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RESUMO

A hepatite E é causada pelo virus da hepatite E (HEV), considerado um patdgeno de
transmissdo zoonotica e que possui suinos como reservatorios. No Brasil, ndo ha informacdes
a respeito da circulacdo do HEV no rebanho suino do Distrito Federal. Por isso, foi conduzido
um estudo transversal com amostras de soro de 449 suinos domeésticos, cedidas pela
Secretaria de Agricultura do Distrito Federal. As amostras sanguineas foram coletadas entre
junho e setembro de 2014. Um kit de ELISA comercialmente disponivel foi utilizado para a
deteccdo soroldgica de anticorpos IgG contra o HEV. Foi encontrada uma alta
soroprevaléncia de anticorpos contra 0 HEV, uma vez que 304 animais apresentaram amostras
reagentes (67,7%, IC 95% = 63,2%, 71,9%). A soropositividade ndo variou com relacdo ao
género ou a idade. Os resultados sugerem que o HEV circula entre os suinos domésticos no
Distrito Federal, e isso pode servir como um alerta para o sistema de satde publica da regido

devido ao possivel envolvimento desses animais em infec¢cGes humanas.

Palavras-chave: Hepatite E. Suinos. Distrito Federal. Brasil.
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ABSTRACT

Hepatitis E is caused by hepatitis E virus (HEV) which is currently known to be a zoonotic
pathogen and it has pigs as reservoirs. In Brazil, there is no information about the circulation
of HEV in swine flocks of the Federal District. Therefore, a cross-sectional study was
performed with sera from 449 domestic pigs, provided by the Secretary of Agriculture of the
Federal District. Blood samples were collected between June and September 2014. An ELISA
kit commercially available was used for the detection of IgG antibodies. It was found a high
seroprevalence of antibodies to HEV, since 304 animals showed anti-HEV positive reactions
(67.7%; 95% CI = 63.2%, 71.9%). The seropositivity presented no difference by gender or
age. The results suggest that HEV circulates among domestic pigs in the Federal District, and
it can serve as a warning to the local public health system about their possible involvement in

human infections.

Keywords: Hepatitis E. Swine. Federal District. Brazil.

viii



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO I
Figure 1. Location of the 234 sampled farms, Federal District, Brazil. ......................... 44



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1. Epidemiologia da infeccdo do HEV em paises considerados hiper-endémicos e
100 =] 1 4 ol 1RSSR 7
Tabela 2. Caracteristicas clinicas da infeccdo do HEV em paises considerados hiper-

ENOBIMICOS € BNABINICOS. ..evveeeeeeeee e e e ettt e ettt e e e e e e e e e eeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeaeaeeeeeeeeeeans 13

CAPITULO II

Table 1. Frequency of anti-HEV IgG by gender among pigs of the Federal District,
Brazil. .. o 43
Table 2. Frequency of anti-HEV IgG by age classes among pigs of the Federal District,

Brazil. ..o e 43
Table 3. Prevalence of anti-HEV 1gG in swine sera by regions of the Federal District,
Brazil. ... 43



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

ALT — alanina aminotransferase

anti-HEV — contra o virus da hepatite E

AST — aspartato aminotransferase

ELISA — ensaio imunoenzimatico, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay
HEV — virus da hepatite E, do inglés hepatitis E virus.

HEV-1a 7 — gendtipos 1 a 7 do virus da hepatite E

HIV — virus da imunodeficiéncia humana, do inglés human immunodeficiency virus
Hsc70 — proteina do choque térmico conjugada 70

HSP90 — proteina do choque térmico 90

HSPGs — proteoglicanas de sulfato de heparano

IgG — imunoglobulina do tipo G

IgM — imunoglobulina do tipo M

kb — quilobase (equivale a 1000 pares de bases), do inglés kilobase

NCRs — regides ndo codificantes, do inglés non-coding regions

nm — nandmetros

ORF — regido aberta de leitura, do inglés open reading frame

RdRp — RNA-polimerase RNA-dependente

RNA — &cido ribonucleico, do inglés ribonucleic acid

RT-PCR — reacdo em cadeia da polimerase precedida por transcrigdo reversa, do inglés
reverse transcription polymerase chain reaction

°C — graus Celsius

Xi



SUMARIO

CAPITULO oottt 1
1. INTRODUGAD ...ttt s 1
2. OBIETIVOS ...ttt ettt e e et e e st e e st e e e anbe e e nnr e e e nneee e e 1
3. REFERENCIAL TEORICO ....ooveiieeevceeeeieeese e esis s tesae s senass s, 2

3.1 HISTORICO. ...ttt 2
3.2 O VIRUS DA HEPATITE E (HEV) ..o, 2
3.2, 1 ClASSITICAGAD . ... .evieeeieieeieeee ettt bbb 2
3.2.2  Estrutura e genoma Viral...........cccooveiiiiiiic i 3
3.2.3  REPHICAGAD VIl .....ccuvieeciice et 4
3.2.4  PrOPIIEUAGES ...c.eeviiiiieiieie ettt bbbttt bbb 4
3.3 EPIDEMIOLOGIA ...ttt e e e e e e e nees 5
TR T R I 101 0 0T 557 (o J USSP TP PR PRPRN 5
3.3.1L.1  TranSmiSSA0 ZOONOTICA ...c.veveververiesiesiieieeie ettt sttt b sbe e eneas 6
3.3.2  HEV €M SEreS NUMANOS.......ceiieiiarieiiiesieeiesieesieeie e ste e e sneesteeneesseeseeensesreesseaneens 6
3321 HEV em seres humanos N0 BrasSil...........ccoccvvviieiiiiiesieie e 8
3.3.3  HEV @M SUINOS ....ciiiiiieiieieieie ettt sttt nne e 10
3.3.3.1  HEV em suinoS N0 BraSil.........ccooviiiiiiiiiieie e 11
3.3.4  HEV €M OULIAS ESPECIES ....eveueeieieieieeiesie ettt sttt sae e 12
34 PATOGENIA E ASPECTOS CLINICOS ...t 12
341 SEIES NUMANDS .....eeiiiiieiieieie et ettt b b nne e 12
BiA. 2 SUINOS .ttt ekttt bbbt bRttt ae bt nnenrenne e 15
3.5 DIAGNOSTICO. ...ttt 15
3.6 PREVENGAOD.......ccoioieeeeeeeeeeeeeee e eeseesaess et se st 16
3.7  CONSIDERACGOES FINAIS ......coiiiereeieeeeeeeeeeesee e eness s senes e 17
3.8  REFERENCIAS ......ooo oot ses et s et nes st enes s 18

INFORMACOES ADICIONALS ...t eae e e naee e 36

CAPITTULO ottt 37
ABSTRACT ...ttt ettt bbb et e seebe s e ssebe st et b et et e e be st et ne et e 37
INTRODUCTION ..ottt sttt sa ettt saebe b s enenne e 38
MATERIALS AND METHODS. ...t 38
RESULTS .ttt ettt sttt ettt b et b et neabe st neere st s 39

Xii



DISCUSSION ...t b e 39

(0] N [O1 HU K] (0] N KSR 40

REFERENCES ..ottt sne s sssa st anssns s nsanes 40
ANEXO A — FORMULARIO DE COLHEITA DE AMOSTRAS .......oovovvieeeiesiseeeiesienienes 45
ANEXO B — PROTOCOLO DE ELISA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
HEV <ottt ettt ettt 47
ANEXO C — PRODUGCOES TECNICAS ......oevieeeeeeeteeeeseeese st senssses s asss s senanseens 51

Xiii



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A hepatite E é uma hepatite viral reconhecidamente zoonética, sendo transmitida por
suinos e por outros animais, servindo como reservatorios para as infeccdes humanas (Meng,
2011; Brasil, 2014). Sabe-se que humanos e suinos domésticos compartilham os genoétipos 3 e
4 do virus da hepatite E (HEV) (Smith et al., 2014), os quais circulam em muitos paises como
o Brasil (Paiva et al., 2007; Lopes dos Santos et al., 2010).

O Ministério da Saude reconhece que muitos casos humanos podem ndo estar sendo
registrados no pais, gerando elevada subnotificacdo (Brasil, 2012). Além disso, a constatacdo
da circulagdo do HEV em suinos do rebanho nacional, bem como em outras espécies animais
(Guimaraes et al., 2005; Vitral et al., 2005; Souza et al., 2012), revela a complexidade
epidemioldgica da doenca, devendo, portanto, ser melhor investigada. No Brasil, ndo ha

informacdes a respeito da circulagdo do HEV no rebanho suino do Distrito Federal.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia de hepatite E em suinos
domeésticos no Distrito Federal, Brasil.

2.1 Objetivos especificos:

e Detectar anticorpos do tipo 1gG contra o virus da hepatite E pelo método de ELISA;

e Estimar a prevaléncia real da doenga;

e Auvaliar os resultados com relacdo a idade e género dos animais e a frequéncia por
origem geogréfica;

e Auvaliar possiveis fatores de risco; e

e Detectar possiveis impactos da enfermidade suina na satde publica da regiéo.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 HISTORICO

O virus da hepatite E (HEV), descoberto em 1983 (Balayan et al., 1983), tem sido
desde entdo associado a grandes surtos de hepatite infecciosa em regides do mundo onde a
contaminacdo fecal de agua para consumo humano é comum, como em paises da Asia e
Africa, sendo considerado endémico nessas regides (Murray et al., 2009; Santos et al., 2013;
Kamar et al., 2014).

Entretanto, algum tempo apds a sua descoberta, percebeu-se que casos esporadicos e
autoctones da doenca também ocorriam em regifes ndo endémicas em pessoas sem historico
de viagens para regides endémicas, o que fez aumentar a suspeita de transmissdo zoonoética
(Zaaijer et al., 1993; Zanetti & Dawson, 1994; Psichogiou et al., 1995), especialmente apos a
descoberta do virus da hepatite E suino, que possui estreita relacdo genética com o HEV
humano (Meng et al., 1997). Além disso, analises moleculares revelavam que amostras virais
provenientes de regides ndo endémicas eram geneticamente diferentes das de regides
endémicas (Schlauder et al., 1999).

Estudos levantaram assim a hipdtese de que os suinos poderiam estar envolvidos na
ocorréncia dos casos humanos autoctones esporadicos, funcionando como reservatérios da
doenca (Hsieh et al., 1999; Wu et al., 2000; Pina et al., 2000). Esse aspecto levou ao
ressurgimento do interesse mundial da infeccdo produzida pelo HEV (Aggarwal & Naik,
2009).

3.2 O VIRUS DA HEPATITE E (HEV)
3.2.1 Classificagao

O HEV é um virus de RNA pertencente a familia Hepeviridae (Emerson et al., 2004).
Analises filogenéticas baseadas no genoma viral e uma série de regides subgendmicas
levaram ao reconhecimento de 4 geno6tipos principais (gen6tipos de 1 a 4) e 24 subtipos (5 de
HEV-1, 2 de HEV-2, 10 de HEV-3 e 7 de HEV-4) (Lu et al., 2006), sendo esta a classificacdo
mais utilizada (Kamar et al., 2014).

A classificagdo mais recente sugerida por Smith et al. (2014) divide a familia
Hepeviridae nos géneros Orthohepevirus (HEV isolados dos mamiferos e das aves) e

Piscihepevirus (HEV de trutas). O género Orthohepevirus € dividido em A (isolados de



humanos, suinos, javalis, cervos, mangustos, coelhos e camelos), B (isolados de aves), C
(isolados de roedores, musaranhos, furdes e visons) e D (isolados de morcegos).

Essa nova classificacdo ajudaria inclusive a elucidar melhor a questdo zoondtica da
doenca como, por exemplo, no caso do HEV de ratos, uma variante que ainda ndo foi
detectada em humanos e que é claramente distinta de variantes humanas do genétipo 3 do
HEV, apesar do HEV-3 jé ter sido encontrado infectando ratos (Lack et al., 2012; Smith et al.,
2014).

Dentro do grupo Orthohepevirus A, Smith et. al (2014) ainda propdem a classificacéo
de mais trés gendtipos, HEV-5 e HEV-6 (encontrado em javalis) e HEV-7 (encontrado em
camelos), além dos gen6tipos 1 a 4 que infectam humanos. Os gen6tipos 1 e 2 circulariam
entdo apenas em humanos, o0 HEV-3 em humanos, suinos, coelhos, cervos e mangustos e o
HEV-4 em humanos e suinos (Smith et al., 2014).

