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Resumo

A rubéola é uma doenca viral muitas vezes assintomatica, no entanto, torna-se particularmente grave se a
infecdo ocorrer durante a gravidez, principalmente no 12 trimestre, podendo originar a triade classica de

cataratas, anomalias cardiacas e surdez neurossensorial ou resultar em morte prematura.

A determinacdo do estado imunitdrio para o virus da rubéola é atualmente efetuada por imunoensaios
comerciais que determinam a concentracdo da IgG especifica. No entanto, e apesar dos testes disponiveis
se encontrarem calibrados com o Padrdo Internacional da OMS e os resultados serem dados em Ul/mL,

estes podem diferir e levar a interpretacdes incorretas.

No presente trabalho foi utilizada técnica de Immunoblot (IB) para analisar 146 amostras previamente
analisadas por dois imunoensaios comerciais no CMLGS e cujos resultados tinham sido negativos ou

equivocos.

Os resultados obtidos mostraram que na maioria (81%) das mulheres foram detetadas IgG para o virus da
rubéola, ao contrario do que tinha acontecido com os imunoensaios comerciais. As 24 amostras que foram

negativas no IB também tinham sido nos dois imunoensaios comerciais.

Analisando as duas variaveis, resultados obtidos com o IB e respostas sobre o estado vacinal, verificou-se a
existéncia de uma correlacdo, estatisticamente significativa, dado que se observou que a maioria das
mulheres com IB positivo tinham sido previamente vacinadas. Apenas num caso uma mulher afirmou estar

vacinada, tendo o IB sido negativo.

Os nossos resultados demonstram que a realizagdo do IB pode diminuir substancialmente o nimero de
resultados falsamente negativos sobre o estado imunitdrio para a rubéola na populacdo feminina e as

consequentes revacinagdes.

A aplicacdo do IB em casos selecionados, nomeadamente nos casos em que o estado vacinal é
desconhecido e que os testes de rotina foram negativos ou equivocos, devera ser um assunto de discussdo

alargado e multidisciplinar, envolvendo as autoridades de saude.

Palavras-chave: rubéola, immunoblot, imunoensaios comerciais, 1gG da rubéola, vacinag3o.



Abstract

Rubella is a viral disease which, most of the times, is asymptomatic. However, when the infection occurs
during pregnancy, especially during the 1* trimester, it may lead to the classical triad of symptoms:

cataracts, cardiac anomalies and deafness. In worse cases it may also lead to premature death.

Currently, the way to ascertain the immune response for the rubella virus is by using commercial
immunoassays that determine the concentration of rubella IgG. However, although the available tests are
calibrated to the WHO International Standard and the results are given in IU/mL, these can differ and lead

to wrong interpretations.

In this study, IB was used in order to compare the results of 146 samples previously analysed, in CMLGS, by

the commercial immunoassays and whose results were either negative or equivocal.

The results showed that the majority (81%) of the analysed women were immune to rubella virus, contrary
to the results of the commercial immunoassays. The 24 negative samples were proven negative in both

types of tests.

By comparing the two variables, the results of the IB and the response to the vaccination status, it was
possible to infer that there is a correlation between them, as most women with positive IB were previously

vaccinated (only 1 woman said she was vaccinated and had a negative IB).

Our results demonstrated that using IB can substantially diminish the number of false negatives about the

immune state for rubella in the female population and subsequent revaccinations.

The use of IB in select cases, especially cases where the vaccination status is unknown and the routine tests
were negative or questionable, should be a point of a large and multidisciplinary discussion, involving the

health authorities.

Keywords: rubella, immunoblot, commercial immunoassays, rubella IgG, vaccination.
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1 Introducao
1.1 Contextualizacao historica

Descoberta no século XVIII, a rubéola foi inicialmente chamada de “terceira doenga” por ser considerada
uma variante do sarampo e da escarlatina. Em 1814 foi descrita pela literatura médica alema como uma
doencga individualizada, ficando conhecida como sarampo alemdo, mas s6 em 1866 foi atribuida a
designacdo que persiste até hoje — Rubéola. Em 1914, com base no seu trabalho em macacos, Hess
identificou a rubéola como uma doenga viral. Mais tarde, em 1938, Hiro e Tosaka confirmaram essa
etiologia, infetando criancas a partir de secre¢Ges nasais de casos agudos. Em 1941, foi relatada a
associacdo entre catarata congénita e rubéola materna, sendo posteriormente confirmado o papel da

rubéola no Sindrome da Rubéola Congénita (SRC) (1-3).

O virus da rubéola foi isolado a partir de cultura de células pela primeira vez em 1962 por Parkman e
Weller, durante a pandemia de rubéola que ocorreu entre 1962 e 1964. Neste periodo ocorreram cerca de
12,5 milhdes de casos de rubéola, 20 000 casos de SRC e cerca de 11 000 ébitos. A gravidade desta situacdo

desencadeou a necessidade de desenvolvimento de uma vacina (2,4,5).

