENTAL (EIE-
PTNREC/ EXP).

A padronizacdo do ELISA utilizando a proteina recombinante foi feita a partir
da escolha dos melhores resultados, obtidos em quatro métodos distintos. Trés
métodos mantiveram o desenho original do teste ELISA de captura para IgM e um foi
baseado no teste ELISA direto classico para sorologia. As diluicbes de anti-y
humano, antigeno HAV e conjugado utilizadas foram previamente padronizadas,

tomando suas densidades 6ticas com padrao.
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4.10.1. Método 1 (Quadro 2)

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpos anti-
imunoglobulina M humana (anti-u), produzidos em cabra. Para sensibilizacdo, os
anticorpos anti-u humano foram diluidos a 1:1000 em tampao carbonato pH 9,6 e,
entdo, as placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a incubacéo, as
microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. As amostras teste e os controles
positivos e negativos, diluidos a 1:1000, foram adicionados e as placas incubadas por
1h a 37°C. Apds incubacédo, as microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. A
etapa seguinte foi a adigdo da proteina recombinante (0,0011 pg/ por orificio),
incubando-se a placa por 1h a 37°C. Apds a lavagem com PBS-T, foi adicionado o
conjugado anti-proteina recombinante, produzido em coelho (também gentiimente
cedido pelo LHV), diluido a 1:5000, e a reagao foi incubada 1h a 37°C. As placas
foram lavadas com PBS-T e, em seguida, o substrato e o TMB foram, entao,
adicionados. Apos 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a reacéo foi
bloqueada com uma solucéo de acido sulfurico a 2M.

Na leitura visual, as amostras reagentes apresentaram cor amarela e as nao-
reagentes permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura
da Ab em espectofotdmetro, utilizando um filtro de 450 nm. O cut off correspondia a
soma da média dos valores de Ab dos controles negativo e positivo, dividida por 2.
Os resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com valores de
absorbancia maiores que o cut off foram consideradas reagentes enquanto que
aquelas com valores de absorbancia menores que o cut off foram consideradas nao-

reagentes.
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Sensibilizagdo das placas com anticorpo anti-IgM humana (anti-p)

l Incubacao a 4°C/ 18 horas

Amostras teste e controles diluidos a 1:1000

l Incubacao a 37°C /1hora

Proteina recombinante diluida a 1:3500

l Incubacao a 37°C /1hora

Conjugado anti- proteina recombinante marcado com
peroxidase diluido a 1:5000

l Incubacao a 37°C /1hora

Revelagao com H,O, e TMB

Quadro 2: Método 1 - ELISA desenvolvido por Bio-manguinhos utilizando proteina
recombinante do HAV como antigeno e o conjugado anti-proteina recombinante produzido
em coelho.
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4.10.2 — Método 2 (Quadro 3)

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpos anti-
imunoglobulina M humana (anti-u), produzidos em cabra. Para sensibilizacdo, os
anticorpos anti-u humano foram diluidos a 1:1000 em tamp&o carbonato pH 9,6 e
entdo as placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a incubacao, as
microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. As amostras teste e os controles
positivos e negativos, diluidos a 1:1000, foram adicionados e as placas foram
incubadas por 1h a 37°C. Apds incubacgao as microplacas foram lavadas seis vezes
com PBS-T. A etapa seguinte foi precedida pela adicdo do antigeno HAV de cultivo
celular estocado a -70°C (125 ug/por orificio), incubando-se as placas por 1h a 37°C.
Apods a lavagem com PBS-T foi adicionado o conjugado anti-proteina recombinante,
produzido em coelho, diluido a 1:5000, a reacao foi incubada 1h a 37°C. As placas
foram lavadas com PBS-T e, em seguida o substrato juntamente com o TMB foram
adicionados. Apds 10 minutos de incubacéo, a temperatura ambiente, a reacéo foi
bloqueada com uma solucéo de acido sulfurico 2M.

Na leitura visual as amostras reagentes apresentaram cor amarela e as nao
reagentes permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura
da Ab em espectofotdmetro, utilizando um filtro de 450 nm. O cut off correspondia a
soma da média dos valores de Ab dos controles negativo e positivo, dividida por 2.
Os resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com valores de
absorbancia maiores que o cut off foram consideradas reagentes enquanto que
aquelas com valores de absorbancia menores que o cut off foram consideradas nao-

reagentes.
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Sensibilizacdo das placas com anticorpo anti-IgM humana (anti-p)
l Incubagao a 4°C /18 horas

Amostras teste e controles diluidos a 1:1000

l Incubacio a 37°C /1hora

Antigeno HAV estocado a -70°C

l Incubagao a 37°C /1hora

Conjugado anti- proteina recombinante marcado com
peroxidase diluido a 1:5000

l Incubagao a 37°C /1hora

Revelagao com H,O, e TMB

Quadro 3: Método 2 - ELISA desenvolvido por Bio-manguinhos utilizando o antigeno
HAV produzido em cultivo celular convencional e o conjugado anti-proteina recombinante.
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4.10.3. Método 3 (Quadro 4).

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpos anti-
imunoglobulina M humana (anti-u) produzidos em cabra. Para sensibilizacdo os
anticorpos anti-u humano foram diluidos a 1:1000 em tamp&o carbonato pH 9,6 e
entdo as placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a incubacao, as
microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. As amostras teste e os controles
positivos e negativos diluidos a1:1000, foram adicionados e as placas incubadas por
1h a 37°C. Apés incubacao as microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T. A
etapa seguinte foi a adicdo da proteina recombinante (0,0011ug/ por orificio),
incubando-se as placas por 1h a 37°C. Apds a lavagem com PBS-T, foi adicionado o
conjugado anti-HAV (mistura de soros humanos), diluido a 1:5000, e a reagao foi
incubada 1h a 37°C. As placas foram lavadas com PBS-T, e em seguida, o substrato
juntamente com oTMB foram entdo adicionados. Apds 10 minutos de incubagéao, a
temperatura ambiente, a reacido foi bloqueada com uma solucdo de acido sulfurico
2M.

Na leitura visual, as amostras positivas apresentaram cor amarela e as
negativas permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura da
Ab em espectofotdmetro utilizando um filtro de 450 nm. O cut off correspondia a soma
da média dos valores de Ab dos controles negativo e positivo, dividida por 2. Os
resultados foram interpretados da seguinte forma: amostras com valores de
absorbancia maiores que o cut off foram consideradas reagentes enquanto que
aquelas com valores de absorbancia menores que o cut off foram consideradas nao-

reagentes.
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Sensibilizagdo das placas com anticorpo anti-IgM humana (anti-p)

l Incubacéo a 4°C /18 horas

Amostras teste e controles diluidos a 1:1000

l Incubagao a 37°C /1hora

Proteina recombinante diluida a 1:3500

l Incubagédo a 37°C /1hora

Conjugado anti-HAV (mistura de soros humanos) marcado com
peroxidase diluido a 1:5000

l Incubacéo a 37°C /1hora

Revelagdo com H,O, e TMB

Quadro 4: Método 3 - ELISA desenvolvido por Bio-manguinhos utilizando proteina
recombinante do HAV com antigeno.
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4.10.4. Método 4 (Quadro 5).

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com proteina recombinante
(0.0011ug/ por orificio). Para sensibilizacédo a proteina recombinante foi diluida a
1:1000 em tampéo fosfato (PBS) pH 7,2 e entdo as placas foram incubadas por 18
horas a 4°C. Terminada a incubacdo as microplacas foram lavadas seis vezes com
tampao fosfato (PBS) pH 7,2 /Tween 20 a 0,5% (PBS-T), adicionados albumina
bovina (BSA) a 1:20. As amostras teste e os controles positivos e negativos diluidos a
1:1000, foram adicionados e as placas foram incubadas por 1h a 37°C. Apods
incubacado as microplacas foram lavadas seis vezes com PBS-T + BSA. A etapa
seguinte foi procedida pela adigdo de anticorpos anti-imunoglobulina M humana (anti-
u) comercial, conjugadas a peroxidase, preparados seguindo o método de
metaperiodato descrito por Nakane e Kawoi (1974) modificado por Camargo e cols.
(1987). As placas apods incubacéao por 1h a 37°C, foram lavadas com PBS-T + BSA e
em seguida o substrato de perdxido de hidrogénio (H»0O;) e a solugao reveladora de
tetrametilbenzidina (TMB) foram, entado, adicionados. Apds 10 minutos de incubacéo,
a temperatura ambiente, a reacéo foi bloqueada com uma solucado de acido sulfurico
2M.

Na leitura visual, as amostras positivas apresentaram cor amarela e as
negativas permaneceram incolores. O resultado final do teste foi obtido pela leitura da
absorbancia (ABS) em espectofotdmetro utilizando um filtro de 450 nm. O ponto de
corte (cut off) correspondia a soma da meédia dos valores de ABS dos controles
negativo e positivo, dividida por 2. Os resultados foram interpretados da seguinte
forma: amostras com valores de absorbancia maiores que o ponto de corte (cut off)
foram consideradas reagentes enquanto que aquelas com valores de absorbancia
menores que o ponto de corte (cut off) foram consideradas n&o-reagentes.

O método 4 foi o método de escolha para o ELISA utilizando a proteina
recombinante, por ser simples e principalmente especifico, quando comparado com

os demais testes analisados.
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Proteina recombinante diluida a 1:3500
l Incubagao a 4°C /18 horas

Amostras teste e controles diluidos a 1:1000

l Incubacédo a 37°C /1hora

Anticorpo anti-IgM humana (anti-u) marcado com peroxidase
diluido a 1:20.000

l Incubagao a 37°C /1hora

Revelagao com H,O, e TMB

Quadro 5: Método 4 - ELISA utilizando proteina recombinante.