3.2.2 Estrutura e genoma viral

O HEV ¢ um virus ndo envelopado, esférico, com simetria icosaédrica medindo de 27
a 34nm (Balayan et al.,, 1983, Bradley et al.,, 1988). O genoma do virus possui,
aproximadamente, 7,2Kb de comprimento (Reyes et al., 1990) e € constituido por uma fita
simples de RNA de polaridade positiva com trés regiGes abertas de leitura (ORFs). Além
disso, existem duas regides ndo codificantes (NCRS) nas porgdes terminais 3’e¢ 5’ e uma cauda
poli-A (Tam et al., 1991).

A ORFL1 é a regido de leitura mais longa da extremidade 5’ do genoma. Codifica as
proteinas ndo estruturais que incluem uma metiltransferase, um dominio Y, uma cisteina
protease, uma regido rica em prolina, um dominio X, uma helicase e uma RNA-polimerase
RNA-dependente (RdRp). Considera-se que a ORF 1 esteja envolvida na replicacdo viral e no
processamento de proteinas virais (Tam et al., 1991; Koonin et al., 1992).

A ORF2 esta localizada na extremidade 3’ do genoma e codifica a principal proteina
do capsideo viral, responsavel pela montagem do virion (Li et al., 1997; Surjit et al., 2004),
interacdo com as ceélulas-alvo (He et al., 2008; Kalia et al., 2009) e imunogenicidade
(Yarbough et al., 1991; Xing et al., 2011).

A ORF3 sobrep6e parcialmente a ORF2 e codifica uma fosfoproteina envolvida na
morfogénese e liberacdo do virion (Zafrullah et al., 1997; Yamada et al., 2009). Também ja
foi associada a codificacdo de um epitopo imunorreativo reconhecido por soros de seres

humanos e animais infectados pelo HEV (Yarbough et al., 1991).



3.2.3 Replicagéo viral

Alguns estudos tém sugerido modelos de replicacdo para 0 HEV baseados em outros
virus de RNA de fita positiva (Chandra et al., 2008, Ahmad et al., 2011). Entretanto, devido a
indisponibilidade de um eficiente sistema de cultivo celular in vitro pouco se sabe sobre 0s
exatos mecanismos de replicacdo, transcricao e traducao do virus (Cao & Meng, 2012).

Cao e Meng (2012) propuseram um modelo de replicacdo do virus baseado em ao
menos quatro estudos sobre o assunto. Em resumo, o virus se adere a superficie da célula-alvo
através de proteoglicanas de sulfato de heparano (HSPGs), proteina do choque térmico
conjugada 70 (Hsc70) ou outro(s) receptor(es) celular(es) de fixacdo e, em seguida, entra na
célula através de um receptor celular especifico desconhecido (Zhou & Emerson, 2006; Kalia
et al., 2009). A proteina do choque térmico 90 (HSP90) e a Grp78, um transportador celular,
podem estar envolvidos no transporte do virion para dentro da célula (Zheng et al., 2010; Yu
et al., 2011). Ocorre entdo a descapsidacdo por mecanismos ainda desconhecidos, liberando o
RNA viral no citoplasma da célula. Parte desse material genético é entdo traduzido para
producdo da poliproteina ndo estrutural codificada pela ORF1. Em seguida, a RdRp viral
sintetiza a partir do RNA viral um intermediario, 0 RNA replicativo, de sentido negativo, e
que serve como molde para a producdo de genoma viral de sentido positivo da progénie. As
proteinas da ORF2 e ORF3 sdo entdo traduzidas a partir do RNA subgenémico de cadeia
positiva. Acredita-se que a proteina do capsideo da ORF2 empacote o RNA viral e que possui
um papel na montagem dos novos virions (Surjit et al., 2004). Em seguida, 0s novos virions
sdo transportados para a membrana celular. A proteina da ORF3 facilitaria o transporte dos
virions, que sdo posteriormente liberados a partir das células infectadas (Emerson et al., 2010;
Nagashima et al., 2011).

Recentemente, Helsen et al. (2016) demostraram com sucesso um novo modelo de
replicacdo para o virus, baseado em células tronco. Essas células suportaram o ciclo completo
de replicacdo do HEV, demonstrado pela presenca de RNA intracelular de cadeia positiva e
negativa do HEV e pela producéo de virions infecciosos (Helsen et al., 2016).

3.2.4 Propriedades

Apesar de 0 HEV ser sensivel em condi¢des experimentais ao calor, cloragédo e luz
ultravioleta, sua sobrevivéncia no trato intestinal e sua manutencdo no ambiente sugerem que
0 virus é relativamente estdvel a condi¢Ges desfavoraveis como a radiacdo solar, o
dessecamento e a temperaturas e pressdes osmdticas variadas (Balayan, 1997; Albinana-
Gimenez et al., 2006; Girones et al., 2014).



Com relacdo a estabilidade térmica nos alimentos, Emerson et al. (2005) e Feagins et
al. (2008) demonstraram que o HEV permanece infeccioso mesmo ap6s aquecimento a 56°C
(temperatura de carne mal passada a médio cozimento) durante 1 hora. No entanto, o virus
pode ser completamente inativado pelo cozimento adequado, tal como pela fritura ou fervura
da carne durante 5 minutos a uma temperatura interna de 71°C (Feagins et al., 2008).

Porém, Barnaud et al. (2012), ao analisarem a infectividade de amostras provenientes
de patés preparados com figado suino e gordura, além de especiarias, sal de nitrito, dextrose e
caseinato de sodio, ou seja, com composicdo similar a linguicas de figado de suino, sugeriram
que a efetiva inativacdo do virus ocorre somente ap6s 20 minutos durante uma temperatura
interna de 71°C. Segundo esse estudo, a gordura presente nesse tipo de alimento tem um papel
protetor, provavelmente contribuindo para a estabilidade do HEV ao calor. Esses achados
indicaram assim que a composicao alimentar e especialmente a porcentagem de gordura séo
importantes na determinacdo da temperatura e tempo de tratamento para inativacao do virus

em cada tipo de alimento (Barnaud et al., 2012).

3.3 EPIDEMIOLOGIA
3.3.1 Transmisséo

As rotas de transmissdo do virus mais reladas em seres humanos sdo: fecal-oral por
contaminacdo de agua potavel (Khuroo et al., 1980; Balayan et al., 1983), por transmissdo
vertical (Khuroo et al., 1995) e por transfusdes de sangue infectado (Khuroo et. al, 2004;
Boxall et al., 2006; Matsubayashi et al., 2008). A transmissdo de pessoa a pessoa pode
ocorrer, mas é incomum (Teshale et al., 2010b).

Além disso, ocorre também a transmissao pela ingestdo de alimentos contaminados,
como moluscos (Said et al., 2009; Crossan et al., 2012), e pela ingestdo de carne ou 6rgaos
crus ou mal cozidos de animais de caca, como cervos e javalis (Tei et al, 2003; Li et al.,
2005), e de suinos (Renou et al., 2014; Pavio et al., 2014).

Assim como ocorre com 0 ser humano, a via de transmissédo do HEV entre suinos é
principalmente fecal-oral. Os porcos tornam-se infectados quando o contato direto com outros
infectados ocorre ao acaso ou através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
fezes (Kasorndorkbua et al., 2004). Bouwknegt et al. (2009) ja sugeriram uma possivel
transmissdo pela via urinéria, ao passo que Hosmillo et al. (2010) também ja sugeriram a

possibilidade de infeccdo transplacentéria nesses animais.



3.3.1.1 Transmiss&o zoondtica

Com relagdo a transmissdo da hepatite E pela ingestdo por seres humanos de érgéos ou
carne de suinos infectados, na Franca, diversos estudos tém relacionado a ocorréncia de casos
autoctones de hepatite E ao consumo de uma linguica tradicional feita com figado suino,
comumente consumida crua, denominada figatellu (Colson et al., 2010; Renou et al., 2014;
Pavio et al., 2014). Dois desses estudos chegaram inclusive a demonstrar a presenca de
particulas virais viaveis do HEV nesse tipo de embutido (Berto et al., 2013; Pavio et al.,
2014). Di Bartolo et al. (2015) também identificaram a presenca do HEV em diversos tipos de
linguicas contendo figado suino vendidas em um mercado da Itdlia, apesar da infectividade do
virus ndo ter sido demonstrada.

Estudos conduzidos nos Estados Unidos, Japdo, Alemanha e Colémbia também ja
revelaram a presenca do HEV suino em figados de suinos vendidos em supermercados
(Yazaki et. al, 2003; Feagins et. al, 2007; Wenzel et al., 2011; Gutiérrez-Vergara et al., 2015).
A carne e o figado de javali também j& foram citados como fonte de transmissdo da doenga no
Japdo (Matsuda et al., 2003; Li et al., 2005).

A carne de cervo também tem sido relacionada & ocorréncia de casos autoctones de
hepatite E. Tei et al. (2003) relataram a transmissédo do HEV por meio do consumo de carne
mal cozida de cervo no Japdo, sugerindo posteriormente que 0 consumo dessa carne crua ou
mal cozida constitui um fator de risco para a doenga (Tei et al., 2004).

No Brasil, um caso autdctone de hepatite E no Rio de Janeiro foi associado ao
consumo de carne de porco mal cozida alguns meses antes do aparecimento da doenca (Lopes
dos Santos et al, 2010).

Uma série de estudos em todo mundo tém demonstrado também que populacdes de
seres humanos com exposi¢do ocupacional a suinos tém risco aumentado de transmissdo
zoonotica do HEV (Drobeniuc et al., 2001; Meng et al., 2002; Bouwknegt et al., 2008;
Galiana et. al, 2008; Galiana et. al, 2010; Krumbholz et al., 2012; Lee et al., 2013), apesar de
no Brasil, estudo conduzido por Silva et al. (2012) com 310 pessoas expostas a suinos néo ter

encontrado essa associacao.

3.3.2 HEV em seres humanos

A infeccdo humana pelo HEV possui dois padrdes epidemioldgicos distintos: em
regibes com baixas condi¢des de saneamento, por onde circulam principalmente o HEV-1 e
HEV-2, resultando em casos esporadicos frequentes e, ocasionalmente, grandes epidemias

causadas pelo consumo de agua contaminada; e em paises mais desenvolvidos, com melhores
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condigOes de saneamento, por onde circulam principalmente o0 HEV-3 e HEV-4, resultando
em casos esporadicos cujos relatos vém aumentando durante os Gltimos anos, relacionados

principalmente ao consumo de alimentos contaminados (Teshale et al., 2010c; Kamar et al.,

2014) (Tabela 1).

Tabela 1. Epidemiologia da infeccdo do HEV em paises considerados hiper-endémicos e endémicos.

Caracteristicas

HEV em regides hiper-endémicas

HEV em regides endémicas

Genotipos
Fontes
Transmissao

le2
Seres humanos
Fecal-oral por 4gua contaminada

3e4
Animais e seres humanos
Fecal-oral por exposigéo direta,

agua contaminada e consumo de
carne crua ou mal passada.

Infecgdo por transfusdo Sim Sim
sanguinea
Prevaléncia Maior entre homens jovens / adultos. | Maior entre homens adultos /
idosos.
Surtos Sim, pode envolver milhares de Néo
casos.
Sazonalidade Sim, surtos ocorrem na época das Né&o
chuvas.
Mortalidade em gravidas Sim, em torno de 20%. Néo

Fonte: adaptado de Kamar et al. (2014).

O HEV-1 foi identificado circulando principalmente na Asia e na Africa em paises
como India (Arankalle et al., 1999), Suddo (Nicand et al., 2005), Uganda (Teshale et al.,
2010a), Paquistdo (Igbal et al., 2011), China (Liu et al., 2012) e Nepal (Shrestha et al., 2015).
Ha relatos também de sua deteccdo em Cuba (Villalba et al., 2008), na Italia (La Rosa et al.,
2010), na Venezuela (Garcia et al., 2012) e no Uruguai (Mirazo et al., 2014).

O HEV-2 foi identificado no México (Huang et al., 1992) e na Africa (Buisson et al.,
2000; Maila et al., 2004).