Em 1969 foram licenciadas trés vacinas vivas atenuadas contra a rubéola (HPV-77, Cendehill e RA27/3)
(2,4). Dez anos mais tarde todas as vacinas licenciadas nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa
foram substituidas por RA27/3 (6). Apds a descoberta das vacinas alguns paises adotaram programas de
vacinagao seletivos ou universais de forma a controlar a rubéola e a SRC. Em 2015 a América foi a primeira

regido a atingir a eliminagdo desta doenga (7).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem estabelecido o ano de 2020 para eliminac¢do da

rubéola em pelo menos duas regides (8).
1.2 Classificagdo e estrutura do virus

O virus da rubéola pertence a familia Togaviridae, o Unico membro do género Rubivirus (9). Mas, ao
contrario da maioria dos Togavirus, o virus da rubéola infeta apenas humanos, ndo sendo suportado por

artropodes e ndo se conhecendo reagdo cruzada do virus da rubéola com outros Togavirus (2,10).

A rubéola é um virus esférico com um diametro entre 60 e 70nm com nucleocdpside icosaédrica contendo
um genoma de acido ribonucleico (ARN) de cadeia simples com polaridade positiva e com 9762
nucledtidos, rodeado por invdlucro lipidico (1,3,11). O virus é constituido por um capsideo composto por
multiplas copias de uma proteina basica C (33kDa) e é envolvido por uma bicamada lipidica que incorpora

as duas glicoproteinas do invélucro viral, E1 (58 kDa) e E2 (42-47kDa) (figura 1) (9,12). Estas duas proteinas



existem como heterodimeros projetados a partir da superficie e formando picos de 6 e 8nm, contendo

hemaglutinina (3,10).

~ Nucleocapside (C)

ARN

@

3
— p150 p30 [ c[ e & } A,

N3o-estruturais Estruturais

Figura 1. Representacgdo esquematica da estrutura do virus da rubéola. [Adaptada] (3)

A proteina E1 é o antigénio imunodominante responsavel pela endocitose (13). Encontra-se associada a
epitopos neutralizantes e hemaglutinantes e tem reatividade imunogénica predominante em individuos
expostos ao virus por infecdo natural, infecdo congénita ou vacinagdo (3,10). A proteina E2 forma ligagdes
entre proteinas E1 (13). A proteina C ndo é glicosilada e encontra-se associada ao ARN gendmico 40S. As
proteinas ndo estruturais (p90 e p150) estdo envolvidas na replicacdo e transcricdo do ARN mensageiro

subgendmico, mas ndo sdo imunogénicas (10).

De forma a facilitar a vigilancia viroldgica foi criado um sistema de nomenclatura que permite acomodar a
descoberta de novos gendtipos da rubéola e acompanhar a evolugdo do virus. Isto permite ainda
caracterizagdo genética, nomeagao do virus e organizacdo de sequéncias em gendtipos reconhecidos e

provisérios (14).

Neste momento, encontram-se descritos 12 genétipos reconhecidos (1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1I, 2A, 2B,
2C) e 1 provisorio (1a). Os nimeros referem-se a grupos distantes de virus designados clade 1 e clade 2 e as
letras representam grupos de gendtipos dentro dos clades, a letra minlscula representa gendtipos
provisodrios (14). Apenas é conhecido um serotipo, no entanto este ndo demonstra reatividade com outros

virus (10).

Este é um virus relativamente sensivel a temperatura, mas mais estdvel ao calor do que o virus do sarampo.
E inativado apds 30 minutos a 56°C, 4 minutos a 70°C e 2 minutos a 100°C. Degrada-se rapidamente a
temperaturas de -20°C, mas é estavel a -60°C e quando liofilizado com estabilizadores. Quando estabilizado

com proteina, pode ser congelado e descongelado repetidas vezes. O virus é inativado com solventes



lipidicos (éter, cloroférmio e acetona), acidos fracos, luz ultravioleta, pH baixo, tripsina e ainda com ampla

gama de desinfetantes como hipoclorito de sddio a 1%, etanol a 70% e formaldeido (2,3).
1.3 Transmissao

O virus da rubéola é transmitido através de aerossodis, contato direto com pessoa infetada, objetos
contaminados e através da placenta. Pode ocorrer também transmissdo a partir do contato com urina de

bebés com SRC, uma vez que o virus é excretado em grande quantidade durante o primeiro ano de vida (3).

O periodo de incubacdo é de 14 dias, podendo variar entre 12 a 23 dias. Quando o virus entra em contato
com uma pessoa suscetivel, este infeta a nasofaringe, replica-se no trato respiratério e dissemina-se para
os ganglios linfaticos até chegar a corrente sanguinea. A virémia comeca 5-7 dias apds a exposicdo com
disseminacdo para o resto do corpo, visivel através da erupg¢do cutanea. Esta é imunologicamente mediada
e coincide com o desenvolvimento dos anticorpos anti-rubéola (figura 2). A rubéola é contagiosa
essencialmente com o aparecimento da erupgdo, contudo o contagio pode ocorrer entre 1 semana antes a
5-7 dias apds a erupgdo cutanea. No entanto, cerca de 50% dos casos de infegdo sdo adquiridos a partir de

casos subclinicos ou assintomaticos (2,3).