4.12. Andlise estatistica.
Os dados foram armazenados inicialmente nos programas Access 2000 e

Excel (Microsoft Inc., 2003) e em seguida convertido para o programa Epidat versao

3.0 (OPAS, Xunta de Galicia) para realizagado da analise estatistica.
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4.12.1. Sensibilidade e especificidade.

A sensibilidade e a especificidade sdo as medidas tradicionais basicas de
valor de um teste diagnostico. Medem a discriminagdo diagnodstica de um teste
relacionando a um critério de referéncia, que é considerado verdadeiro. Estes
indicadores permitem avaliar diretamente a eficacia de um teste e esperar
resultados semelhantes quando aplicados em paises regides ou ambientes
diferentes.

Para analise da sensibilidade e especificidade dos testes EIE-CD/ IOC, EIE-CI/
EXP ou EIE-PTNREC/ EXP, o “padrao de referéncia” (verdadeiro-positivos e
verdadeiro-negativos) foi definido pela concordancia entre os valores qualitativos da
maioria dos testes, inclusive dos testes comerciais EIE-BIOKIT e EIE-BIOMERIEUX.
As amostras com “status” indeterminado foram excluidas dos calculos de
concordancia em todos os testes.

Os calculos de especificidade e sensibilidade foram feitos baseados nas

férmulas abaixo:

e Férmulas
a = verdadeiro positivo
b = falso positivo
c= falso negativo

d = verdadeiro negativo

Sensibilidade = a Especificidade = d
atc b+d

4.12.2. Testes de concordancia.

Foi utilizado calculos do indice Kappa, para avaliar a concordancia entre os

resultados apresentados no EIE-BIOKIT e os resultados dos testes EIE-CD/ 10C,
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EIE-CI/ EXP, EIE-PTNREC/ EXP, (Tabela 1). O indice Kappa é uma medida de
concordancia qualitativa entre dois grupos, o critério de referéncia (EIE-BIOKIT) e o
teste avaliado (EIE-CD/ 10C, EIE-CI/ EXP ou EIE-PTNREC/ EXP), quanto mais
proximo de 1, maior a concordancia. As amostras com “status” indeterminado, foram

excluidas dos calculos de concordancia em todos os testes.

Tabela 1: Grau de concordancia, segundo o valor do indice Kappa (k).

Concordancia Kappa (k)
Deficiente <0,20
Regular 0,21 -0,40
Moderada 0,41 -0,60
Boa 0,61-0,80
Muito boa 0,81 -1,00
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5 - RESULTADOS.

5.1. EIE-CAPTURA DIRETO/ I0C X EIE-CAPTURA INDIRETO/ EXPERIMENTAL.

5.1.1.Comparacao dos resultados dos EIE-CD/ IOC e EIE-CI/ EXP.

A Tabela 2 mostra os resultados de absorbancia (Abs) de todas as 237
amostras de soro testadas no EIE-CD/IOC, no EIE-CI/EXP e no EIE-PTNREC/EXP
(Método 4). As amostras também foram testadas em dois testes comerciais,
HEPANOSTIKA HAV IgM - EIE-BIOMERIEUX e no BIOELISA HAV IgM — EIE-
BIOKIT.

Baseando-se na concordancia de resultados entre os diferentes testes, 207
amostras, sendo 75 reagentes e 132 nao-reagentes, apresentaram resultados
concordantes em todos os testes analisados. Trinta amostras de soro foram
discordantes nos testes EIE-CD/ |IOC, EIE-CI/ EXP, EIE-PTNREC/ EXP (Método 4),
no EIE-BIOKIT e no EIE-BIOMERIEUX. Oito amostras de soro apresentaram, no
ELISA comercial EIE-BIOMERIEUX, resultados discordantes. O EIE-CI/ EXP
apresentou 4 amostras divergentes. Onze amostras apresentaram resultados
discordantes no EIE-CD/ IOC e o ELISA comercial EIE-BIOKIT, apresentou 1 amostra
divergente (1734/01). O EIE-PTNREC/ EXP n&o apresentou nenhuma amostra com
resultado discordante. As amostras 698/01, 966/01, 1162/01, 1164/01, 1655/01 e
2096/01 apresentaram “status” indeterminado (amostras com 2 ou mais resultados
discordantes nos testes analisados). As amostras com resultados discordantes e/ou
indeterminados, em pelo menos um dos testes analisados, sdo mostradas na Tabela
6.
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Tabela 2: Resultados obtidos pelo EIE-BIOKIT, EIE-BIOMERIEUX, EIE-CD/ 10C, EIE-CI/ EXP e do EIE-PTNREC

EXP. Em negrito estdo todas as amostras discordantes.