Ja 0 HEV-3 possui distribuicdo mundial e j& foi descrito na America da Norte em
paises como Estados Unidos (Tohme et al., 2011); na América do Sul, no Brasil (Lopes dos
Santos et al., 2010), na Bolivia (Dell’Amico et al., 2011), Venezuela (Garcia et al., 2012),
Uruguai (Mirazo et al., 2013) e Argentina (Munné et al., 2014); na América Central em Cuba
(Villalba et al., 2013); na Europa em paises como a Franca (Mansuy et al., 2004), Reino
Unido (Banks et al., 2004), Holanda (Borgen et al., 2008), Hungria (Reuter et al., 2009), Italia

(La Rosa et al., 2010) e Eslovénia (Steyer et al., 2011); em paises asiaticos como Japéo



(Mizuo et al., 2002), Tailandia (Suwannakarn et al., 2010), China (Liu et al., 2012) e Filipinas
(Li et al., 2014); e em paises africanos como o Egito (Kamel et al., 2011).

Por fim, o HEV-4 inclui isolados que ja foram identificados na Asia em paises como
Japdo (Mizuo et al., 2002), india (Rolfe et al., 2010), China (Liu et al., 2012) e Camboja
(Yamada et al., 2015); e na Europa, na Franga (Tessé et al., 2012), Itdlia (Garbuglia et al.,
2013) e Dinamarca (Midgley et al., 2014).

E interessante notar que paises como Franca, Italia, Uruguai, Venezuela, Cuba, China,
india e Japdo relataram a deteccdo de mais um gendtipo em seu pais, revelando assim a
complexidade epidemiolégica do virus.

Com relacdo aos estudos de prevaléncia, anticorpos anti-HEV podem ser encontrados
em pessoas aparentemente saudaveis em todo o mundo. No continente africano, a
soroprevaléncia varia consideravelmente entre 0% e 84,3% (Kim et al., 2014). Na Europa,
durante a Gltima década, a soroprevaléncia de 1gG anti-HEV tem aumentado e apresentado
uma variagdo significativa entre os diferentes paises, entre 1% e 52% (Lapa et al., 2015). O
mesmo acontece na Asia, onde a soroprevaléncia parece variar entre 5,9% e 46,1% (Yoon et
al., 2014; Farshadpour et al., 2015), e no continente americano, onde a prevaléncia encontrada
de anticorpos contra o HEV varia entre 0% e 36,3% (Echevarria et al., 2013; Alvarado-
Esquivel et al., 2014).

Considera-se que a mortalidade causada pela hepatite E varie em torno de 1% (Santos
et al., 2013; Pérez-Gracia et al., 2015). Porém, estudos tém demonstrado a gravidade da
doenca em gravidas e individuos com doenca hepatica pré-existente que desenvolvem a
infecgdo pelo HEV. A taxa de mortalidade em gravidas varia em torno de 20%, normalmente
acontecendo no terceiro trimestre (Khuroo et al., 1981; Kumar et al., 2004; Khaskheli et al.,
2015), tendo sua ocorréncia relacionada especialmente ao geno6tipo 1 do virus (Teo, 2012). A
mortalidade também é considerada mais alta para individuos com doenca hepética pré-
existente (Ramachandran et al., 2004; Kumar et al., 2007).

Por fim, estima-se que os genotipos 1 e 2 do HEV ocasionem anualmente cerca de 20
milhdes de infec¢des, 3,4 milhdes de casos assintomaticos, levando &, aproximadamente, 70

mil mortes e 3000 natimortos (Rein et al., 2012).

3.3.2.1 HEV em seres humanos no Brasil
No Brasil, a hepatite E é uma doenga de notificacdo obrigatdria (Brasil, 2005). Surtos
da doenga nunca foram relatados, apesar de as condi¢cbes ambientais e de saneamento de

algumas regides favorecerem a sua transmissao (Brasil, 2014).



Dados do Ministério da Saude revelam que entre 1999 e 2011 foram registrados 967
casos confirmados de hepatite E no Brasil, sendo 470 casos na regido Sudeste (48,6%), 173
no Nordeste (17,9%), 130 no Sul (13, 4%), 106 no Norte (11%) e 88 no Centro Oeste (9,1%).
Além disso, entre 2000 e 2011, foram declarados 86 6bitos por hepatite E no pais, a maioria
dos quais na regido Sudeste (58,1%) (Brasil, 2012).

Em Salvador, na Bahia, Parand et al. (1997) relataram uma frequéncia de 17,7% de
pacientes com hepatite viral aguda portando anticorpos anti-HEV (IgG). Anticorpos também
foram detectados em 2% de doadores de sangue. Em Campinas, no estado de S&o Paulo, valor
semelhante foi encontrado em doadores de sangue (3%) e a prevaléncia em outros grupos de
pessoas variou entre 2,6% a 17,7% (Gongales et. al, 2000).

No Rio de Janeiro, Trinta et al. (2001) relataram soropositividade (IgG) de 2,1% em
pacientes com hepatite viral aguda, 6,2% em pacientes de hemodialise, 4,3% em doadores de
sangue, 11,8% em usuérios de drogas injetaveis, 1% em mulheres gravidas e 2,1% em
individuos de zonas rurais. No mesmo estado, baixa soropositividade (2,4%), pesquisada em
669 individuos, também foi encontrada por Santos et al. (2002).

No Mato Grosso, estudo realizado com criangas menores de 10 anos revelou uma
frequéncia de 4,5% de anticorpos 1gG anti-HEV (Assis et al., 2002).

Em estudo posterior conduzido na Bahia, Lyra et al. (2005) encontraram evidéncias de
uma co-infeccdo de HEV com o virus da hepatite A, além de detectarem anticorpos anti-HEV
do tipo IgM em 5 pacientes, revelando infeccdes recentes. No ano seguinte, Bortoliero et al.
(2006) relataram baixa prevaléncia de IgG anti-HEV (2,3%) em doadores de sangue de
Londrina, no Parana.

No Acre, anticorpos anti-HEV (1gG) foram encontrados em 12,9% da populacéo
estudada e anticorpos do tipo IgM em 16,3% das amostras positivas, demonstrando infeccao
recente (Vitral et al., 2014). Em Goias, Martins et al. (2014) encontraram IgG anti-HEV em
5,1% e IgM em 0,7% de 431 catadores de lixo da cidade de Goiania. Ja em S&o Paulo, o
levantamento de dados de um laboratorio clinico revelou uma frequéncia de 2,1% de testes
positivos para 1gG anti-HEV (Passos-Castilho et al., 2015).

Apesar de o Brasil estar localizado em uma regido considerada de baixa endemicidade
humana para HEV, muitos estudos de soroprevaléncia estdo desatualizados e ndo podem ser
devidamente comparados devido ao uso de diferentes metodologias (Khudyakov & Kamili,
2011; Echevarria et al., 2013). Além disso, 0 HEV néo é rotineiramente investigado no Brasil,
mesmo em casos de elevagdo de enzimas hepaticas sem explicagdo ou hepatite aguda, e

poucos laboratorios realizam testes para diagnostico da doenca (Passos-Castilho et al., 2015).
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Além disso, a falta de um estudo epidemioldgico de dmbito nacional a respeito da
doenca dificulta o conhecimento sobre sua real situagdo no pais. O Ministério da Salde
reconhece que muitos casos podem ndo estar sendo registrados no pais, gerando elevada
subnotificacdo em razdo do amplo espectro da doenca e da proporcdo consideravel de casos

assintomaticos que permanecem desconhecidos do sistema de vigilancia (Brasil, 2012).

3.3.3 HEV em suinos

A infeccdo suina causada pelos gendtipos 3 e 4 do HEV é generalizada em todo o
mundo, ocorrendo geralmente entre 0os 2 a 3 meses de idade devido & falta de anticorpos
maternos (Meng et. al, 1997; de Deus et al., 2008).

O gendtipo 3 suino parece ser mais disseminado e ja foi identificado em paises
europeus como Reino Unido (Banks et al., 2004), Espanha (de Deus et al., 2008), Hungria
(Forgéch et al., 2010), Alemanha (Wenzel et al., 2011), Fran¢a (Rose et al., 2011), Italia (Di
Bartolo et al., 2011), Eslovénia (Steyer et al., 2011), Roménia (Anita et al., 2014) e Estonia
(lvanova et al., 2015); no continente americano no México (Cooper et al., 2005), Argentina
(Munné et al., 2006), Costa Rica (Kase et al., 2008), Bolivia (Dell’Amico et al., 2011),
Coldémbia (Gutiérrez-Vergara et al., 2015) e Brasil (Paiva et al., 2007; dos Santos et al., 2009;
dos Santos et al., 2011; Gardinali et al., 2012; Vasconcelos et al., 2015); em paises da Asia
como Tailandia (Cooper et al., 2005), Coréia do Sul (Hosmillo et al., 2010), Japédo (Ishida et
al., 2012) e Filipinas (Liu et al., 2015); e na Africa, em Camardes (de Paula et al., 2013).

O gendtipo 4, por outro lado, parece estar restrito a paises asiaticos como a India
(Arankalle et al., 2002), o Jap&o (Ishida et al., 2012) e a China (Shu et al., 2014) e a paises
europeus como a Bélgica (Hakze-van der Honing et al., 2011) e a Italia (Monne et al., 2015).

Com relacdo aos dados soroldgicos nesses animais, hd uma série de estudos que
relataram a deteccdo de anticorpos anti-HEV do tipo IgG em suinos de todo o mundo. A
soroprevaléncia em suinos encontrada em paises europeus varia consideravelmente entre 27%
e 92,8% (O’Connor et al., 2015; Grierson et al., 2015). Em paises asiaticos, entre 14,8% e
64,7% (Choi et al., 2003; Liang et al., 2014a). No continente americano, entre 22,7% e 80%
(Munné et al., 2006; Cooper et al., 2005).

Ja na Oceania, estudos conduzidos na Nova Zelandia demonstraram a circulacdo do
virus em suinos por meio de estudos de soroprevaléncia de rebanho e de RNA viral em fezes.
Vinte dos vinte e dois rebanhos testados (91%) possuiam anticorpos anti-HEV. E interessante

notar que um dos rebanhos negativos era proveniente das Ilhas Auckland, que continha uma
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populacdo de suinos sem contato com outros suinos ha aproximadamente 200 anos
(Garkavenko et al., 2001).

3.3.3.1 HEV em suinos no Brasil

No Brasil, o RNA viral do genotipo 3 suino ja foi identificado por RT-PCR em
amostras de fezes em Séo Paulo (Paiva et al., 2007), Rio de Janeiro (dos Santos et. al, 2009;
dos Santos et al., 2011), Pard (Souza et al., 2012) e Rio Grande do Sul (Vasconcelos et al.,
2015); em amostras de bile no Rio de Janeiro (dos Santos et al., 2011) e no Parana (Gardinali
et al., 2012); e em amostras de figado no Para (Souza et al., 2012) e no Parana (Gardinali et
al., 2012).

O HEV-3 também ja foi identificado na dgua de esgoto de matadouros de suinos e era
geneticamente relacionado ao primeiro isolado humano descrito no Brasil (Lopes dos Santos
et al., 2010) e a dois isolados suinos caracterizados anteriormente (dos Santos et al., 2009)
(dos Santos et al., 2011).

No Rio Grande do Sul, em estudo mais recente, 100% das amostras de lagoas de
chorume foram positivas para 0 RNA do HEV (Vasconcelos et al., 2015). Assim, as fezes de
suinos poderiam estar servindo como fonte de contaminacdo da agua potéavel e de irrigacéo,
levando a transmisséo potencial do HEV para os seres humanos (Vasconcelos et al., 2015), ja
que frequentemente esses dejetos sdo utilizados como fertilizantes (Cardoso et al., 2015).

A presenca de RNA do HEV em fontes de 4gua como rios e até dgua do mar também
ja foi detectada em estudos conduzidos na Eslovénia (Steyer et al., 2011), no Japéo (Ishida et
al., 2012) e nos Estados Unidos (Gentry-Shields et al., 2015), apesar de a viabilidade e
infectividade do virus ndo terem sido confirmadas.

Infelizmente, no Brasil, os estudos soroldgicos ainda sdo escassos. Levantamento
realizado com 260 animais provenientes de 13 diferentes municipios do estado de Mato
Grosso revelou uma prevaléncia de IgG anti-HEV de 81,2%, demonstrando a circulagdo do
HEV em suinos deste estado (Guimarées et al, 2005). No Rio de janeiro, Vitral et al. (2005)
também detectaram uma alta prevaléncia de anticorpos anti-HEV ao analisarem 357 amostras
de soro de suinos (63,6%). J& no Para, somente 13 das 151 amostras de soro suino (8,6%)
foram positivas para IgG anti-HEV (Souza et al., 2012).

Essa ampla variacdo na prevaléncia de anticorpos suinos contra o0 HEV pode ser
explicada também devido a diferentes niveis de sensibilidade e especificidade dos testes

soroldgicos utilizados (Khudyakov & Kamili, 2011). Além disso, estudos tém demonstrado
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que a prevaléncia do HEV suino esta estreitamente associada a diferencas no manejo e na
higiene das instalagdes de criacdo (Casas et al., 2011; Walachowski et al., 2014).

3.3.4 HEV em outras espécies

Apesar de os humanos compartilharem os genoétipos 3 e 4, até 0 momento, apenas com
determinados animais (suinos, coelhos, cervos e mangustos), estudos revelaram que o virus é
capaz de atravessar a barreira entre especies. Perus ja foram experimentalmente infectados
com amostras de HEV isoladas de frangos (Sun et al., 2004); suinos ja foram infectados com
HEV de javalis (Schlosser et al., 2014); primatas ja foram infectados com HEV suino (Meng
et al., 1998; de Carvalho et al., 2013) e humano (de Carvalho et al., 2013); enquanto suinos,
cordeiros e ratos ja foram infectados experimentalmente com HEV humano (Usmanov et al.,
1994; Maneerat et al., 1996; Meng et al., 1998; Halbur et al., 2001).

Em diversos paises do mundo, a detec¢cdo de anticorpos anti-HEV tem sido descrita
em outras espécies de animais como roedores (Favorov et al., 2000; Arankalle et al, 2001),
bovinos (Arankalle et al, 2001), caninos (Arankalle et al, 2001; Liang et al., 2014b), aves (Sun
et al., 2004), cervos (Sonoda et al., 2004; Lin et al., 2015), javalis (Sonoda et al., 2004; Larska
et al., 2015), mangustos (Nakamura et al., 2006), equinos (Saad et al, 2007), felinos (Peralta et
al., 2009; Liang et al., 2014b), caprinos (Peralta et al., 2009), ovinos (Peralta et al., 2009; Wu
et al.,, 2015) e coelhos (Geng et al., 2011). Toda esta informagdo sorolégica aponta que
determinadas espécies sao expostas ao HEV (ou agente semelhantes ao HEV), embora a
epidemiologia da infec¢do ainda permaneca obscura em muitos casos (Pérez-Gracia et al.,
2015).

No Brasil, estudo conduzido no estado do Rio de Janeiro, revelou a presenca de
anticorpos anti-HEV em bovinos, cées, galinhas, suinos e roedores silvestres (Vitral et al.,
2005).

Evidéncias da circulacdo do HEV por meio da deteccdo de RNA viral em amostras
fecais tambeém j& foram encontradas em camelos (Woo et al., 2014), furbes domésticos (Li et

al., 2015) e outros mamiferos silvestres (Lhomme et al., 2015).

3.4 PATOGENIA E ASPECTOS CLINICOS
3.4.1 Seres humanos

A patogénese da infecgdo pelo HEV ainda ndo é bem compreendida, especialmente
guando se trata de suas formas mais graves (Panda & Varma, 2013). Os dados que se tém sdo

derivados de raros estudos com voluntarios, pesquisas com pacientes afetados por surtos da

12



doenga e modelos experimentais de infeccdo em primatas ndo humanos (Krawczynski et al.,
2011; Panda & Varma, 2013).

Sabe-se que o virus da hepatite E é transmitido pela via oral e, embora o sitio de
replicacdo primaria ndo tenha sido determinado, supde-se que seja o trato intestinal (Panda &
Varma, 2013). O virus chega entdo ao figado, provavelmente pela veia porta, replica-se em
hepatdcitos e € liberado nas fezes pela bile (Lau et al., 1995; Kawai et al., 1999) e no sangue
por mecanismos desconhecidos (Panda & Varma, 2013). Ha evidéncias também da ocorréncia
de replicacdo viral na placenta (Bose et al., 2014).

Estudos clinicos em que voluntarios ingeriram preparacfes derivadas de amostras
fecais de pacientes com suspeita de hepatite E verificaram o aparecimento dos primeiros
sintomas entre 30 a 36 dias ap6s inoculacdo. As alteracdes clinicas mais comuns observadas
foram dor abdominal, nausea, vOmito, anorexia, seguidos por febre, hemoglobindria,
hepatomegalia e, posteriormente, ictericia, além do aumento das enzimas hepaticas ALT e
AST (Balayan et al., 1983; Chauhan et al., 1993).

Esses voluntarios se recuperaram completamente somente entre 60 (Balayan et al.,
1983) e 120 dias pods-inoculacdo (Chauhan et al., 1993). J& Aggarwal et al. (2000), ao
avaliarem 20 pacientes com hepatite E aguda naturalmente infectados, observaram uma
duracdo menor dos sintomas, entre 4 e 19 dias (média de 9 dias).

Os sintomas observados em voluntérios se assemelham bastante aos relatos de hepatite
aguda associados a epidemias e casos esporadicos da doenca. Porém, além de uma infeccéo
aguda e autolimitada, pode ser observada também a ocorréncia de infec¢des inaparentes ou

assintomaticas até a faléncia hepética fulminante (Aggarwal, 2011) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas clinicas da infeccdo do HEV em paises considerados hiper-endémicos e

endémicos.
Caracteristicas HEV em regides hiper-endémicas | HEV em regides endémicas
Curso clinico Infeccdo aguda auto-limitada na | Infeccéo aguda auto-limitada
maioria na maioria
Progndstico em Ruim Ruim
pacientes com doenca
hepatica pré-existente
Progndstico em gravidas Ruim Sem relacéo
Infeccdo cronica N&o Sim

Fonte: adaptado de Kamar et al., 2014.
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A faléncia hepatica fulminante tem sido mais observada em mulheres gravidas e
individuos com doenca hepética pré-existente (Khuroo et al., 1981; Kumar et al., 2004;
Kumar et al., 2007; Khaskheli et al., 2015). A hepatite E durante a gravidez também é
associada ao nascimento de prematuros, ao baixo peso ao nascimento e ao risco aumentado de
mortalidade perinatal (Patra et al., 2007).

Em pacientes com hepatite aguda grave as alteragdes microscopicas hepaticas incluem
necrose, inflamacédo linfocitica e de polimorfonucleares e colangite aguda com numerosos
neutrofilos (Malcolm et al., 2007).

Para a hepatite classica aguda, considera-se que o periodo de incubacdo possa variar
entre 2 e 9 semanas e o de transmissibilidade entre 2 semanas antes do inicio dos sintomas até
4 a 6 semanas apos o inicio dos sintomas (Chauhan et al., 1993; Aggarwal et al., 2000;
Takahashi et al., 2007; Dalton et al., 2008; Chandra et al., 2010).

A 1gG estd presente na fase de convalescenca e pode persistir por tempo
indeterminado (Khuroo et al., 1993). Ja a IgM surge de 4 a 5 dias apds inicio dos sintomas,
desaparecendo de 4 a 5 meses depois (Favorov et al., 1992).

Além da hepatite aguda, infeccdes persistentes sao associadas a hepatite cronica em
pacientes imunossuprimidos, como aqueles que apresentam infeccdo pelo HIV e
especialmente em transplantados de figado, pancreas e rim. Esses individuos apresentam
fibrose hepatica progressiva que culmina em cirrose (Kamar et al., 2008; Gérolami et al.,
2008; Dalton et al., 2009).

A infeccdo crénica pelo HEV é definida pela presenca de niveis elevados das enzimas
hepaticas e pela evidéncia do RNA viral no soro e/ou nas fezes por pelo menos seis meses.
Imunossupressao e baixas contagens de linfocitos e plaquetas sdo considerados fatores de
risco para a essa cronicidade (Kamar et al., 2011).

Em 2013, foi feito o primeiro relato da infeccdo por hepatite E em transplantados
renais no Brasil. O estudo analisou o soro de 96 pacientes que receberam transplante de rins e
que demonstraram aumento inexplicavel de enzimas hepéaticas. O RNA viral foi encontrado
nas amostras de trés pacientes (Passos et al., 2013).

Diversas manifestacGes extra-hepéticas ja foram descritas em pacientes com infeccéo
pelo HEV. Pancreatite aguda, disturbios neurologicos, anemia hemolitica, trombocitopenia
grave e glomerulonefrite sdo as mais frequentes (Bazerbachi et al., 2015).

Entre os genotipos 3 e 4, o0 gendtipo 4 seria responsavel por manifestacGes clinicas

mais severas (Ohnishi et al., 2006).
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3.4.2 Suinos

Nos suinos ndo sdo observadas manifestacOes clinicas sugerindo que a infeccéo €, em
sua maioria, assintomatica, apesar de aumento moderado de linfonodos mesentéricos e
evidéncias microscopicas de hepatite, incluindo necrose e inflamacdo linfoplasmocitica
multifocal e periportal, terem sido observados em suinos infectados experimentalmente e
naturalmente (Meng et al., 1997; Halbur et al., 2001; de Deus et al., 2008; dos Santos et al.,
2009; Bouwknegt et al., 2009). Aumento nos niveis de enzimas hepaticas no soro geralmente
néo é observado (Halbur et al., 2001; Bouwknegt et al., 2009).

Animais inoculados experimentalmente com um isolado humano americano
apresentaram lesfes hepaticas mais severas e persistentes quando comparados aqueles que
foram infectados com isolado suino, em que as lesGes hepaticas se resolveram quase que
completamente dentro de, aproximadamente, 60 dias (Halbur et al., 2001).

O RNA do virus da hepatite E j& foi encontrado, além do figado, no intestino,
linfonodos, baco, rins, bexiga, urina e musculos desses animais (Williams et al., 2001; Choi &
Chae, 2003; Bouwknegt et al., 2009; Leblanc et al., 2010).

Em suinos infectados naturalmente, os anticorpos maternos do tipo 1gG perduram até
aproximadamente 9 semanas de idade (Meng et al., 1997; de Deus et al., 2008). Ha relatos de
sua duracgdo até 16 semanas de idade (dos Santos et al., 2009). A partir dai os porcos tornam-
se infectados, passando a ser possivel a deteccao de IgM, que pode durar entre 5 e 7 semanas
(de Deus et al., 2008).

A soroconversdo parece ocorrer entre a 15° e a 222 semana de idade (Meng et al.,
1997; de Deus et al., 2008; dos Santos et al., 2009).

3.5 DIAGNOSTICO

Os sinais clinicos observados em seres humanos, assim como a auséncia de sintomas
observada tanto em humanos quanto nos suinos, ndo permitem a diferenciagdo da hepatite E
das outras hepatites virais agudas, sendo necessario recorrer ao diagndstico laboratorial.

O diagnéstico laboratorial inclui testes soroldgicos, principalmente do tipo ELISA,
para pesquisa de anticorpos das classes IgM e 1gG especificos para 0 HEV. Testes baseados
em imunocromatografia e western blot também ja foram desenvolvidos para fins de
diagnostico (Khudyakov & Kamili, 2011).

Kits comerciais de ELISA para deteccdo de anticorpos contra 0s quatro principais
genotipos do HEV ja foram desenvolvidos e sdo baseados principalmente na detecgdo de

anticorpos contra antigenos da ORF2 e ORF3 do HEV. Entretanto, esses Kits costumam variar
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com relagdo a sensibilidade e a especificidade (Mast et al., 1998; Khudyakov & Kamili et al.,
2011). Sendo assim, na auséncia de um teste diagnostico universal confiavel, muitos casos
continuam ndo sendo diagnosticados.

A variacdo observada na sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos
disponiveis pode ser explicada pela diferenca significativa de marcadores soroldgicos de
infeccbes agudas, recentes ou passadas em conjunto com a cinética variavel de anticorpos
exibidos por individuos infectados, demonstrando a complexidade da resposta imune ao HEV.
Esta complexidade é, além disso, agravada pela heterogeneidade do genoma do virus e a
estrutura antigénica diversa das proteinas do HEV (Khudyakov & Kamili, 2011).