Valores de Abs
Amostras de EIE-BIOKIT EIE- EIE-CD/1OC EIE-CI/EXP | EIE-PTNREC/EXP
s0ro BIOMERIEUX , "
Meétodo 4
17/01 0,831p 1,990 p 1,830 p 0,917 p 1,278 p
37/01 0,910 p 1,743 p 1,736 p 0,807 p 1,307 p
51/01 1,110 p 1,646 p 1,790 p 0,846 p 1,288 p
54/01 1,237p 1,681 p 1,687 p 0,822 p 1,372p
63/01 0,888 p 1,886 p 1,641 p 0,744 p 1,450 p
68/01 0,991 p 1,611 p 1,658 p 0,710 p 1,215 p
92/01 0941 p 1,729 p 1,730 p 0,779 p 1,102 p
110/01 0,897 p 1,541 p 1,707 p 0,845 p 1,303 p
119/01 1,101p 1,757 p 1,604 p 0,875 p 1,331p
130/01 0,993 p 1,667 p 1,563 p 0,793 p 1,621 p
134/01 0,798 p 1,750 p 1,599 p 0,768 p 1,320 p
135/01 0,958 p 1,759 p 1,498 p 0,744 p 1,269 p
136/01 0,966 p 1,906 p 1,741 p 0,746 p 1412p
142/01 0,034 n 0,184 n 0,850 n 0,066 n 0,124 n
147/01 0,219 n 1,076 p 0,877 n 0,525n 0,868 n
159/01 0,855 p 1,328 p 1,554 p 0,908 p 1,282 p
162/01 0,132 n 0,654 n 1,191 p° 0,394 n 0,258 p
167/01 1,187 p 1,564 p 1,147 p 0,786 p 1,302 p
170/01 0,912 p 1,763 p 1,199 p 0,856 p 1,299 p
179/01 0,875p 1,772p 1,325 p 0,852 p 1,354 p
180/01 0,967 p 0,302 n" 1,766 p 0,833 p 1,347 p
182/01 1,125 p 1,539 p 1,191 p 0,786 p 1,330 p
187/01 0,879 p 1,276 p 1,479 p 0,871p 1541 p
189/01 0,951 p 1,724 p 1,634p 1,009 p 1,564 p
198/01 0,832 p 1,616 p 1,264 p 0,810 p 1,298 p
204/01 0974 p 1,704 p 1,294 p 0,802 p 1,358 p
208/01 0,861 p 1,778 p 1,260 p 0,871 p 1,488 p
215/01 0,857 p 1,479 p 1,827 p 0,777 p 1,269 p
216/01 1,124 p 1,876 p 1,981 p 0,760 p 1,458 p
227/01 1,145p 1,537 p 1,983 p 0,745 p 1,281 p
233/01 1,123p 1,696 p 1,533 p 0,848 p 1,319p
234/01 1,114 p 0,682 n" 1,548 p 0,725 p 1,265 p
269/01 0,857 p 1,838 p 1,885 p 0,855 p 1,625 p
271/01 0,987 p 1,716 p 1,654 p 0,842 p 1,308 p
288/01 0,999 p 1,810 p 1,698 p 0,804 p 1277 p
300/01 1,247 p 1,798 p 1,909 p 0,791 p 1,568 p
301/01 1,114 p 1,487 p 1,848 p 0776 p 1,784 p
303/01 0,971 p 1,547 p 1,803 p 0,833p 1423 p
305/01 0,245n 0,149 n 0,123 n 0,069 n 0,352 n
306/01 0,145 n 0,255 n 0,098 n 0,269 n 0,213 n
307/01 0,089 n 0,192 n 0,125 n 0,081 n 0,111 n
311/01 1,124 p 1,945 p 1,998 p 0,763 p 1,355 p
312/01 1,211p 1,839 p 1,927 p 0,847 p 1,622 p
316/01 0,136 n 0,206 n 0,088 n 0,048 n 0,302 n
318/01 0,998 p 1,446 p 2,184 p 0,674 p 1,274 p
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Valores de Abs
Amostras de | EIE-BIOKIT EIE- EIE-CD/IOC EIE-CI/EXP | EIE-PTNREC/EXP
SOro BIOMERIEUX , .
Método 4
322/01 0,122 n 0,268 n 0,147 n 0,135n 0,298 n
323/01 0,874 p 1,341 p 2,310 p 0,707 p 1,320 p
324/01 0,097 n 0,175n 0,121 n 0,130 n 0,154 n
330/01 1,005 p 1,686 p 2,229 p 0,857 p 1,327 p
331/01 0,963 p 1,567 p 2,289 p 0,763 p 1,356 p
332/01 0,877 p 1,533 p 2,208 p 0,787 p 1,541 p
334/01 0,142 n 0,159 n 0,086 n 0,056 n 0,222 n
335/01 0,254 n 0,288 n 0,148 n 0,111 n 0,365 n
340/01 0,147 n 0,292 n 0,383 n 0,376 n 0,217 n
346/01 0,201 n 0,312 n 0,167 n 0,078 n 0,359 n
348/01 0,098 n 0,209 n 0,135n 0,069 n 0,124 n
349/01 1,745 p 0,253 n" 2,310 p 1,481 p 1,989 p
350/01 0,140 n 0,190 n 0,221 n 0,053 n 0,245 n
352/01 0,214 n 0,221 n 0,113 n 0,270 n 0,365 n
353/01 0,178 n 0,339 n 0,102 n 0,051 n 0,198 n
357/01 1,245 p 1,567 p 2,090 p 0,780 p 1,564 p
368/01 0,065 n 0,137 n 0,146 n 0,050 n 0,123 n
370/01 0,052 n 0,146 n 0,072 n 0,065 n 0,214 n
378/01 0,085 n 0,241 n 0,185n 0,064 n 0,145 n
391/01 0,124 n 0,261 n 0,323 n 0,087 n 0,231n
398/01 0,178 n 0,229 n 0,179 n 0,068 n 0,310 n
404/01 0,123 n 0,128 n 0,130 n 0,050 n 0,352 n
407/01 0,064 n 0,275 n 0,353 n 0,138 n 0,245 n
408/01 0,097 n 0,175 n 0,216 n 0,049 n 0,314 n
410/01 0,155 n 0,271 n 0,215 n 0,085 n 0,365 n
423/01 0,205 n 0,180 n 0,079 n 0,044 n 0,221 n
426/01 0,215 n 0,191 n 0,066 n 0,059 n 0,398 n
428/01 0,111 n 0,160 n 0,169 n 0,070 n 0,245 n
432/01 0,054 n 0,187 n 0,068 n 0,057 n 0,296 n
441/01 0,087 n 0,163 n 0,061 n 0,057 n 0,196 n
447/01 0,065 n 0,133 n 0,143 n 0,061 n 0,256 n
449/01 1,312 p 1,430 p 0,637 n" 0,785 p 1,356 p
450/01 0,098 n 0,131n 0,199 n 0,051 n 0,215 n
469/01 0,065 n 0,178 n 0,147 n 0,063 n 0,231n
470/01 0,064 n 0,235n 0,186 n 0,372 n 0,197 n
471/01 0,088 n 0,293 n 0,096 n 0,086 n 0,231n
472/01 0,142 n 0,176 n 0,165 n 0,059 n 0,354 n
473/01 0,125 n 0,247 n 0,256 n 0,091 n 0,224 n
491/01 0,145 n 0,172 n 0,167 n 0,059 n 0,278 n
497/01 0,023 n 0,342 n 0,202 n 0,053 n 0,149 n
498/01 0,052 n 0,384 n 0,195 n 0,055 n 0,187 n
511/01 0,147 n 0,301 n 0,165 n 0,048 n 0,142 n
512/01 0,051 n 0,171n 0,156 n 0,084 n 0,254 n
521/01 0,065 n 0,294 n 0,276 n 0,286 n 0,189 n
522/01 0,133 n 0,258 n 0,197 n 0,081 n 0,297 n
538/01 0,025 n 0,225 n 0,253 n 0,054 n 0,218 n
541/01 0,098 n 0,295 n 0,240 n 0,136 n 0,193 n
545/01 0,055 n 0,229 n 0,262 n 0,089 n 0,124 n
546/01 0,111 n 0,233 n 0,211 n 0,110 n 0,255 n
548/01 0,114 n 0,359 n 0,529 n 0,136 n 0,231n
563/01 0,021 n 0,317 n 0,174 n 0,077 n 0,114 n
574/01 0,058 n 0,245 n 0,396 n 0,130 n 0,127 n
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Valores de Abs
Amostras de | EIE-BIOKIT EIE- EIE-CD/ I0C EIE-CI/ EXP | EIE-PTNREC/ EXH
soro BIOMERIEUX ] "
Método 4
575/01 0,112 n 0,215 n 0,210 n 0,080 n 0,259 n
578/01 0,069 n 0,253 n 0,102 n 0,053 n 0,135n
579/01 0,187 n 0,248 n 0,353 n 0,139 n 0,199 n
586/01 0,225 n 0,618 n 1,573 p° 0,410 n 0,588 n
599/01 0,056 n 0,165 n 0,268 n 0,066 n 0,215 n
600/01 0,044 n 0,165 n 0,275 n 0,100 n 0,235n
602/01 0,021 n 0,291 n 0,322 n 0,112 n 0,321 n
631/01 0,074 n 0,208 n 0,233 n 0,068 n 0,333 n
632/01 0,085 n 0,181 n 0,262 n 0,061 n 0,254 n
633/01 0,158 n 0,258 n 0,289 n 0,061 n 0,241 n
639/01 0,174 n 0,238 n 0,259 n 0,090 n 0,117 n
643/01 0,085 n 0,291n 0,297 n 0,118 n 0,169 n
647/01 0,098 n 0,279 n 0,328 n 0,117 n 0,235n
650/01 0,065 n 0,284 n 0,282 n 0,151 n 0,231 n
659/01 0,135n 0,202 n 0,245 n 0,096 n 0,197 n
681/01 0,025 n 0,173 n 0,266 n 0,867 p 0,254 n
682/01 0,145 n 0,138 n 0,253 n 0,113 n 0,298 n
685/01 0,122 n 0,175n 0,171n 0,141n 0,356 n
688/01 0,147 n 0,546 n 0,631 n 0,484 n 0,241 n
692/01 0,098 n 0,149 n 0,232 n 0,088 n 0,239 n
698/01 0,087n 0,964 p" 0,871 n" 1,187 p 1,654 p°
707/01 0,077 n 0,169 n 0,266 n 0,086 n 0,266 n
716/01 0,154 n 0,457 n 0,514 n 0,083 n 0,325 n
721/01 0,144 n 0,416 n 0,358 n 0,071 n 0,241 n
725/01 0,065 n 0,315 n 0,251 n 0,141 n 0,287 n
730/01 0,099 n 0,191 n 0,288 n 0,097 n 0,147 n
732/01 0,062 n 0,190 n 0,311n 0,152 n 0,215 n
751/01 0,165 n 0,396 n 0,301 n 0,178 n 0,366 n
757/01 0,125 n 0,344 n 0,473 n 0,079 n 0,358 n
761/01 0,112 n 0,271n 0,443 n 0,066 n 0,399 n
764/01 0,132 n 0,447 n 0,563 n 0,085 n 0,254 n
778/01 0,032 n 0,214 n 0,469 n 0,067 n 0,222 n
783/01 0,054 n 0,405 n 0,612 n 0,295 n 0,401 n
790/01 0,021 n 0,160 n 0,389 n 0,074 n 0,287 n
818/01 0,030 n 0,211n 0,333 n 1,310 p° 0,365 n
850/01 0,079 n 0,203 n 0,081 n 0,103 n 0,250 n
862/01 0,154 n 0,292 n 0,096 n 0,114 n 0,323 n
869/01 0,124 n 0,242 n 0,559 n 0,092 n 0,254 n
870/01 0,177 n 0,706 n 0,242 n 0,265 n 0,388 n
871/01 0,125 n 0,251 n 0,135 n 0,099 n 0,251 n
890/01 0,105 n 0,194 n 0,439 n 0,107 n 0,362 n
896/01 0,154 n 0,220 n 0,222 n 0,256 n 0,258 n
908/01 0,245 n 0,259 n 0,221 n 0,098 n 0,287 n
921/01 0,025 n 0,432 n 0,210 n 1,403 p° 0,365 n
925/01 0,241 n 0,417 n 0,137 n 0,160 n 0,412 n
930/01 0,158 n 0,238 n 0,122 n 0,175n 0,239 n
931/01 0,065 n 0,342 n 0,092 n 0,238 n 0,327 n
947/01 0,035 n 0,284 n 0,837 n 0,084 n 0,269 n
949/01 0,819 p 1,023 p 0,137 n" 1,006 p 1,520 p
956/01 0,085 n 0,150 n 0,207 n 0,077 n 0,287 n
957/01 0,098 n 1,125p 0,114 n 0,292 n 0,269 n
958/01 0,052 n 0,232 n 0,189 n 0,096 n 0,255 n
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Valores de Abs
Amostras de | EIE-BIOKIT EIE- EIE-CD/ I0C EIE-CI/ EXP | EIE-PTNREC/ EXH
soro BIOMERIEUX Método 4°
965/01 0,154 n 0,337 n 0,065 n 0,095 n 0,365 n
966/01 0,221 n" 0,945 p" 0,119n" 1,044 p° 0,577 n"
972/01 0,169 n 0,315n 0,132 n 0,081 n 0,255 n
975/01 0,055 n 0,182 n 0,534 n 0,074 n 0,365 n
976/01 0,158 n 0,297 n 0,171n 0,166 n 0,385n
981/01 0,029 n 0,188 n 1,340 p° 0,311 n 0,391 n
992/01 0,114 n 0,206 n 0,082 n 0,096 n 0,258 n
994/01 0,158 n 0,250 n 0,114 n 0,099 n 0,365 n
1000/01 0,021 n 0,273 n 1,873 p 0,173 n 0,274 n
1002/01 0,065 n 0,422 n 0,093 n 0,076 n 0,297 n
1017/01 0,122 n 0,273n 0,134 n 0,052 n 0,301 n
1074/01 0,056 n 0,141 n 0,074 n 0,053 n 0,254 n
1078/01 0,147 n 0,147 n 0,127 n 0,066 n 0,321n
1162/01 0,088 n° 1,187 p 1,115p" 0,984 p 0,596 n"
1164/01 0,055n" 1443 p 1,302p 1,117 p 0,392 n*
1182/01 0,124 n 0,151 n 0,204 n 0,120 n 0,287 n
1192/01 0,175n 0,235n 0,089 n 0,098 n 0,321n
1196/01 0,332n 0,223 n 0,087 n 0,092 n 0,521 n
1203/01 1,002 p 1,221p 1,424 p 0,769 p 1,458 p
1207/01 1,225 p 0,225n" 1514 p 1,706 p 1,652 p
1248/01 0,155 n 0,156 n 0,078 n 0,068 n 0,338 n
1252/01 0,147 n 0,169 n 0,087 n 0,080 n 0,452 n
1284/01 1,122 p 1,417 p 2,532 p 1,068 p 1,458 p
1318/01 0,388 n 0,163 n 0,174,n 0,141 n 0,396 n
1354/01 1,801 p 1,644 p 2,082 p 1,094 p 2,312p
1372/01 0,063 n 0,209 n 0,111 n 0,087 n 0,366 n
1378/01 1,125 p 1,685 p 2,265 p 1,041 p 1,335 p
1382/01 1,885 p 1,369 p 1,323 p 0,839 p 1,699 p
1386/01 1,654 p 1,333 p 2,107 p 1,007 p 1,785 p
1391/01 1,022 p 1,522 p 2,199 p 1,044 p 1,341 p
1394/01 1,542 p 1,520 p 2,050 p 1,128 p 1,855 p
1395/01 0,030 n 0,306 n 2,150 p" 0,148 n 0,213 n
1401/01 0,069 n 0,283 n 0,231 n 0,219 n 0,220 n
1420/01 1,254 p 1,603 p 1,222 p 1,127 p 1,245 p
1421/01 0,354 n 0,221 n 0,462 n 0,189 n 0,387 n
1431/01 1,025 p 1,448 p 1,339 p 0,964 p 1,341 p
1432/01 0,325 n 0,144 n 0,354 n 0,097 n 0,254 n
1442/01 1,654 p 2,531 p 1,238 p 1,320 p 1,789 p
1453/01 1,475 p 2,604 p 1,216 p 1,362 p 1,396 p
1463/01 0,065 n 0,469 n 0,149 n 0,075 n 0,321 n
1480/01 0,045n 0,231 n 0,125 n 0,064 n 0,296 n
1484/01 0,125n 0,564 n 0,132 n 0,056 n 0,365 n
1540/01 0,040 n 0,701 n 1,165p" 0,387 n 0,699 n
1552/01 1,654 p 2,479 p 1,685 p 1,462 p 1,789 p
1561/01 1,524 p 0,589 n" 1,348 p 1,008 p 1,455 p
1599/01 1,897 p 0,629 n* 1,823 p 1,621p 1,963 p
1629/01 0,032 n 0,274 n 1,617 p 0,285 n 0,415n
1632/01 0,023 n 0,223 n 1,555 p" 0,459 n 0,388 n
1655/01 0,235 n* 1,105 p 1,311 p° 0,760 p’ 0,308 n*
1670/01 1,547 p 2,646 p 1,398 p 1,314 p 1,564 p
1708/01 1,254 p 2,656 p 2,108 p 1,656 p 1,688 p
1729/01 1,365 p 2,541 p 2,252 p 1,460 p 1,745 p
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Valores de Abs
Amostras de | EIE-BIOKIT EIE- EIE-CD/ I0C EIE-CI/ EXP | EIE-PTNREC/ EXH
SOro BIOMERIEUX , *
Método 4

1734/01 1,878 p’ 0,137 n 0,275n 0,077 n 0,296 n
1743/01 1,002 p 2,420 p 2,367 p 1,327 p 1,321p
1747/01 1,054 p 2,594 p 2,047 p 1,282 p 1,652 p
1775/01 0,031 n 0,307 n 1,415p° 0,100 n 0,225 n
1805/01 1,254 p 2,610 p 2,301 p 1,374 p 1,585 p
1837/01 1,547 p 2,794 p 1,976 p 1,357 p 1,399 p
1838/01 1,666 p 2,804 p 1,523 p 1,446 p 1,991 p
1850/01 1,274 p 2,596 p 2,032 p 1,538 p 1,652 p
1874/01 1,654 p 2,393 p 2,143 p 1,412 p 1,808 p
1877/01 1,325 p 2,591 p 1,832 p 1,300 p 1,779 p
1882/01 1,587 p 2,652 p 1,801 p 1,280 p 1,856 p
1883/01 0,222 n 0,353 n 0,274 n 0,449 n 0,458 n
1887/01 1,654 p 2,598 p 1,832 p 1,285 p 1,901 p
1888/01 1,542 p 2,745 p 1,548 p 1,260 p 1,698 p
1889/01 1,324 p 2,821 p 1,992 p 1,371 p 1,874 p
1897/01 1,555 p 1,325 p 2,135 p 1,535p 1,730 p
1899/01 0,054 n 0,125n 0,257n 0,061 n 0,221 n
1931/01 1,215p 2,488 p 1,603 p 1,268 p 1,653 p
1987/01 0,123 n 0,143 n 0,286 n 0,060 n 0,198 n
1988/01 1,254 p 1,459 p 2,050 p 1,346 p 1,499 p
1990/01 0,251 n 0,162 n 0,235 n 0,073n 0,266 n
2000/01 1,522 p 2,254 p 2,398 p 1,377p 1,633 p
2001/01 1,365 p 2,800 p 2,284 p 1,418 p 1,856 p
2015/01 0,335n 0,385 n 0,286 n 0,122 n 0,279n
2036/01 0,277 n 0,559 n 0,811 n 0,065 n 0,255 n
2039/01 0,241 n 0,120 n 0,270 n 0,074 n 0,375n
2045/01 1,547 p 2,355 p 2,260 p 1,244 p 1,963 p
2050/01 0,241 n 0,215n 0,273n 0,074 n 0,369 n
2051/01 0,254 n 0,264 n 0,281 n 0,076 n 0,241 n
2054/01 0,054 n 0,296 n 0,270 n 0,055 n 0,278 n
2057/01 0,047 n 0,392 n 0,276 n 0,090 n 0,308 n
2070/01 0,028 n 0,444 n 0,231n 1,467 p 0,285n
2077/01 0,112 n 0,684 n 0,201 n 0,172n 0,256 n
2096/01 0,798 p 0,123 n’ 0,307 n" 0,908 p " 1,299p°
2106/01 0,135n 0,126 n 0,207 n 0,076 n 0,350 n
2107/01 0,147 n 0,288 n 0,215n 0,082 n 0,265 n
Cut off 0,691 0,909 0,972 0,650 1,148

(p) Amostras reagentes.

(n) Amostras ndo-reagentes.

*Amostras discordantes.

“Método de escolha do ELISA utilizando proteina recombinante, apresentando menos reacdes inespecificas.
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5.1.2. Comparacao da especificidade e sensibilidade dos EIE-CD/ I0OC e EIE-CIl/
EXP.

A concordancia dos testes foi avaliada, de acordo com o valor do indice
Kappa (Kk), sendo considerada satisfatéria quando k = 0,6. A sensibilidade e
especificidade do EIE-CD/ IOC foram 97,6% e 92,6% respectivamente, e do EIE-CI/
EXP foi de 98,5% e 94,9% respectivamente. O valor de Kappa foi 0,878 para o EIE-
CD/ 10C e 0,907 para o EIE-CI/ EXP.

O EIE-CI/ EXP apresentou sensibilidade e especificidade superiores ao EIE-
CD/ 10C, além disso, a concordancia foi superior. Esses dados sugerem que dentre
os dois testes, o EIE-CI/ EXP constitua o melhor teste para deteccéo de anticorpos
anti-HAV IgM (Tabela 3).

Tabela 3: Dados de sensibilidade e especificidade dos testes EIE-CD/ 10C e EIE-

CIl/ EXP.
EIE-CD/ 10C EIE-CI/ EXP
Sensibilidade 97,6% 98,5%
|Especificidade 92,9% 94,9%
Kappa (k) 0,878 0,907

5.2. Avaliagao da estabilidade do antigeno HAV pelo EIE-CD/ IOC.
5.2.1. Avaliacao apés a adigao de crio preservadores.

A adigao de glicerol e DMSO nas concentragdes de 10 e 20% n&o impediram
o congelamento da suspenséo viral. O glicerol e o DMSO nas concentragdes de 30,
40 e 50% impediram o congelamento da suspensao viral, porém interferiram no
desempenho do EIE-CD/ I0C. Os controles positivos e negativos e as amostras

testes ndo apresentaram leitura.
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5.2.2. Avaliacao apés o processo de liofilizagao.

Um dos grandes problemas do teste anti-HAV IgM, desenvolvido pelo IOC, é
a instabilidade viral. O antigeno ndo mantém o titulo quando é descongelado, mais
de uma vez, ou descongelado inadequadamente. A absorbancia das amostras e dos
controles cai, consequentemente o ensaio perde a reprodutibilidade e a confianga,
ja que aumenta a probabilidade de resultados falso-negativos.

O processo de liofilizagdo combinado com a utilizacdo de um estabilizador
viral foi utilizado com o objetivo de tentar manter a estabilidade do antigeno HAV e a
reprodutibilidade do teste, além de facilitar as condigdes de armazenamento,
estocagem e transporte.

Para realizagéo do EIE-CD/ IOC foram utilizadas aliquotas novas do antigeno
controle e do antigeno liofilizado. Assim, para cada teste utilizou-se uma aliquota do
antigeno HAV controle, que foi descongelada, e do antigeno HAV liofilizado, que foi
reconstituida no momento em que foi realizado o EIE-CD/ I0C, para compararmos
os resultados do antigeno controle e do antigeno apés a liofilizagao.

A Tabela 4 mostra que a liofilizagdo nao alterou o desempenho do teste. As
aliquotas do HAV de cultivo celular liofilizado, estocadas a 4°C, mantiveram-se
estaveis desde o 1° dia de liofilizagdo até, pelo menos, seis meses apds a mesma.
As amostras testadas nao apresentaram queda na absorbancia, nem resultados
falso-negativos.