Para contornar esse problema as técnicas moleculares, especialmente 0 RT-PCR, tém
sido utilizadas na deteccdo do RNA viral no sangue e nas fezes de seres humanos
(Krawczynski et al., 2011), sendo extremamente Util no diagndstico da doenca em individuos
imunocomprometidos (Kamar et al., 2014). A deteccdo nas fezes se da 1 semana antes e até 6
semanas apos o inicio dos sintomas, e no soro ocorre durante 3 a 6 semanas apds o inicio dos
sintomas (Aggarwal et al., 2000; Takahashi et al., 2007; Chandra et al., 2010).

A deteccdo de RNA do HEV também é crucial para o monitoramento da infeccédo
cronica apOs imunossupressao e para a caracterizacdo genotipica (Kamar et al., 2014).

Em suinos, o RNA viral tem sido detectado principalmente no sangue, fezes, bile,
figado e linfonodos (de Deus et al., 2007; Leblanc et al., 2010; Souza et al., 2012). A detecgdo
em linfonodos mesentéricos, sangue e fezes ocorre principalmente a partir de 9 semanas de
idade, e no figado e na bile, a partir de 12 semanas (de Deus et al., 2008).

Em seres humanos, como diagndéstico diferencial podem ser citadas doengas como:
leptospirose, febre amarela, maléria, dengue hemorragica, além de outras hepatites como
hepatite alcodlica, hepatite medicamentosa, hepatite autoimune, hepatites reacionais ou
transinfecciosas (acompanham infeccdes gerais, como sepse), ictericias hemoliticas (como
anemia falciforme) e colestase extra-hepatica por obstrucdo mecénica das vias biliares
(tumores, calculo de vias biliares, adenomegalias abdominais) (Brasil, 2014).

Halbur et al. (2001) sugerem que a infeccdo suina pelo HEV deve considerar como
diagnostico diferencial para hepatites virais a sindrome reprodutiva respiratoria, circovirus e o

virus pseudorébico.

3.6 PREVENCAO
Nos paises onde a principal forma de transmissao é a fecal-oral, a melhor forma de se

evitar a doenca € melhorando as condicBes de higiene e de saneamento basico, como, por
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exemplo, lavar as maos apds ir ao banheiro e antes de comer ou preparar alimentos; lavar bem
o0s alimentos que sdo consumidos crus; ndo tomar banho ou brincar perto de valdes, riachos,
chafarizes, enchentes ou préximo de onde haja esgoto a céu aberto; evitar a construcéo de
fossas proximas a pocos e nascentes de rios para ndo comprometer o lencol d'dgua que
alimenta o pogo; entre outros (Brasil, 2005).

J& naqueles paises onde a transmissdo zoonoética € mais importante, como é o caso do
Brasil, deve-se evitar consumir carne crua ou mal passada de qualquer animal, ndo somente
de suinos, cervos e coelhos (os quais compartilham os mesmos gendtipos do HEV com seres
humanos), ja que o virus parece circular em vérias espécies animais. Individuos que estéo
expostos aos suinos devem utilizar equipamentos de protecdo individual e tomar medidas de
higiene apds lidar com esses animais.

Com relacdo a outras populacdes em risco como individuos com doenca hepatica
prévia e imunossuprimidos devem ser informados sobre o risco de se consumir carne crua ou
mal passada. Além disso, doadores de sangue devem ser investigados previamente quanto a
presenca de marcadores da infeccéo.

Em 2012, a primeira vacina contra o virus da hepatite E foi registrada na China para
uso em individuos com mais de 16 anos (INNOVAX, 2012). Segundo o fabricante, é
recomendada para pessoas com alto risco de infecgdo por HEV, incluindo aqueles que estéo
envolvidos na criagdo de animais, manipuladores de alimentos, estudantes, membros das
forcas armadas, mulheres em idade fértil, bem como os individuos que viajam para areas
endémicas. Até 0 momento ainda ndo foi licenciada em outros paises ou territorios (WHO,
2015).

3.7 CONSIDERACOES FINAIS

A hepatite E é um problema de salude publica mundial ainda ndo totalmente
compreendido. Essa compreensdo é essencial para o efetivo controle e prevencgédo da doenca,
tornando valiosos os estudos que vém sendo conduzidos sobre o tema.

A epidemiologia da hepatite E é bastante complexa e requer ainda muitos estudos para
sua elucidacdo, principalmente no Brasil, um pais de dimensdo continental, extremamente

heterogéneo e detentor de enorme biodiversidade.
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CAPITULO 1

Seroprevalence of hepatitis E virus infection in domestic pigs in the Federal
District, Brazil

Luciana F.L.S. Vilanova®", Luciana L. Rigueira®, Simone Perecmanis®

ABSTRACT -

Hepatitis E is caused by hepatitis E virus (HEV) which is currently known to be a
zoonotic pathogen and it has pigs as reservoirs. In Brazil, there is no information about the
circulation of HEV in swine flocks of the Federal District. Therefore, a cross-sectional study
was performed with sera from 449 domestic pigs, provided by the Secretary of Agriculture of
the Federal District. Blood samples were collected between June and September 2014. An
ELISA kit commercially available was used for the detection of IgG antibodies. It was found
a high seroprevalence of antibodies to HEV, since 304 animals showed anti-HEV positive
reactions (67.7%; 95% CI = 63.2%, 71.9%). The seropositivity presented no difference by
gender or age. The results suggest that HEV circulates among domestic pigs in the Federal
District, and it can serve as a warning to the local public health system about their possible
involvement in human infections.

INDEX TERMS: Hepatitis E, swine, Federal District, Brazil.

RESUMO.- [Soroprevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite E em suinos domésticos
no Distrito Federal, Brasil] A hepatite E € causada pelo virus da hepatite E (HEV),
considerado um patdgeno de transmissdo zoondtica e que possui suinos como reservatérios.
No Brasil, ndo ha informac@es a respeito da circulacdo do HEV no rebanho suino do Distrito
Federal. Por isso, foi conduzido um estudo transversal com amostras de soro de 449 suinos
domésticos provenientes de 234 propriedades, cedidas pela Secretaria de Agricultura do
Distrito Federal. As amostras sanguineas foram coletadas entre junho e setembro de 2014. Um
kit de ELISA comercialmente disponivel foi utilizado para a deteccdo soroldgica de
anticorpos 1gG contra o HEV. Foi encontrada uma alta soroprevaléncia de anticorpos contra o
HEV, uma vez que 304 animais apresentaram amostras reagentes (67,7%, IC 95% = 63,2%,
71,9%). A soropositividade ndo variou com relagdo ao género ou a idade. Os resultados
sugerem que o HEV circula entre os suinos domésticos no Distrito Federal, e isso pode servir
como um alerta para o sistema de salde publica da regido devido ao possivel envolvimento
desses animais em infec¢des humanas.

TERMOS DE INDEXACAO: Hepatite E, suinos, Distrito Federal, Brasil.

'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia. Instituto Central de
Ciéncias, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte. Brasilia - DF, Brazil. CEP: 70910-970
Tel.: 55 61 3107-7122 Fax: 55 61 3107-7118. *Corresponding author: lu.flsouza@gmail.com
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INTRODUCTION

Hepatitis E is an important public-health concern and is a major cause of enterically
transmitted hepatitis worldwide. The disease is caused by the hepatitis E virus (HEV) (Tam et
al. 1991) which is currently known to be a zoonotic pathogen with pigs as reservoirs (Meng
2006). Humans and pigs share the HEV genotypes 3 and 4 (HEV-3 and HEV-4) (Smith et al.,
2014) that seem to circulate in many countries such as Brazil (Paiva et al. 2007, Lopes dos
Santos et al. 2010).

Swine transmit the disease to humans through the consumption of raw or undercooked
meat, the directly exposure to the animals or their feces and the environmental contamination
of water sources (Yugo & Meng 2013). The infection in pigs is asymptomatic and mostly
occurs at the age of 2-4 months (Meng et al. 1997).

In Brazil, human hepatitis E is a notifiable disease (Brasil 2005). Outbreaks of the
disease have never been reported despite the fact that the environmental conditions and
sanitation in some regions favor the transmission (Brasil 2014). However, autochthonous
cases have already been reported (Lopes dos Santos et al. 2010, Brasil 2012).

According to data from Brazilian Ministry of Health, from 1999 to 2011 there were
967 confirmed cases and 86 deaths reported by hepatitis E in the country (Brasil 2012). No
latest official data is published about the disease. The Ministry of Health recognizes that many
cases may not have been registered leading to high underreporting. This could be happening
due to the broad spectrum of this disease and the considerable proportion of asymptomatic
cases that remain unknown to the surveillance system (Brasil 2012). Therefore, the lack of a
national epidemiological study about the disease hinders the knowledge of its real situation in
the country.

The swine production has an important role in Brazilian livestock economy. The
country is today the fourth largest producer and exporter of pork (USDA 2015). However,
there are few studies about the prevalence of HEV in domestic swine herd. Moreover, in two
of these studies conducted in the states of Mato Grosso and Rio de Janeiro, a high
seroprevalence of HEV was found in pigs (Guimardes et al. 2005, Vitral et al. 2005).

Thus, a cross-sectional study was performed in order to estimate the seroprevalence of
hepatitis E virus infection among domestic pigs from different localities in the Federal
District, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

The sample size calculation to estimate the true prevalence considered a assumed
prevalence of 0.75 (based on the results of similar studies conducted in other states of the
country), a population size of 163,985 (provided by the Secretary of Agriculture of Federal
District and related to the year of 2014), an assumed sensitivity of 0.9096 and an assumed
specificity of 0.9404 (ThermoFisher Scientific 2015), a confidence level of 0.95 and a desired
precision of 0.5.

This way, 449 serum samples were randomly selected. They were provided by the
Secretary of Agriculture of Federal District and they belonged to 234 farms situated in 12
localities (Brazlandia, Ceilandia, Gama, Paranoa, Planaltina, Recanto das Emas, Riacho
Fundo, Samambaia, Santa Maria, Sdo Sebastido, Sobradinho and Taguatinga) (Fig. 1).

The samples were collected from June to September 2014 and they were stored in
microtubes at -18°C until the time of analysis. Each sample was collected from the jugular
vein of male and female domestic pigs that were born at their respective farms. These animals
were between 6 and 48 months of age and there was no information about their breed. In
order to compare the ages, pigs were subdivided in two categories: young animals (6-10
months) and adult animals (11-48 months).
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The standard gathering data consisted in a questionnaire applied, which included
information such as contact with wild swine, contact with pigs from other establishments, if
there was the arrival of new animals, if the owner had other farms in other countries, the
supply of food waste and the proximity to nature reserves, protected areas or national parks
with wild swine. This information was used to evaluate possible risk factors.

Swine 1gG antibodies against HEV were detected in sera samples by the commercial
enzyme-linked immunosorbent assay PrioCHECK® HEV Ab porcine in accordance with the
manufacturer’s instructions. This kit is the only commercially available ELISA based on
recombinant ORF2- and 3-derived antigens of HEV genotypes 1 and 3, which significantly
improves the specificity and sensitivity of the test (ThermoFisher Scientific 2015).

EpiTools® program (Sergeant 2015) was used to calculate the sample size and to
estimate true prevalence, whereas the chi-square test (x?) was used to compare the
seroprevalence between genders and ages. A p value <0.05 was considered statistically
significant. Odds ratio with a 95% confidence interval was used to evaluate possible risk
factors.

All procedures of this work were approved by the University of Brasilia Ethics
Committee on Animal Use (CEUA-UnB) (UnBDoC n° 43447/2014).

RESULTS

Of the 449 animals tested, 304 showed anti-HEV positive reactions (67.7%, 95% CI =
63.2%, 71.9%). There was no difference of seroprevalence by gender (p=0.1) or age (p=0.58)
(Tab. 1 and 2). The seroprevalence among farms ranged from 0.0% to 85.7% (Tab. 3).

DISCUSSION

A high prevalence of anti-HEV 1gG was detected in domestic pigs in the Federal
District, such as Guimarées et al. (2005) in Mato Grosso state and Vitral et al. (2005) in Rio
de Janeiro state. Guimaraes et al. (2005) tested 260 animals from 13 different counties and
found a prevalence of anti-HEV 1gG of 81.2%. Vitral et al. (2005) also detected a high
prevalence of anti-HEV antibodies by analyzing 357 swine sera (63.6%). On the other hand,
in Pard state, only 13 of 151 samples of swine sera (8.6%) were positive for anti-HEV IgG (de
Souza et al. 2012).

The anti-HEV prevalence ranged widely among the farms but this could be due to
small samples collected in some regions.

Throughout the world there are a number of studies that have reported the detection of
anti-HEV IgG antibodies in pigs. The seroprevalence of anti-HEV antibodies in swine in
European countries varies from 27% to 92.8% (Grierson et al. 2015, O’Connor et al. 2015). In
Asia the prevalence is still significant and varies from 14.8% to 64.7% (Choi et al. 2003,
Liang et al. 2014). In the Americas, the seroprevalence of swine anti-HEV antibodies also
ranges widely from 22.7% to 80% (Cooper et al. 2005, Munné et al. 2006). However, in
Brazil, these serologic studies are still scarce once they appear to be until now limited to only
4 of the 27 states.

This wide variability on swine HEV seroprevalence results can be due to different
specificity and sensibility of the serological assays used (Khudyakov & Kamili 2011).
Besides, some studies have shown that HEV prevalence is straightly associated with
differences in the hygiene and sanitary management of the rearing facilities (Casas et al. 2011,
Walachowski et al. 2014).

There was no difference in prevalence between genders (p=0.1) and age classes
(p=0.58), once again according to Guimarées et al. (2005) findings. This can be explained
because both studies analyzed only young and adult samples and the disease appears to have
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no preference among genders. The exclusion of younger pigs was due to the presence of
maternal antibodies (dos Santos et al. 2009).

The most common way of HEV transmission among pigs is fecal-oral, such as with
humans. Pigs become infected when the contact with other infected pig occurs randomly or
through the ingestion of water or food contaminated with feces (Kasorndorkbua et al. 2004).

Unfortunately, it was not possible to establish risk factors because of the small number
of animals exposed to the majority of investigated conditions, although it is known that the
introduction of new animals in the herd could facilitate the transmission of several diseases
and the contact with wild boars was shown to be another source of transmission to pigs
(Schlosser et al. 2014). Besides that, most of the pigs received food waste, but the proportion
of positive animals was very similar in both exposed and non-exposed groups. Therefore, any
association between the consumption of food waste and the presence of antibodies to the
disease was not found, although it is known that the supply of food waste could be a risk
factor due to its easy contamination with animal feces.

CONCLUSIONS

Hepatitis E virus circulates among domestic pigs in the Federal District of Brazil, and
it serves as a warning to the local public health system due to a possible involvement of this
animal in human infections. Moreover, the high seroprevalence found in the region helps to
better understand the epidemiology of this disease. It is also important to obtain more
information to program control strategies in order to prevent zoonotic transmission still at an
early stage. Although most infections in pigs are subclinical and the economic impact for
farmers is low, swine HEV infection poses a serious public health problem once it is still
poorly explored in Brazil.
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Table 1. Frequency of anti-HEV 1gG by gender among pigs of the Federal
District, Brazil

Anti-HEV IgG
Gender Positive (%) Negative (%) Total (%)
Male 98 62.8 58 37.2 156 34.7
Female 206 70.3 87 29.7 293 65.3
Total 304 67.7 145 32.3 449 100

Table 2. Frequency of anti-HEV 1gG by age classes among pigs of the Federal
District, Brazil

Anti-HEV 1gG
Age group Positive (%) Negative (%) Total (%)
Young 85 69.7 37 30.3 122 27.2
Adult 219 67.0 108 33.0 327 72.8
Total 304 67.7 145 32.3 449 100

Table 3. Prevalence of anti-HEV 1gG in swine sera by regions of the Federal
District, Brazil

Anti-HEV 1gG

Localities Farms Animals Positive Prevalence (%) [CI = 95%]
Brazlandia 18 26 16 61.5[42.5 - 77.6]
Ceilandia 20 38 30 78.9[63.7 —88.9]
Gama 22 35 30 85.7 [70.6 — 93.7]
Paranoa 29 43 35 81.4[67.4-90.3]
Planaltina 85 211 123 58.3 [61.6 — 64.7]
Recanto das Emas 2 2 1 50.0[9.5-90.5]
Riacho Fundo 3 5 1 20.0 [3.6 — 62.4]
Samambaia 20 35 27 77.1[61.0 -87.9]

Santa Maria 1 1 0 0.0 [0.0-79.3]

Sao Sebastido 12 20 17 85.0 [64.0 — 94.8]
Sobradinho 16 23 17 73.9 [53.5-87.5]
Taguatinga 6 10 7 70.0 [39.7 —89.2]
Total 234 449 304 67.7 [63.2-71.9]
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Figure 1. Location of the 234 sampled farms, Federal District, Brazil.
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ANEXO A - FORMULARIO DE COLHEITA DE AMOSTRAS

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Secretaria de Defesa Agropecuaria
DEPARTAMENTO DE SAUDE ANIMAL - DSA

Identificac&o do Orgéo Estadual de Defesa Sanitaria Animal

Sistema de vigilancia sanitaria na zona livre de peste suina classica
Formulario de colheita de amostras - Inquérito por amostragem em CRIATORIOS DE SUIDEOS 2014

1. Identificacdo da propriedade e do proprietario

1.1 UF | 1.2 Municipio

1.3 C6d. MAPA

UF N° sequencial

1.4 Nome do estabelecimento

1.5 Codigo do estabelecimento na UVL

1.6 Nome do proprietario

1.7 Cabdigo do proprietario na UVL

1.8 Coordenadas geogréaficas

Grau ‘ Minuto ‘ Segundos

Grau ‘ Minuto

1.9 Telefone(s) de contato
(DDD + nGmero)

Segundos

Latitude (S)

Longitude (W)

2. Data da colheita das amostras

3. Critério(s) de risco utilizado(s) para selecédo do estabelecimento

PSC

fronteira internacional ou divisa da zona livre

fornecimento de residuos  alimentares

(lavagem) aos suideos

assentamentos rurais ou reservas indigenas

proximidade a quarentenarios de suideos

proximidade a reservas naturais, areas de
protecdo ambiental ou parques nacionais
com presenca de suideos silvestres

areas periurbanas ou comunidades carentes

proximidade a lixdes

areas com suideos criados extensivamente

proximidade a graxarias

proprietario com propriedade em outro pais
ou em area endémica

4. Composicao do rebanho no momento da colheita

4.1 Matrizes
4.2 Cachagos

4.3 Leitbes*

4.4 Animais castrados acima
de 8 meses

4.5 Total envolvido na amostra
(somatorio dos itens 4.1 ; 4.2 ; e 4.4)

*Animais que ndo estdo em fase reprodutiva (leitdes em maternidade e/ou terminagdo abaixo de 8 meses)

Suinos adultos Suinos adultos

Sim Néo existentes amostrados
5. Convivéncia com susceptiveis de outros estabelecimentos? e Até 15 Todos os animais
6. Convivéncia/contato com susceptiveis selvagens? % % 16 a 20 15
2z 21a30 20
Ingresso | Egresso S g 31a50 23
7. Transito nos ultimos 60 dias Cria/Engorda © 51 a80 26
Abate Mais de 80 30
8. Informacdes sobre as amostras colhidas
NUmero da amostra Idade * | Sx Ndmero da amostra Idade * | Sx Ndmero da amostra Idade* | Sx
1 11 21
2 12 22
3 13 23
4 14 24
5 15 25
6 16 26
7 17 27
8 28 28
9 19 29
10 20 30

*meses
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9. Resultado da vistoria geral do rebanho e exame clinico dos animais amostrados / Observagdes:

10. Médico Veterinario responsavel pela colheita

Nome:

Assinatura:

UVL:

N° CRMV:

Versdo 4.0 - 2014
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ANEXO B - PROTOCOLO DE ELISA PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS ANTI-HEV

MATERIAIS

e Amostras;

1 estante para microtubos;

e 5 placas de microtitulagéo vazias (96 pogos);
e 5 placas-teste de microtitulacdo (96 pocos);
e 5 canaletas para solucdes;

e 5erlenmeyers com 270 ml de dgua destilada estéril;
e 1 pera;

e 25 pipetas de 10 ml;

e 1 micropipeta multicanal de 100 a 1000 pl;
¢ 1 micropipeta monocanal de 10 a 100 pnl;

¢ 1 micropipeta monocanal de 100 a 1000 pnl;
e 5 béqueres grandes para descarte;

e 25 racks para ponteira de 200 pl;

e 5racks para ponteira de 1000 pl;

e 5 tubos falcon de 50 ml;

e 1 estante para tubos falcon;

e Papel toalha;

e Luvas;

e Estufaa37°C;

e Timer;

o \ortex;

e Alcool 70°;

e Pia;e

e Leitora de ELISA.

PROCEDIMENTOS
e Seguiu-se o protocolo do Kit de ELISA para deteccdo de anticorpos suinos anti-
HEV PrioCHECK® HEV Ab porcine (Prionics AG).
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PrioCHECK® HEV Ab porcine

ELISA forihwvitro detection

of antibodies against Hepalitis E virus in serum and meat juice of pigs

\

5 sinp plate kd for 450 samples
riomics AG

Version 10_e

Introduction {

Hopattis E virus (HEV) is an emerging pathogen
which primarily appears in countries, like India, As:a,
Africa and Central America, causing enterically rans-
mitted hepatitis in human. HEV belongs to the famity
Hepewviridae and is a nonenveloped, icosahedea!
capsid containing a linear single-strandad, positive-
sense RNA with a length of approx. 7200 bases which
codes for three open reading frames

In human, acute hepalilis E is a severe diness with a
camparabie clinical manifestation 1o hepalitis A It is
ususlly self-limiting During pregnancy a fulminant
course of lliness deyelops more oflen, accompared
by a high mortality rate of approx. 20% In males and
nan-pregnant femates, the mortality rate is 0.5%-4.0%,
No incidence of chronic inflammaltion of kepatits E han
baen reported.

In industnialized countries, HEV infectons in human
have long been thought 1o occur only in tavelers 1o
HEV endemic tegions. In recent years, however,
Increasing numbers of sporadic HEV infections In nan-
endemic regions have been reported that cannot be
explalned with travelling and increasing avidence
points to a transmission from domestic pigs 1o human.

The PrioCHECK® HEV Ab parcine s a reliable and
fast diagnostic test for detection of antibodies agamst
Hopalitis E virus in pomna =arirm and maat |uice
samples and can be used for manitoring and survel-

lance purposes.

Test Principle ! i} 1 |

The PrioCHECK® HEV Ab porcine for the detection of
antibodies directed against Hepaltis € virus In porcine
serum and meat juice sampies is based on ELISA
technology.

The PrioCHECK® HEV Ab porcine follows a four step
prolocol, consisting of Sample Preparation, Sample
Incubation, Conjugate Incubation and Detection.
Recombinant Hapattis £ virus (HEV) antigen of the
open reading frame (ORF) ORF 2 and ORF 3 of the
genotypes 1 and 3 is coated en the ELISA plate
Serum or meat juice samples are incubated on the
plate, A peroxidase (POD) labeled anti-pig antibody 1s
used for the detection of antibodies bound to Lhe
recombinant HEV antigens. Color development using
TMB substrate measured optically at @ wzvelength of
450 nm shows the presence of anlibodies direcled
egainst HEV.

One plate with 90 prepared samples can te enzlyzed
within 150 minutes.

G DAt T ™
B e A 37 - i .!. ) @
o = L e : i

Pt Magatite L vinn  Jow AdITY aotbontiar PO Py
PO *Mu’t-‘h Lot v

Store kit 2t 523°C untd expiry date. See kit label for
sctual expiry daie. The shelf fife of diluted, opened or
reconstituted components |5 noted below, where

‘9&3

|

@Wi}:jﬁ}& wh

appropriate Chamical hazard data are avaltable In
section) “Safety Regulations and R&S Statemants”
(Appeondix IV)

Component 1

Tost Plate

(Stiip Plate) Five Test Platoa ate delivered in vacuum
bags conlaning a desccant bag

Component 2

Dilution Buffer (Ready to-use)

Three botlles, each contaning 60 mi of Dilution Bulfer
The Dilution Bulter is used o diuta the samplas and
conjugale

Colar of solution, blue

Component 3

Washing Fluid (10x]

(10x concentrato, dilute befare use)

Four bottles, each containing 60 ml Wastung Fluid
{10x).