Comparando-se os resultados dos testes realizados com o antigeno liofilizado
e com suspensdo de antigeno controle, estocado a -20°C observou-se que a
absorbancia das amostras testadas no EIE-CD/ I0C utilizando o HAV liofilizado, foi
mais alta que a absorbancia das amostras testadas com HAV controle. Isso nao
causou alteragdo nos resultados obtidos com as amostras, ou seja, as amostras

positivas continuaram positivas e as negativas permaneceram negativas (Tabela 4).
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Tabela 4: Avaliacdo do desempenho do EIE-CD/ IOC,com a utilizagdo dos antigenos HAV controle e liofilizado (em cinza). As amostras de antigeno

liofilizado foram testadas no ELISA, durante periodo de 1 dia a 6 meses e os resultados comparados com o teste controle.

VALORES DE Abs
Amostras | lodia | ‘lodia | 1 més 1 "2 meses 2 "3 meses 3 "4 meses 4 "5 meses °5 "6 meses | 6 meses
de soro | CONTROLE CONTROLE | mas | CONTROLE | meses | CONTROLE | macac | CONTROLE | meses | CONTROLE | meses | CONTROLE
1 0,778p | 0954p | 0,754p |00988p| 0,745p |0945p| 0,712p | 0,090p | 0,799p | 0,956p | 0,775p | 0,981p | 0,788p 0,944p
2 0815p | 1,005p | 0854p |1,021p| 0774p |1,00ip| 0874p | 1,058p | 0,765p | 1,077p | 0,712p | 1,010p | 0,745p 1,037p
3 0,754p 0,987p 0,784p | 0,998p 0,799p [0,974p| 0,698p 0,965p 0,631p 0,925p 0,752p 0,931p 0,795p 0,957p
4 0,111n 0,121n 0,126n 0,122n 0,098n 0,121n 0,134n 0,130n 0,091n 0,111n 0,110n 0,115n 0,117n 0,125n
5 0,090n 0,132n 0,096n |0,130n | 0,099n |0,135n| 0,102n 0,128n 0,092n 0,125n 0,123n 0,137n 0,114n 0,133n
6 0,090n 0,129n 0,099n 0,130n 0,097n 0,124n 0,101n 0,111n 0,095n 0,124n 0,097n 0,127n 0,099n 0,125n
7 0,102n 0,158n 0,114n 0,169n 0,121n 0,145n 0,124n 0,134n 0,122n 0,156n 0,095n 0,147n 0,097n 0,170n
8 0,698p 0,880p 0,705p | 0,887p 0,721p [0,821p| 0,706p 0,896p 0,699p 0,821p 0674p 0,741p 0,788p 0,855p
9 0,102n 0,123n 0,100n 0,131n 0,098n 0,130n 0,097n 0,124n 0,124n 0,125n 0,124n 0,136n 0,106n 0,140n
10 0,102n 0,130n 0,100n | 0,130n | 0,127n |0,154n | 0,114n 0,162n 0,111n 0,124n 0,092n 0,120n 0,093n 0,133n
11 0,100n 0,120n 0,104n 0,124n 0,125n 0,127n 0,096n 0,145n 0,098n 0,134n 0,097n 0,158n 0,122n 0,129n
12 0,096n 0,140n 0,099n 0,125n 0,095n 0,144n 0,110n 0,132n 0,108n 0,132n 0,112n 0,178n 0,128n 0,138n
13 0,123n 0,123n 0,124n 0,122n 0,115n 0,135n 0,120n 0,123n 0,127n 0,120n 0,122n 0,137n 0,122n 0,138n
14 0,122n 0,129n 0,127n | 0,169n | 0,096n |0,133n | 0,099n 0,152n 0,124n 0,142n 0,124n 0,174n 0,126n 0,121n
15 0,598p 0,652p 0,587p | 0,645p 0,546p | 0,681p| 0,622p 0,654p 0,600p 0,632p 0,587p 0,647p 0,597p 0,699p
16 0,885p | 0,990p | 0841p |00966p| 0854p |0952p| 0,799p | 0,926p | 0,748p | 0964p | 0,889p | 0,948p | 0,781p 0,956p
17 0,741p | 1,002p | 0,789 |0987p| 0,799p |0,965p| 0,763p | 0,985p | 0641p | 0,968p | 0,784p | 1,012p | 0,793p 1,005p
18 0,881p 0,921p 0,841p | 0,935p 0,875p [ 0,965p | 0,852p 0,941p 0,796p 0,933p 0,889p 0,987p 0,805p 0,932p
19 0,854p 0,985p 0,965p | 0,966p 0,999 |[1,112p| 0,874p 1,110p 0,857p 1,008p 0,863p 0,988p 0,899p 0,997p
20 0,601p | 0,652p | 0625p |0648p| 0,698p |0654p| 0,633p | 0,600p | 0587p | 0,644p | 0,700p | 0,687p | 0,620p 0,599p

(p) Amostras reagentes.

92) Amostras ndo-reagentes.
HAV CONTROLE.

*HAV LIOFILIZADO.
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5.2.3. Comparacgao dos resultados da analise dos soros por EIE-CD/ I0OC
utilizando as mesmas aliquotas do antigeno controle e do antigeno liofilizado,

submetido a ciclos de congelamento/descongelamento.

A Tabela 5 mostra os resultados do EIE-CD/ IOC realizado com as amostras
do antigeno controle e do antigeno liofilizado, porém nesta avaliagdo as mesmas
aliquotas foram utilizadas nos trés testes. No primeiro ciclo, a aliquota do HAV
controle foi descongelada e utilizada no EIE-CD/ I0C, o HAV liofilizado foi
reconstituido e testado. Essas mesmas aliquotas foram congeladas a -20°C, e
descongeladas por mais duas vezes e testadas no EIE-CD/ IOC apds cada
descongelamento.. Foi observado que as leituras da absorbéancia, tanto do titulo do
antigeno controle como do antigeno liofilizado, diminuiam ao longo dos ciclos de
congelamento e descongelamento. As amostras de soro sabidamente reagentes
tornaram-se nao-reagentes pelo EIE-CD/ 10C, realizado com as aliquotas de
antigeno controle e antigeno liofilizado apds o terceiro ciclo de congelamento e
descongelamento.

Tabela 5: Avaliacdo da estabilidade dos antigenos HAV controle e liofilizado no EIE-CD/ 10C, depois de serem

submetidos a trés ciclos de conaelamento e desconaelamento.

VALORES DE Abs
**1" *1" **2" *2" **3" *3"
Amostras descongelamento | descongelamento | descongelamento | descongelamento | descongelamento | descongelamento
de soro CONTROLE LIOFILIZADO CONTROLE LIOFILIZADO CONTROLE LIOFILIZADO
15 0,877p 0,901p 0,652p 0,440p 0,330p 0,216p
101 0,931p 0,995p 0,725p 0,531p 0,400p 0,299p
118 0,790p 0,793p 0,599p 0,479p 0,317p 0,195p
132 0,122n 0,157n 0,080n 0,071n 0,055n 0,024n
146 0,097n 0,103n 0,078n 0,070n 0,041n 0,028n
158 0,905p 0,971p 0,791p 0,605p 0,397p 0,278p
181 1,101p 1,233p 0,977p 0,808p 0,508p 0,437p
198 0,857p 0,922p 0,743p 0,701p 0,422p 0,203p
C+ 0,987p 0,971p 0,434p 0,371p 0,260p 0,166p
C+ 0,952p 0,994p 0,455p 0,355p 0,254p 0,168p
C+ 0,966p 0,958p 0,440p 0,369p 0,263p 0,191p
C+ 0,971p 0,998p 0,478p 0,334p 0,278p 0,174p
C- 0,065n 0,068n 0,066n 0,064n 0,087n 0,064n
C- 0,068n 0,069n 0,063n 0,062n 0,069n 0,067n
C- 0,077n 0,067n 0,069n 0,063n 0,066n 0,064n
C- 0,064n 0,087n 0,078n 0,064n 0,061n 0,068n
Cut off 0,518n 0,526n 0,260n 0,210n 0,166n 0,128n

(p) Amostras reagentes.

(n) Amostras ndo-reagentes.
""HAV CONTROLE.

"HAV LIOFILIZADO.
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A absorbancia das amostras de soro testadas caiu vertiginosamente a partir do
segundo ciclo de congelamento e descongelamento. A figura 13 mostra a
comparagao da queda dos valores de absorbancia dos antigenos HAV controle e
liofiizado pelo EIE-CD/ 10C, apés a 1°, 2° e 3° ciclos de congelamento/

descongelamento.

Figura 8: Comparacdo entre os valores dos resultados de absorbancia dos antigenos HAV
controle e liofilizado, no EIE-CD/ I0C.

Abs

OHAYV controle
W HAV liofilizado

1° ciclo 2° ciclo 3° ciclo
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5.3. ELISA IgM ANTI-HAV — PROTEINA RECOMBINANTE/ EXPERIMENTAL
(EIE-PTNREC/ EXP).

Foram testados quatro diferentes métodos nos quais se utilizava proteina
recombinante no ELISA, para deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM, tentou-se
preservar o desenho original do teste (EIE-CD/IOC) desenvolvido pelo
LDT/IOC/FIOCRUZ. O método 1, utilizou a proteina recombinante e em seguida o
conjugado anti-proteina recombinante, ndo sendo possivel diferenciar as amostras
reagentes das nao-reagentes, ou seja, o teste foi inconclusivo. Os métodos 2 e 3
apresentaram resultados melhores que os obtidos no método 1, pois foi possivel
identificar as amostras reagentes das ndo-reagentes, porém as reagdes inespecificas
comprometeram a interpretagao dos resultados. O método 4 € um teste ELISA direto

classico, e foi o método de escolha por apresentar menos reacdes inespecificas.

5.3.1. Comparacgao dos resultados obtidos no EIE-PTNREC/EXP com os

demais testes.

Na Tabela 6 sao mostrados os resultados obtidos nas 30 amostras
discordantes, pela utilizagdo dos testes EIE-PTNREC /EXP, EIE-CD/ |IOC, EIE-CI/
EXP e nos ELISA comerciais (EIE-BIOKIT e EIE-BIOMERIEUX). O ELISA utilizando a
proteina recombinante (EIE-PTNREC/ EXP), pela utilizagdo do método 4, apresentou
resultados similares aqueles obtidos no EIE-CI/ EXP e com alta concordancia com os
todos testes utilizados no estudo. As demais 207 amostras apresentaram pelo teste
EIE-PTNREC/ EXP, resultados similares aos obtidos nos demais testes utilizados
(Tabela 2). O EIE-PTNREC/ EXP nao apresentou nenhum resultado discordante, no
entanto as amostras 234/01 e 2096/01 que apresentavam resultados reagentes, apos
os calculos de ABS/ CUT OFF, passaram a apresentar resultados ndo-reagentes. A
amostra 147/01 pelo teste EIE-CI/ EXP, ndo-reagente, apds os caculos de ABS/
CUTT OFF passou a apresentar resultado reagente (Tabela 6). As amostras 147/01,
234/01 e 2096/01 foram definidas como indeterminadas, pois apresentaram 2 ou mais

resultados discordantes, nos testes analisados.
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Tabela 6: Apresentacdo dos resultados de Abs/ CUT OFF, das amostras discordantes e indeterminadas (em cinza),
no EIE-BIOKIT, EIE-BIOMERIEUX, EIE-CD/IOC, EIE-CI/EXP e no EIE-PTNREC/EXP.

Amostras EIE-PTNREC/EXP

de soro EIE-BIOKIT EIE-BIOMERIEUX EIE- CD/IOC EIE-CI/EXP Método 4™
Abs/Cut off Abs/Cut off Abs/Cut off Abs/Cut off Abs/Cut off

147/01 | 0219n 0,319n | 1,076 p" 1,183 p" | 0,877n 0,902n | 0,525n  0,807p | 0,868 n 0,756 n
162/01 | 0,132n 0,191n | 0,654n 0,719n | 1,191 p° 1,225p” [ 0,394n  0,606n | 0,258 n 0,222 n
180/01 | 0,967p 1,399p | 0,302n" 0,437n" | 1,766 p 1,816p | 0,833p 1281p | 1,347p 1,173 p
234/01 | 1,114p 1,612p | 0,682 n 0,750 n" | 1,548 p 1592p | 0,725p 1,115p | 1,265p 1,101 n"
349/01 | 1,745p 2,525p | 0,253 n" 0,366n" | 2,310 p 2376p | 1481p 218lp | 1,989p 1,732 p
449/01 | 1312p 1,898p | 1,430p 1573p | 0,637n 0,655n° | 0785p 1,207p | 1,356p 1,181p
586/01 | 0,225n 0,325n | 0,618n 0679n | 1,573p 1,618p | 0410n  0,630n | 0,588 n 0,512 n
681/01 | 0,025n 0,036n | 0,173n 0,190n | 0,266 n 0273n | 0,867p  1,333p" | 0,254n 0,221 n
698/01 | 0,087n" 0,125n" | 0,964 p 1,060 p" | 0,871 n" 0,896n" | 1,187p 1,826p | 1,654p" 1,440 p”
818/01 | 0,030n 0,043n | 0,211n 0,232n | 0,333n 0342n | 1310p 2,015p | 0,365n 0,317 n
921/01 | 0,025n 0,036n | 0,432n 0,475n | 0,210n 0,231n | 1,403p  2,158p | 0,365n 0,317 n
949/01 | 0819p 1,185p | 1,023p 1,125p | 0,137n 0,140n" | 1,006p 1547p | 1,520p 1,324 p
957/01 |0,098n 0141n | 1,125p 1237p [ 0,114 n 0,117n | 0292n 0,449n | 0,269n 0,234 n
966/01 | 0,221n" 0,319n" | 0,945p" 1,039p" | 0,119n"  0,122n* | 1,044p" 1,606 p | 0,577 n" 0,502 n"
981/01 | 0,029n 0,041n | 0,188n 0206n | 1340p* 1,378p | 0311n 0478n | 0,391n 0,340 n
1000/01 | 0,021n 0,030n | 0,273 n 0,300n | 1,873p 1,926p” [ 0,173n  0,266n | 0,274n 0,238n
1162/01 | 0,088 n" 0,127 n* | 1,187 p’ 1,305p" | 1,115p" 1,147p" [ 0,984p" 1,513p" | 0,596 n" 0,519 n*
1164/01 | 0,055n" 0,079 n* | 1,443 p*  1,587p | 1,302p*  1,339p | 1,117p* 1,718p" | 0,392 n" 0,341 n"
1207/01 | 1,225p 1,816p | 0,225 n" 0,247n" | 1,514 p 1557p | 1,706p 2,624p | 1,652p 1,433 p
1395/01 | 0,030n 0,043n | 0,306 n 0,336n | 2,150p* 2,165p | 0,148n 0,227n |0,213n 0,185n
1540/01 | 0,040n 0,057n | 0,701 n 0771n | 1,165p* 1,198p |0387n 0595n [ 0,699 n 0,608 n
1561/01 | 1,524p 2,205p | 0,589 n” 0,644n" | 1,348 p 1,386p | 1,008p 1550p | 1,455p 1,267 p
1599/01 | 1,897p 2,745p | 0,629 n 0,691n" | 1,823p 1,875p | 1,621p 2493p | 1,963p 1,709 p
1629/01 | 0,032n 0,046n | 0,274n 0301n |1,617p* 1,663p [028n 0435n | 0415n 0,361n
1632/01 | 0,023n 0,033n | 0,223n 0245n | 1,555p* 1,599p | 0459n 0,706n | 0,388n 0,377n
1734/01 | 1,878p  ,217p [ 0,137n 0,150n | 0,275n 0,282n | 0,077n 01118 n | 0,296n 0,257 n
1775/01 | 0,031n 0,044n | 0,307 n 0337n | 1415p 1,455p | 0,100n  0,153n [ 0,225n 0,195n
2070/01 | 0,028n 0,040n | 0,444n 0,488n |0231n 0,237n | 1,467p* 2256p | 0,285n 0,248 n
2096/01 | 0,798 p" 1,154p | 0,123 n" 0,135n" | 0,307 n 0,315n" | 0,908p  1,396p | 1,299 p 1,131 n"
Cut off 0,691 0,909 0,972 0,650 1,148

(p) Amostras reagentes.

(n) Amostras ndo-reagentes.

*Amostras discordantes.

“Método de escolha do ELISA utilizando proteina recombinante, apresentando menos reacdes inespecificas.
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5.3.2. Dados de discordancia entre o EIE-PTNREC/ EXP e os demais testes.

A figura 14 mostra a discordancia de todos os testes avaliados. Todos os
testes avaliados apresentaram uma discordancia inferior a 10%.

O EIE-CD/ I0C apresentou a maior discordancia (7,1 %), enquanto o EIE-CI/
EXP revelou uma discordancia de 4,1% em seus resultados, menor que a
apresentada pelo teste comercial HEPANOSTIKA HAV IgM - EIE-BIOMERIEUX
(5,9%), o teste comercial BIOELISA HAV IgM - EIE-BIOKIT apresentou discordancia
de 2,9%. Por outro lado EIE-PTNREC/ EXP apresentou a menor discordancia (2,5%)

entre os testes avaliados.

Figura 14: Porcentagens reveladoras da discordéncia nos EIE-CD/ 10C, EIE-CI/ EXP, EIE-
BIOMERIEUX, EIE-BIOKIT e EIE-PTNREC/ EXP.
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5.3.3. Sensibilidade e especificidade do EIE-PTNREC/ EXP.

O EIE-PTNREC/ EXP apresentou sensibilidade e especificidade de 99,3% e
95,9% respectivamente. A sensibilidade do teste utilizando proteina recombinante foi
inferior a encontrada no EIE-CI/ EXP (98,5%). A especificidade e a concordéancia
(baseada no indice Kappa) do EIE-PTNREC/ EXP foram superiores aquelas obtidos
no EIE-CI/ EXP (Tabela 7)

Tabela 7: Comparacdo da sensibilidade e especificidade do EIE-PTNREC/ EXP e EIE-CI/

EXP.
EIE-CI/ EXP EIE-PTNREC/ EXP
Sensibilidade 98,5% 95,9%
|Especificidade 94,9% 99,3%
Kappa (k) 0,907 0,970

5.3.4. Estabilidade da proteina recombinante.

Apesar de nenhum estudo mais apurado de estabilidade ter sido feito com a
proteina recombinante, foi possivel observar sua preservacao nos ensaios realizados.
Todos os testes realizados com a proteina recombinante utilizaram a mesma aliquota
da proteina estocada a -20°C que foi descongelada, sem banho de gelo, no
momento do uso. O congelamento e descongelamento da aliquota foram repetidos
por um periodo de aproximadamente 6 meses, e ndo houve alteragdo na leitura da
absorbancia das amostras no EIE-PTNREC/EXP. Os dados iniciais sugerem que a
proteina recombinante ndo € sensivel ao processo continuo de

congelamento/descongelamento, podendo ser utilizada sem comprometer o teste.
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6 — DISCUSSAO.