Prepare Washing Fluid working solution by maxing 3
part Washing Fluld (10x) wath @ parta demineralized
water or water of equal qualily Mix unlil a ctear solu-
ton is obtained.

Sea Appendix ||

Statulily of Wash Flud working solution

- 4 weeks &t 5£3°C

- 1 week at 22+3°C.

Componont &

Conjugate (100x)

(109x concantrate, dilute hefore use)

One wial comtains 1 3 ml Conjugate (100x) Frepare
Cenjugate working solution by mixing 1 part of Conju-
gate (100x) wath 99 parts of Dilutan tufier

Odute the amount of Conjugale necessary to run the
test, just prior to use

See Appendix I

Component 5

Positive Contral (Ready-to-use)

One vial containg 750 pl Positive Control
Btack lid

Component 6

Cut-off Control {Ready-to-uce)

Onea vial containg 750 pt Cut-off Central
Grey lid.

Component 7

Negative Control (Ready-lo-use

Ona vial contains 750 pl Negatwe Control
White tid

Component 8

Chromogen (TMB) Substrate (Ready-to-usa)

One bottle containing 68 ml Chromogen (TMB) Sub-
strate. The Chromogen (FME) Substrate 15 the sub
strate for the color reaction

Component §

Stop Solution {Ready to-ute)

One bollle cantaining 60 ml Stop Sotution. The Stop
Sclution is used to stop the color davelopment

Additional Kit Contents:

- Package Insent
- Sealing films

For in-vitro veterinary diagneshic usa only
Store at 543°C
Product No 4600010

Additional Material Required d

General:

Laboratory equpment accerding 10 national safety

regulations

* Demneralized waler or water of equal qualty must

be used

= Oummy piate, used for sample diution (e.g clear
colarless round botlom 96 well plates) or
equivalent, non binding

= Single channel pipeltes and muli channel pipettes
switable 1o pipette the required volumes

= Pipatte lips {as recommended by pipetie
manufaclirer)

v Solubon reservanrs

s Vortex

Sample preparation:
s Dedicoled blocd collection tubes
= Dedicaled maat juice collection tubes

Analysis of Resulls:

Piate Reader, e g Tecan Sunrise or equivalent

The reader has to have an appropriate filter set (o read
the piates at 450 nm. (Reference 52C nm)

Optional:
Flate washer 2 g Tecan Hydroflex or equiva-
lent

Precautions

Natonal guidelines for working with animal samples
must be strictly followed. The PrioCHECK® HEV Ab
porane must bz performed in laboratones suited far
this purpose

Samgphas should be considered as potentially infectious
and all tems which contact the sampies as potentially
contzminated

Chemical hazard data are available in secton *Safety
Regutations and R4S Statements® (Appendix IV)

Notes

To achieve optimal results with the PrieCHECK® HEV
Ab pertine, the fallowing aspects must be considered

* The test procedure must be strictly followed,

* Pipatta tips have 1o be changed for every pipetiing
stap

* Separate solution reserveirs must be used for each
reagent

* Kot componants must not be used afier their expiry

date orif changas In their appearance are ob-

sarved,

Kit compenenta of different kit 1ot numbers must not

be used together

= Demineratized waler or equal must be used far the
test

TR /v LE PREARATON SRR L BT

» Serum can be obtened using standard methods,

» It meat juce is tesled, a plece of muscle Lissue e.9
10 g is either freeze-thawed in a dedicated dovice
or alternatively the pleca of meat can be squeezed
to obtain meal juice

Heat inactivatad scmples may Jead o an increasnd
background 2nd ars therefore not recommended 10
be used
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SAMPLE DILUTION:

Sample dilution for serum samples

Serum samples are diluted 1100, controls 1.100

* Use a Dummy Plate or equivalent foc first samplo
dilution

* Add 10 pl of Pesitive Control to welis A1 and B1 of
the Dummy Platz

= Add 10 pl of Cut-off Control 1o wells G1 and D1 of
lhe Dummy Plata

* Add 10 yil of Negative Control to webs E1 and F 1 of
the Dummy Plate

* Add 10 pl of serum samples Lo the remal |
of the Dummy Plate. ki

* Add &0 pl of Dilution Buffer to each well of the
Dummy Plate and mix by pipetting up and down 5
times

* Add 90 pl of Ditution Bufler 1o each well of the Test
Plate.

= Transfer 10 pi of the diluted samples and controls
from the Dummy Plate to the Test Plate and nux by
pipetting up and down 5 times

Sample dilution for meat juice samples

Meal juice samples are dilited 1:10, controls 1 100

* Use a Dummy Plate or equivalent for first sample
dilution.

= Add 10 pl of Positive Control to wells A1 and B1 of
the Dummy Plate

= Add 10 pl of Cut-Off Contral lo wells C1 and Dt of
the Dummy Plate.

= Add 10 pl of Negative Control to wells E1 and £1 of
the Dummy Plate

= Add 50 pl of Dilution Bulier to wells containing
contreis A1 fo F1 of the Dummy Plate.

= Add 100 pl of meat juice samples to the remaining
weils of the Dummy Plate

= Prowvide S0 pl of Dilution Buffer to all wells of the
Test Plate.

» Transfer 10 pl of meal juice samples and diluted
controls from the Dummy Plate to the Tesl Plate
and mux by pipetting up and down 5 times.

S S SAMPLE INCUBATION L2 i ol

= Carefully tape over the Test Plale wath an unused
seahng film

« Incubate the samples on the Test Plate for 6021
minutes at 37£3°C ;

= Woash the Test Piate four uimes with 300 pl Wash
Fluid working sofution (see Appendix I1).

« Tap the plate over a paper tawel o remove any
residual liquid from the welis

Preparatory Steps

= Dilute the needed amount ¢f Conjugate (100x) 100
fold in Diluticn Buffer (e g add 100 ! Conjugate to
9 9 mi Dilution Buffer for one (Ul plate; see Appen-
dix 1)

Conjugate incubation

« Add 100 pl of the diluted Cenjugate to each well of
the Test Plate.

« Carefully tape over the Test Plate with an unusad
sealing film

« Incubate the Test Plate for 3011 minutes at
3743°C

= Wash the Test Plate four tmes with 200 pl Wash
Fluld working sofution (see Appendix 1),

= Tap the plate over a paper towel to remove any
residual liquid from the wells.

DETECT

Substrate reaction

« Add 100 pl of the Chromogen (TMB) Substrate lo
each well on the Test Plele

« Incubate the Test Plate for 30+1 minutes at
2213°C.

« Add 100 pi of the Stop Soluton to each well of the
Test Plate.
Remark: Add the Stop Solution in the same order
and time as the Chromogen (TMB) Substrate solu-
tion was dispensed

Note The color of the Positive Cantrols will change
from blue to yeliow

Detection

« Shake the Test Plate shordly (5 <10 5) either on an
orbutal shaker (=300 rpm) or manuaily oo the work-
ing bench

« Read the Tes! Plata in the ELISA reader at 450 nm
within 60 minules
Recammendation Use a reference fiter at 620 nm

[P RESUMINTERPRETATION T 0000

Validation criteria

s The mean 0D, of the Pasitive Controls minus the
ODyzy of thee Cut-off Control muyst e =0 3

e Tho mean 0D, of the Cut-off Canlrol minus the
0Dy, of the negative control must be = 4 05

* The mzan OD,.q of the Negative Controls must ba
<D.15

Ifthese entena are not met, the resulls are invahd and
tha plate has 1o be retested

Cut-off calculation
The Cut-off is calculated as mean 0D,z of the Cut-off
cantral multiplied with 1 2

mean ),

i Of Crat —Off Cantrof+ 2 = cut - off

Interpretation of results

« Resulls etitained abovo or equal 16 1he cut-off are
consldered posilive

* Resulls between the Oy of tha Cul-off Control
and the cut-off (see calculotion abiove) are doubtiul
and it s recommended 1o retest those samples |
they remain in the doubtful are, a second sample
taken s 3 laler time poinl should b2 taken and
tasted

« Resulls chtained below the cut-off are negative

[ oAppendixd fi |

Notice

This manual 1s believed to be complete and accurats
at the bme of publcation In no event shall Prionics AG
be liable for incidental ar consegquential damage in
cannection vath or ansing from the use of this manua!

Liabllity

Prionics AG warrants its preducts will meet their
applicablz published specification when used In
accordance with their applicable instructions and
vathin the declared products life time. Prionics AG
makes no other warranty, expressed or impled. There
is no warranty of merchantabilty or fitness for a par-
teutar purpose. The warranty provided herein and the
data, specficalions and descnplions of Pronics AG
products appeanng in Prionics AG published cala-
fogues and preduct Iterature may nal be altered
except by express wntten agreament signed by an
officer of Pronics AG Representation, orzl or watlen,
which are inconsistent with this warranty or such
publications are not authonzed and if given, should nat
ba relied upon

in the event of o beeach of the foreqeoing warranty,
Prionics AG's sole obligation shall be to repalr of
replace, at its aption, the applicabile product or par
thereol, provided the customer notifies Prionics AG
promiplly of any such breach If aftor oxerclsing ren-
sonable effarts, Pronics AG is unable fo repalr or
replace the product or part, then Prionics AG shall
refund to the customer all monies pald for such appi-
cabile product or pan

Prionics AG shall not ba fiable for consequantial,
ineidental, special or any olher indirec) damaqes
resulling from economic loss of propedy damage
cuctained by any customer from the use of its prod-
uets.

Prionics 4G is an 150 9001 2000 certified company

Appendix I .

Preparation of Washing Fluid working salution and

Conjugate Solution

ing Fluid working solution
:/‘Ilnat.sn::di'-?amd volumes of demineraiized wa:'cr and
Washing Fluid (10x) and mix prop=rly to obian the
desited volume of Wasting Fluid working solution
Transter 100 ml Washing fled (10xpta a 1|

bottle :
Add 900 ml of deminaralized water end mix

Volume Wauling Fiuld Amount of ¥ashing Anourt demin

working salutron Fiuid (10x) = viater _

R T = 30 ml - 270 ml
ula | " 50 mf . 450 ml
|.(l I . 109 mf . 230 mif
Z.OI = 200 m| . 1100 mi

Conjugate working solution

Miz indicated volumes of Conjugate (100x) with the
appropriate amount of Dilution Buffer (Suppgsed with
\he bit) to oltain the desired amount of Conjugate

Number mi paeded mi Conjugates

of plates Conjupate [1080) mI_Duluhnn»ﬁufiler
1 17ml = a1z ml . 11,88 ml
2 24mil = 0,24 m! . 24,78 mi
b} 35 mit . 0,36 mt . 35,64 mil
“ en el - o4 mi . Al82mi
1 G mi = 0,80 mt . 57.4ml

Appendixill

Pipetting Schemes

Recammended pipatting scheme for Dummy Plate
and Test Plate
T I ' l ' [ ' J ' l ' ’
I e P e ) R R R R R
=T [ Tom =
v Vo) | e R EE RS
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— |

AppehtliXiV
Safzty Regulations and R&S Statements

National Safoty Regulations must be strictly fol-
lowed.

R&S Statements

Component 1

Test Plate

The product does not have 1o be labelled dus to the
calculation procedure of tho "General Classification
gudaiine for preparations of the £U" in the latest vald
version

Componont 2

Dilution Buffer (Ready-to-use)

The ptoduct does net have to be Iabeailed due to the
calcutation pracedure of 1he "General Classification
guideline for preparations of the EU” in the latest vahd
version,

Component 3

Weshing Fluid (10x)

The product daes not have lo be izbelled due ta the
calculation procedure of the "Gereral Classificalion
gwideline for prapatations of (he EU"in the lotest valid
version

>4

§
Component 4 & Xi, Sensitising
Conjugate (100x)
Hazard code. Xi Sensiizing
R43 May cause sensitization by sin cantact.
S24. Ayoid contact with kin
S37. Wear sultable gloves

49



s

N
Component 5

Positive Contro] (Re
Hazard code: Xi Sen
R43: May cause sen
S24: Avoid contact
S37. Wear suitable

Xi; Sensitising
ady-to-use)
silizing
sitizalion b
with skin.
gloves.

Component §

X1, Sensitisin
Cut-off Contro| (Ready-lo~us:)’ g
Hazard code: Xi Sensitizing
R43: May cay

£ Se sensitization b in o
S24: Avoid contact with skin. Y eRisRaiaa

S37: Wear suitable gloves,

~N
58
Component 7 Xi ; Sensitising

Negative Control (Ready-to-use)

Hazard code: Xj Sensitizing

R43: May cause sensitization by skin contact
$24. Avoid contact with skin.