6.1. Analise comparativa entre EIE-CD/ IOC e EIE-CI/ EXP.

Para identificar e controlar surtos de hepatite A é essencial um diagndstico
rapido e especifico (Summers e cols., 1993). A infec¢cdo aguda é confirmada a partir
da detecgdo de anticorpos anti-HAV da classe IgM (Dvemeyer e cols., 1979). Os
laboratérios que fazem o diagndstico da hepatite A utilizam testes imunoenzimaticos
comerciais para determinagdo da presenga da doenga, cujo custo é elevado. Um
teste ELISA de captura para IgM foi desenvolvido pelo Laboratério de
Desenvolvimento Tecnolégico do Departamento de Virologia do Instituto Oswaldo
Cruz/ FIOCRUZ, para o diagndstico da hepatite A.

O desenvolvimento do teste ELISA para o diagnostico da hepatite A teve a
colaboragcdo do Departamento de Reativos para Diagnostico de Bio-manguinhos/
FIOCRUZ, pois €& de interesse da Unidade produzir e distribuir estes ensaios
imunoenzimaticos para todos os laboratorios da rede publica espalhados pelo Brasil.
Porém, o teste desenvolvido apresentava problemas de instabilidade viral e
inespecificidade. A fim de melhora-lo e torna-lo eficiente, confiavel e especifico como
os testes vendidos comercialmente, aprimoramos o EIE-CD/ I0C tornando-o um
ELISA de captura direto, aplicando metodologias para implementagao de estabilidade
viral e por fim utilizando uma proteina recombinante, em substituicdo ao antigeno viral
produzido em cultura de células convencional, que pareceu ser a melhor alternativa
de melhoria.

Visando aumentar a especificidade, foi proposto o teste EIE-CI/ EXP como
modificagao do teste EIE-CD/ IOC, que tém como diferenga a utilizagao do anti-soro
(anti-HAV) detector n&o conjugado, seguido do acréscimo, na etapa seguinte, do
conjugado anti-lgG humana comercial no EIE-CI/ EXP. Dois testes comerciais (EIE-
BIOKIT e EIE-BIOMERIEUX) foram utilizados para comparacdo dos resultados
obtidos nos testes em estudo. A adicdo do anti-anticorpo (anti-lgG humana)
conjugado comercial diminuiu as reagdes inespecificas do teste. O EIE-CI/ EXP
apresentou uma especificidade maior (94,9%) do que aquela apresentada pelo EIE-

CD/ 10C (92,9%). Houve uma melhora ndo s6 na especificidade, como também na
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sensibilidade do teste, que aumentou de 97,6% no EIE-CD/ IOC para 98,5% no EIE-
Cl/ EXP. A amostra 147/01, nao-reagente pelo teste EIE-CI/ EXP, apds os calculos
de Abs/ CUT OFF, passou apresentar resultado reagente (Tabela 6). O EIE-CI/ EXP
utilizando o conjugado anti-lgG humana comercial, pareceu reduzir bastante as
reacoes inespecificas do teste ELISA.

Considerando que o EIE-CD/ IOC utiliza como soro detector uma mistura de
soros humanos anti-HAV de pacientes que estdo na fase convalescente da doenca.
O soro detector utilizado no teste € uma mistura de soros humanos a probabilidade
de ocorrerem reacdes cruzadas deve ser observada em decorréncia desse pool de
soros conter anticorpos contra os mais diferentes epitopos, fato que pode
consequentemente levar a resultados falsos positivos ou falsos negativos (Locarnini e
cols., 1979).

Outro ponto importante é que a utilizagdo da mistura de soros humanos para
produgdo de conjugados necessita de um estoque permanente, contudo com as
melhorias sanitarias, os casos de hepatite A estdo diminuindo, portanto a obtencao
de soro convalescente se torna cada vez mais escassa ja que o nhumero de pessoas
suscetiveis ao HAV esta aumentando (Vitral e cols., 1998b). O conjugado anti-lgG
humana (anti-anticorpo), adicionado na ultima etapa do EIE-CI/ EXP, diminuiu grande
parte do reacdes inespecificas do teste, no entanto foram observados resultados
discordantes. Apesar de aumentar a especificidade e a sensibilidade, o EIE-CIl/ EXP
tem uma etapa a mais, tornando-se mais longo, 0 que em alguns casos devera ser
bem avaliado, pois praticidade e rapidez sao elementos importantes na rotina de um
laboratério de diagndstico.

Adicionalmente outro ponto que deve ser considerado com o EIE-CD/ IOC
seria a necessidade de avaliar a produgdo de conjugados através de soros

hiperimunes de animais imunizados com HAV.
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6.2. Anadlise de estabilidade do antigeno HAV.

A estabilidade do antigeno é uma das etapas com maior dificuldade no
desenvolvimento tecnolégico do EIE-CD/ I0C. O HAV é um virus que apresenta
replicacédo lenta e fastidiosa (Ticehurst e cols., 1989), além de ser sensivel ao
processo congelamento/descongelamento, o que dificulta sua manipulagéo durante o
ensaio imunoenzimatico.

Inicialmente o EIE-CD/ 10C foi padronizado utilizando o antigeno produzido em
cultivo celular, estocado a-70°C e descongelado, no momento da realizagao do teste.
O descongelamento da suspenséo viral deve ser feito em banho de gelo, no entanto
se uma mesma aliquota de antigeno for congelada/descongelada mais de uma vez
os resultados serdo diferentes, a absorbancia dos controles e das amostras teste
diminui (Tabela 5).

Na producao do antigeno, as células sofrem lise mecénica para liberagao das
particulas virais no sobrenadante (Gaspar e cols., 1992), provavelmente varias
enzimas proteoliticas sao liberadas pelas células no processo de lise e podem
degradar as proteinas virais do HAV, e possivelmente proteinas estruturais
importantes na interagdo antigeno-anticorpo, por isso a suspensao viral deve ser
imediatamente congelada. Especula-se que apesar de o congelamento ser um
processo de conservagao eficiente, durante o processo, a agua vai sendo substituida
pelos cristais de gelo, alterando as caracteristicas estruturais do antigeno.

Para estabilizacdo do antigeno viral foram aqui adicionados crio
preservadores, glicerol e dimetilsulféxido (DMSO) (Jones, 1965; Jiranek, 1966;
Hansen e cols., 2005), agentes quimicos muito utilizados para preservacado de
linhagens celulares estoque, a fim de proteger as estruturas da particula viral durante
o processo de congelamento/descongelamento. Contudo esses agentes quimicos
interferiram no desempenho do teste EIE-CD/ IOC, ndo sendo possivel diferenciar as
amostras reagentes das nao-reagentes, dificultando a interpretagdo dos resultados
(Resultados nao apresentados).

Para implementacao estabilizagao viral foi utilizado o processo de liofilizagao.
A liofilizacdo € um processo de secagem, pelo qual a agua contida no produto &

removida por sublimagao, ou seja, partindo-se de um material previamente congelado
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e submetendo-o a alto vacuo, a agua passa diretamente do estado solido para o
estado gasoso. A sua aplicagao permite a obtencédo de produtos mais estaveis e que,
portanto, conservam por um longo periodo de tempo suas caracteristicas quimicas
(Hora e coals., 1992).

O processo de liofilizagdo, manteve a estabilidade viral durante pelo menos
seis meses a 4°C. O desempenho do EIE-CD/ I0C nao foi comprometido pela
liofilizac&o (Tabela 4), no entanto depois de reconstituida, aliquota do antigeno viral,
devera ser utilizada uma unica vez. No entanto, Bio-manguinhos, por ser uma
Unidade de produgao de vacinas, dispde de um Setor de Liofilizagcdo com toda a
infra-estrutura e condigdes adequadas para a produgdo em larga escala das
amostras do antigeno HAV liofilizadas. O antigeno liofilizado podera ser armazenado
sob refrigeragéo (4°C), por longos periodos, facilitando o transporte e estocagem do
teste ELISA, nos laboratérios da rede publica espalhados pelo pais.

Uma outra alternativa para diminuir os custos € a produgdo de amostras do
antigeno HAV para utilizagdo de apenas uma fileira da microplaca, para que o usuario
reconstitua no momento do uso, a quantidade de amostras necessarias para

realizagao do ensaio, como recomendado em muitos testes comerciais.

6.3. Analise da \utilizagdo da proteina recombinante nos testes

imunoenzimaticos.

Mesmo com as melhorias conseguidas por meio da utilizagdo do conjugado
anti-lgG humana comercial e a estabilizacdo do antigeno viral com a liofilizagdo, o
teste, pode ainda, ser aprimorado. Com a incorporacdo de mais uma etapa o ensaio
torna-se mais longo, uma vez que a producédo do antigeno HAV em cultivo celular é
lenta (Provost & Hilleman, 1979). A utilizacdo da mistura de soros humanos
convalescentes como insumo constitui outro problema (Locarnini e cols., 1979) no
EIE-CD/ IOC e/ou EIE-CI/ EXP, pois é diretamente dependente da doacao de soros
de individuos na fase convalescente da infecgao pelo HAV. Com o objetivo de
otimizar e modernizar o ensaio imunoenzimatico para detecgdo de anticorpos anti-
HAV IgM, utilizamos no EIE-PTNREC/ EXP uma proteina recombinante do HAV
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produzida Escherichia coli, em substituicdo ao antigeno HAV convencional, produzido
em cultivo celular.

No mercado ha diversos testes comerciais que utilizam proteinas
recombinantes e varios trabalhos buscando a utilizacdo de proteinas recombinantes
em testes imunoenzimaticos, para o diagndstico das mais variadas doencas
(Quintana e cols., 2005; Ning e cols., 2005), como hepatite C e hepatite E.

Além da utilizagdo da proteina recombinante como antigeno, devera ser
avaliada sua utilizagdo também na obtencdo de anticorpos monoclonais, para a
producdo de conjugados anti-HAV, pois Bio-manguinhos possui o Setor de
Hibridomas que produz e distribui anticorpos monoclonais rotineiramente, com total
dominio da tecnologia.