S37: Wear suitable gloves,

Yy skin contact,

Component 8

Chromogen (TMB) Substrate (Ready-to-use)
The product does not have to be labelled due to the
calculation procedure of the *General Classitication

guideline for preparations of the EU" in the latest valid
version.

Component 9 % C Corrozive

Stop Solution (Ready-to-use)

Hazard Code: C Corrosive

R34: Causes burns.

§26: In case of contact with eyes, rinse immediately
with plenty of water and seek medical advice
S36/37/39: Wear suitable protective clothing, glaves
and eye/face protection.

S45: In case of accident or if you feel unwell, seek
medical advice Immediately (show the label where
possible).

. 'PrioCHECK®

Produced by:

MIKROGEN GmbH
Floriansbogen 2-4
82061 Neuried
Germany

Produced for:

Prionics AG

Wagistrasse 27a
CH-8952 Schlieren-Zurich
Switzerland

Tel. +41 44 200 2000
Fax +41 44 200 2010
www.prionics.com

info@prionics.com

For our distribution network, please refer to
www.prionics.com
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ANEXO C - PRODUCOES TECNICAS

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

UnB Universidade de Brasilia _ Reviséo
pniversidade e 8 POP-000 | Revs

Q. ospital Veterinario Aprovado em Pagina

N Laboratério de Microbiologia Médica Veterinéria 00/00/2016 l1de5

Titulo: Funcionamento da Leitora de ELISA

Tarefa

Operar corretamente a leitora de ELISA modelo TP-Reader da marca Thermo
Plate.

Local de execucéao

Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria.

Executante

Professores, técnicos, residentes e estudantes de graduacao e pés-graduacéao.

Resultados esperados

S&o esperadas a padronizacdo e minimizacao de desvios na execucéao de tarefas
fundamentais para a qualidade do exame, independente de quem as faca aumentando a
previsibilidade de seus resultados, minimizando as variagfes causadas por impericia e
adaptacoes aleatérias da metodologia, independente de falta, auséncia parcial ou férias

de um funcionario.

Material necessario

e Leitora de ELISA TP-Reader Thermo Plate;
e Caneta para o painel de controle;

e Placa de ELISA a ser testada;

e Luvas de latex; e

¢ Recipiente para descarte da placa de ELISA.

Elaborado por: Revisado por:
Luciana F. L. S. Vilanova

Data: 11/08/2015 Revisao:
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Titulo: Funcionamento da Leitora de ELISA

Atividades

Rodando o ensaio:

1. Ligue o aparelho através do interruptor de energia localizado em sua parte traseira

e aguarde em torno de 10 segundos até que a tela inicial seja exibida:

plate parameter

Plate direction —
@ 1-1: O AH '

Test mode —

@ —ontinuous

() step

| rMixer setting
Mixer speed  |Mone - Ok |
Mixer time Sec, ‘ Cancel

l:r s Program

“]
1 JL:JU' QC Manage

A5 peport

HEI2MIO
«~— PLATE

Elaborado por:
Luciana F. L. S. Vilanova

Revisado por:

Data: 11/08/2015

Revisao:
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Titulo: Funcionamento da Leitora de ELISA
3. Selecione a diregao da leitura da placa (“plate direction”) e o modo de teste (“test
mode”);
4. Se o protocolo do seu kit de ELISA exigir, selecione a velocidade do agitador
(“mixer speed”) e o tempo do agitador (“mixer time”).
5. Pressione “Ok” e va para a préxima tela:
I ‘ ' 7J ‘!l] QC | Clear
1 5 6 7 B O
R
Clear all ’ Cancel
6. Pressione o botdo “New”, selecione o programa a ser utilizado (POP — 000) e
aperte “Ok”;
7. Se o0 programa permitir, ajuste a funcéo de cada poco: selecione a funcdo de poco
e cligue no poco que vocé ira marcar;
Funcdes de poco
Amostra (“sample”) 1 a999
Branco (“blank”) B
Controles negativos (“negative controls”) NC
Controles positivos (“positive controls”) PC
Padrao (“standard”) S1a S8
Controle de qualidade (“quality control”) QC
Elaborado por: Revisado por:
Luciana F. L. S. Vilanova
Data: 11/08/2015 Revisdo:
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8. Se vocé desejar apagar pogos marcados pressione o botdo “Clear” e entdo

selecione o poco que deseja. Se desejar apagar todos 0s pog¢os pressione o0 botao

“Clear all”.

9. Se vocé desejar selecionar todos os pogos pressione o botao “Select all” e aperte

“Ok”. Nessa opcao vocé também pode selecionar quantos pogos quiser de uma sé

vez.

10.Quando tudo estiver determinado, encaixe com cuidado a placa de ELISA a ser

testada na abertura lateral direita do equipamento, feche a tampa e pressione o

botao “Start” para realizar o ensaio da placa;

11.0s resultados das colunas 1 a 6 serao exibidos; pressione o botdo “7-12>>" para

mostrar os resultados das colunas 7 a 12;

12.Pressione o botdo “Result” se quiser exibir os resultados de calibragao;

13.Pressione o0 botdo “Print” para imprimir todos os resultados do teste ou o botéo

“Exit” e “Cancel” para que apenas os dados sejam armazenados.

Elaborado por:
Luciana F. L. S. Vilanova

Revisado por:

Data: 11/08/2015

Revisao:
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14.Se os resultados estiverem dentro do esperado, retire a placa de ELISA testada

de dentro do aparelho e descarte de forma apropriada.

15.Para desligar o aparelho clique em “Turn-off”. Quando o equipamento avisar na

tela, desligue o interruptor de energia.

Cuidados especiais

Ao ligar o aparelho uma mensagem de erro podera aparecer no display se

ele ndo passar pela auto-verificacdo. Desligue e ligue novamente.

Vocé pode testar varios programas em uma placa, ajustando os programas

um a um. A leitora suporta até 12 programas em uma placa.

Acgdes em caso de nédo conformidade

Consulte o manual ou peca ajuda a alguém que possua mais experiéncia com o

equipamento.

Bibliografia utilizada

THERMO PLATE. Manual de Operacédo TP — Reader.

Elaborado por: Revisado por:
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Data: 11/08/2015 Revisao:
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Titulo: Realizacdo do método de ELISA indireto

Tarefa

Detectar anticorpos especificos presentes em soro sanguineo pelo método de

ELISA (ensaio imunoenzimatico) para fins de diagnéstico.

Local de execucéao

Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria.

Executante

Professores, técnicos, residentes, estudantes de graduacéo e pdés-graduacéo.

Resultados esperados

S&o esperadas a padronizacdo e minimizacado de desvios na execuc¢ao de tarefas
fundamentais para a qualidade do exame, independente de quem as faca aumentando a
previsibilidade de seus resultados, minimizando as variacfes causadas por impericia e
adaptacdes aleatérias da metodologia, independente de falta, auséncia parcial ou férias

de um funcionario.

Principios do teste

O teste de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) baseia-se em reacdes
antigeno-anticorpo detectaveis por meio de reacgdes enzimaticas. Existem diversas
variacbes de ELISA, mas a versdao mais comumente utilizada &€ o ensaio “‘em
sanduiche”. Nesse tipo de ensaio, quando se quer detectar anticorpos (ELISA indireto),
acrescenta-se a amostra a ser testada em pocgos de placas de microtitulagao
previamente cobertos pelo antigeno especifico ao qual o anticorpo, se presente, ira se

ligar. Os anticorpos que néo se ligaram s&o entédo removidos por meio de uma lavagem.

Elaborado por: Revisado por:
Luciana F. L. S. Vilanova

Data: 11/08/2015 Revisao:
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Em seguida, acrescenta-se o conjugado, um segundo anticorpo acoplado a uma enzima
gue ira se ligar somente onde houver a ligagdo antigeno-anticorpo estabelecida na etapa
anterior, funcionando como um anti-anticorpo. O excesso de conjugado também é
retirado apds outro processo de lavagem. A detec¢cdo dessa reacao ocorre por meio da
adicdo de um cromégeno, que € o substrato necessario para que ocorra uma reacao
colorida. Por fim, apos certo periodo, adiciona-se uma solucdo de parada a fim de
interromper a acao da enzima para que a solugédo néo figue com uma cor muito forte e
atrapalhe a leitura do teste. A intensidade da cor desenvolvida €& proporcional a
guantidade de anticorpos especificos para aquele antigeno presente no soro. Essa
intensidade pode ser medida por uma leitora de ELISA por espectrofotometria. Em
seguida, deve-se realizar a interpretacdo desses resultados de acordo com o protocolo

especifico do teste que esta sendo utilizado.

Material necessario

e Kit de diagnéstico a ser utilizado;

e Estante com as amostras a serem testadas;

e Placas de ELISA “virgens” para diluicdo das amostras (se necessario);
e Reservatorios para solugdes;

e Papel aluminio;

e Erlenmeyers com agua destilada estéril;

o Pera;

e Pipetas estéreis;

e Micropipetas mono e multicanal,

e Béqueres para descarte de ponteiras;

Elaborado por: Revisado por:
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¢ Racks de ponteiras;

e Tubos falcon;

e Estante para tubos falcon;

e Papel toalha;
e Alcool 70°;

e Luvas de latex;

e Estufa a 37° C (ou outras temperaturas);

e Leitora de ELISA;

e Capela de fluxo laminar com UV;

e Timer;

e Vortex;

e Pia;

e Caneta e papel.

Atividades

Preparacao do material na semana anterior:

1. Utilize o protocolo do seu kit de diagnéstico para calcular a quantidade total

necessaria de:

Placas de ELISA “virgens” (quando necessario);
Reservatorios para solucoes;

Erlenmeyers com agua destilada e sua quantidade;
Pipetas estéreis e seus volumes;

Micropipetas mono e multicanal e seus volumes;
Ponteiras e seus volumes;

Racks para as ponteiras;

Tubos falcon e seus volumes:

Elaborado por: Revisado por:
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. ApOs separar todo o material, esterilize tudo o que for possivel.

Preparacao do material no dia:

Coloque todo o material que sera utilizado naquele dia em cima de uma bancada
limpa com é&lcool 70°.

Obs.: Os materiais que devem ser mantidos a temperatura de geladeira devem ser
retirados somente no exato momento de sua utilizacéo;

Retire as amostras de soro do congelador e deixe descongelar a temperatura
ambiente;

Obs.: Antes de utiliza-las homogenize-as no vortex.

Enquanto isso recorte o papel aluminio em tamanho suficiente para cobrir um
coxinho e coloque os papéis e os cochinhos que ira utilizar virados para cima na

capela de fluxo laminar sob luz UV durante 30 minutos;

. Apés os 30 minutos cubra os coxinhos com o0s papéis aluminio e leve para a

bancada de trabalho;
Para ndo se perder, em uma folha de papel, anote a identificacdo de cada poco da

placa que sera testada de acordo com o protocolo do seu teste. Exemplo:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CP | AOO5

CP | AOO6

CN | AOO7

CN

A001

A002

A003

IO M| M{OlO|@|>

A004
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CP: Controle Positivo
CN: Controle Negativo
A: Amostra

Realizac&o do teste:
1. Siga os passos do protocolo do kit de diagnostico que esta sendo utilizado.

2. Para realizar a leitura da placa de ELISA verifique o POP-000.

Cuidados especiais

e Se houver um controle positivo tome sempre cuidado para ndo contaminar

outros pogos com ele.

e Para nao se confundir na hora da pipetagem, mantenha sempre uma

mesma ordem utilizando o rack de ponteiras como auxilio.

Obs.: os racks de ponteiras P10 e P200 possuem a mesma configuracao
de uma placa de ELISA, contendo também 96 ponteiras equivalentes aos

96 pocos.

e Sempre que for possivel utilize micropipeta multicanal para facilitar os

procedimentos.

e Fique atento as restricbes de trabalho com algumas solugfes. Elas podem

ser corrosivas, irritantes, toxicas. Utilize sempre EPI.

Acdes em caso de nédo conformidade

Consulte o manual do kit de diagndstico que esta sendo utilizado ou peca ajuda a

alguém gue possua mais experiéncia com o método.
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Acervo pessoal.
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