O EIE-PTNREC/ EXP, desenvolvido neste estudo, mostrou nos ensaios
iniciais, ter especificidade e sensibilidade de 99,3% e 95,9%, respectivamente. Esses
resultados foram melhores que os do EIE-CD/IOC com especificidade e sensibilidade
de 92,9% e 97,6% respectivamente, e do EIE-CI/EXP que apresentou especificidade
e sensibilidade de 94,9% e 98,5% respectivamente. A utilizagdo da proteina
recombinante tornou o teste mais especifico, porém menos sensivel. O teste
comercial EIE-BIOMERIEUX apresenta 100% de especificidade e o EIE-BIOKIT,
apresenta 100% de especificidade e 100% de sensibilidade (Anexos Il e Il). Serdo
necessarios estudos visando um aumento da sensibilidade do EIE-PTNREC/ EXP,
sem, contudo, diminuir a especificidade do teste.

O uso da proteina recombinante no EIE-PTNREC/ EXP apresenta muitas
vantagens em relagdo ao teste ELISA usando o antigeno produzido em cultivo
celular. A produgdo do antigeno HAV em cultivo celular convencional possui
metodologia padronizada, contudo o rendimento viral € baixo (Provost & Hilleman,
1979). Apesar da producao da proteina recombinante ser trabalhosa, o rendimento é
relativamente alto, pois, a proteina € expressa em Escherichia coli, uma bactéria de
cultivo simples e crescimento rapido (Higgins & Shockman, 1971). Além disso, a
quantidade da proteina recombinante utilizada no teste ELISA é inferior a quantidade
usada do antigeno HAV produzido em cultivo celular convencional.

Um ponto importante € a instabilidade do antigeno viral que deve ser

eliminada, ja que a proteina recombinante parece se manter estavel mesmo sendo
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congelada/descongelada. Nenhum trabalho de estabilidade com proteina
recombinante foi realizado, contudo todos os ensaios utilizaram a mesma aliquota da
proteina que manteve a estabilidade, uma vez que n&o houve alteragdo na leitura das
absorbancias das amostras no teste ELISA.

Pela utilizacdo do EIE-PTNREC/ EXP, a mistura de soros humanos, como
insumo, Nao sera mais necessaria, ja que o conjugado utilizado neste teste € um
anticorpo anti-IgM humana produzido em cabra (anti-y), comprado comercialmente e
conjugado a peroxidase em Bio-manguinhos, de acordo com o método de
metaperiodato descrito por Nakane e Kawoi (1974) e modificado por Camargo e cols.,
(1987).

Um ponto relevante € a falta de bibliografia especializada o que dificulta
analise e conclusao estudo. Assim, apesar de ter muitas vantagens o EIE-PTNREC/
EXP precisa ser melhor avaliado, principalmente em relacdo as reacdes
inespecificas, que foram eliminadas em grande parte pela adigcdo de albumina bovina
(BSA) no tampao de lavagem (PBS-T) (Miyakawa e cols., 2001). O EIE-PTNREC/
EXP é um teste ELISA direto classico, no entanto a detec¢ao de anticorpos da classe
IgM por este método pode ser comprometida devido a presenga simultdnea de
anticorpos IgG e fator reumatoide (anticorpo IgM anti-IgG), que podem reagir com o
conjugado anti-IgM gerando resultados falso-negativos e/ou falso-positivos (Marmot e
cols., 1978). Alguns estudos mostram métodos de remocdo destes anticorpos nos
soros analisados (Martins e cols., 1995), sendo uma etapa a mais no teste. Outro
aspecto a ser estudado € a producdo em larga escala do EIE-PTNREC/ EXP, pois
nos estudos iniciais os resultados foram satisfatorios, mas é importante avaliar se os
resultados se manterdo em grandes lotes.

Os resultados preliminares obtidos sugerem que o ELISA anti-HAV IgM —
PROTEINA RECOMBINANTE/ EXPERIMENTAL constitui o melhor teste para
deteccdo de anticorpos anti-HAV IgM proposto, no entanto, sdo necessarios testes e

avaliagdes complementares.
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7 — CONCLUSOES.

A utilizagdo do anti-soro (anti-HAV) detector ndo conjugado e numa etapa
seguinte o conjugado anti-IgG humana comercial, aumentou a especificidade
do EIE-CI/ EXP.

Os dados prelimanares sugerem que o processo de liofilizagdo mantém a
estabilidade do antigeno HAV convencional produzido em cultivo celular, sem

contudo, interferir no desempenho do teste ELISA.

Na analise do EIE-PTNREC/ EXP, o método 4, ELISA direto classico, foi o
meétodo de escolha por apresentar menos reagdes inespecificas.

O EIE-PTNREC/ EXP desenvolvido com a utlizacdo de proteina
recombinante traz inumeras vantagens na produgcdo do ELISA para
diagndstico da hepatite A, os resultados deste estudo mostram que: a
proteina recombinante parece ser estavel; o teste ndo utiliza mistura de soros
humanos como insumo; o rendimento da proteina € alto; o teste é rapido e

especifico.

Os resultados preliminares obtidos com 0s ensaios iniciais sugerem que o
EIE-PTNREC/ EXP constitui-se no melhor teste para detec¢ao de anticorpos

anti-HAV IgM proposto.
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8 — PERSPECTIVAS.

e Necessidade de realizar um ajuste fino com painel sorolégico comercial.

e Estudos de rendimento e otimizagdo da proteina recombinante, na produgao
em larga escala.

e Estudos mais minuciosos de estabilidade da proteina recombinante.

e Estudos para avaliar alteragdes do desempenho do EIE-PTNREC/ EXP sera

alterado pela producédo em escala industrial.

e Estudos multicéntricos para avaliar melhor o desempenho do EIE-PTNREC/
EXP, levando em consideracao as diferentes prevaléncias da hepatite A, nas

diferentes regides do Brasil.

e E a longo prazo producdo e distribuicdo do EIE-PTNREC/ EXP, para os
laboratérios de toda rede publica, com a qualidade dos testes para

diagnostico produzidos por Bio-manguinhos.
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10 — ANEXOS

Dosagem protéica pelo método de Folin-Lowry.

Este teste de dosagem de proteinas foi utilizado para quantificar a
concentragcédo protéica do antigeno HAV produzido em cultivo celular e da proteina
recombinante utilizados no ELISA.

Preparo da curva padrao.

Solugdo mae de BSA — 0,5mg/ mL

100 ug /0,2 mL apenas solucdo mae

80 ug/0,2mL 0,8 mL da solugdo mae gsp 1 mL de agua milliQ
60 ug /0,2 mL 0,6 mL da solugdo mée gsp 1 mL de agua milliQ
40 ug /0,2 mL 0,4 mL da solugdo mée gsp 1 mL de agua milliQ
20 ug /0,2 mL 0,2 mL da solugao mae gsp 1 mL de agua milliQ
10 ug /0,2 mL 0,1 mL da solugdo mae gsp 1 mL de agua milliQ

Em outra bateria de tubos transferir 0,2 mL de cada tubo da curva padréo
obedecendo a concentragéo.

Preparo das amostras.
Diluir as amostras 1:10, 1:100 e 1:1000 em agua milliQ

Branco =0,2 mL de agua milliQ

Execugao do ensaio.

Acrescentar 1 mL da solugao | (anexo) em cada um dos tubos, inclusive no
branco, aguardar 10 minutos. Em seguida acrescentar 100 yL do reagente D (anexo)
em cada tubo e aguardar 30 minutos.

Ler em espectrofotdmetro utilizando filtro de 750nm.
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Calculos da concentragao protéica por orificio da microplaca.

Proteina recombinante.
A proteina recombinante foi cedida com a concentragao protéica de 40 ng / uL.

Sendo utilizada no ensaio imunoenzimatico diluida a 1:3500.

Portanto:
40ng/pL=0,04 pg/ pL =4 ug/ 100 pL =4 + 3500 = 0,0011 pg / 100 L.
Em cada orificio da microplaca foi adicionada 0,0011 ug da proteina

recombinante.

HAV de cultivo celular.
A dosagem de proteinas pelo método Folin-Lowry indicou a concentragéo
protéica do HAV de cultivo celular de aproximadamente 1250 ng / uL. Sendo utilizado

no ensaio imunoenzimatico sem diluicdo prévia.

Portanto:
1250 ng / yuL =1,25 yg/ yL =125 ug / 100 pL.
Em cada orificio da microplaca foi adicionado 125 ug do HAV de cultivo

celular.

Anexo | — Solugdes do método de quantificacdo proteica Folin-Lowry

Solugao-mae de BSA (0,5 mg/ mL)

4,5 Mg BSA. . 9 mL de agua milliQ

Reagente A — Solucédo a 2% de Carbonato de Sédio (Na;CO3) em solucdo a 1%
de Hidréoxido de Sédio (NaOH).

2 g Na,COs 100 mL de NaOH a 1%
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Reagente B — Solugao de Sulfato de Cobre (CuSO4) a 1%.

TG CUSO i 100 mL de agua milliQ

Reagente C — Solugao de Tartarato de Potassio e/ou Sédio a 1%.

1 g Tartarato de Sdédio e /ou Potassio................... 100 mL de agua milliQ

Reagente D — Folin.

1T,0mLFolin .o, 1,3 mL de agua milliQ

Solugao I.
10 mL Reagente A
+ 0,1 mL Reagente B

+ 0,1 mL Reagente C

Anexo Il — Bula do ELISA comercial HEPANOSTIKA HAV IgM (EIE-BIOMERIEUX).

Anexo Ill — Bula do ELISA comercial BIOELISA HAV IgM (EIE-BIOKIT).
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Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
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Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia
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Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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