A infecdo transplacentaria ao feto ocorre durante a fase da virémia (1,2). Se esta ocorrer no primeiro
trimestre de gravidez, resulta em cerca de 90% de fetos infetados e 100% dos infetados terdo

deformidades congénitas, podendo resultar em aborto espontaneo (10).

Como referido anteriormente, os sintomas clinicos nas criangas normalmente estdo ausentes, no entanto
os adultos podem desenvolver febre associada a virémia antes do inicio da erup¢do. Quando se desenvolve

a resposta humoral, termina a fase de virémia e ocorre o aparecimento da erupc¢do cutanea (figura 2) (1).
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Figura 2.Relagdo entre caracteristicas clinicas, viroldgicas e imunoldgicas na infegdo por rubéola [adptada] (1)



1.4 Manifestagdes clinicas

A rubéola é uma doenca viral que afeta principalmente criangas, adolescentes e adultos jovens. E muitas
vezes assintomatica, mas quando surgem sintomas estes caraterizam-se por erupcao cutanea, febre baixa,
dores articulares, faringite e adenopatias cervicais. O aumento dos ganglios linfaticos ocorre 5-7 dias antes
da erupgdo cutanea e até 2 dias depois. Apesar de ndo ser um sintoma especifico, este pode ser mais
pronunciado e perdurar por um maior periodo de tempo na rubéola do que noutras doengas, como por
exemplo, o sarampo (3,11). Geralmente o primeiro sintoma a surgir nas criangas é a erupg¢do cutanea, ao
contrario do que acontece nos adolescentes e adultos jovens que 1 a 5 dias antes do aparecimento da
erupgao ocorre a fase prodrémica envolvendo febre baixa, dor de cabega, mal-estar, conjuntivite, tosse,
dor de garganta e linfadenopatias. A erup¢dao maculopapular é menos evidente do que a erupgao do
sarampo, pode ser pruriginosa, iniciando-se normalmente no rosto e progredindo da cabeca para os pés,

desaparecendo apds 1-3 dias (2,3).

Podem ocorrer manifestagdes hemorragicas (1 em 3 000) como purpura trombocitopenia, hemorragia
gastrointestinal, cerebral ou intra-renal, sendo mais frequente em criancas do que em adultos. Nas
mulheres adultas, podem surgir complicagdes como artralgia ou artrite, podendo durar desde o inicio da
erupcao até um més depois. Também surgem casos de encefalite (1 em 6 000), principalmente em adultos.

Complicag¢des adicionais podem ser orquite ou neurite (1,2).

A infecdo pelo virus da rubéola torna-se mais grave durante a gravidez. O tempo de gestacdo em que a
infecao materna ocorre relaciona-se com a gravidade da infe¢do fetal. O primeiro trimestre é a fase em que
ocorre a formagdo e desenvolvimento do embrido e a gravidade é maior devido ao elevado tropismo do
virus para os tecidos fetais (7,11). O dano fetal ocorre através da destruicdo de células induzida pelo virus,

bem como o efeito do virus na paragem da mitose (1,3).

Apesar da infecdo fetal poder ocorrer durante toda a gestacdo, a frequéncia e a gravidade das
complicagbes diminuem se a infecdo materna acontecer apds o primeiro trimestre, uma vez que se inicia o
desenvolvimento de respostas imunes humorais e mediadas por células na mae e ocorre transferéncia de

anticorpos maternos para o feto (1,2).

A infecdo no feto pode resultar em aborto espontaneo, morte fetal ou nascimento de crianca com
alteragGes congénitas (3,15). Um recém-nascido que apresente a triada classica de cataratas, anomalias
cardiacas e surdez neurossensorial define-se com SRC. As complicacGes oftalmoldgicas e cardiacas ocorrem
principalmente nas primeiras oito semanas de gestacao e os danos cerebrais e auditivos nas primeiras 18
semanas (3). A surdez é a complicagdo mais comum e, por vezes, a Unica manifestacdo de infecdo por
rubéola. No entanto, também podem ser observadas outras malformacbes do tipo major (glaucoma

congénito, microcefalia, retinopatia), do tipo minor (purpura trombocitopenia, esplenomegalia, ictericia nas
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primeiras 24 horas de vida) ou apresentar um quadro assintomatico ao nascer, surgindo manifestacdes
clinicas tardiamente tais como surdez parcial ou atraso psicomotor. Posteriormente pode igualmente surgir
diabetes mellitus. Bebés que sobrevivam ao periodo neonatal tém maior risco de atraso no
desenvolvimento, incluindo autismo. Quando a infecao fetal ocorre sem altera¢gGes congénitas denomina-

se infe¢do por rubéola congénita (IRC) (2,7,11,13).
1.5 Tratamento

Atualmente, ndo existe nenhuma terapéutica antiviral indicada para a rubéola. Como a maioria dos casos a
rubéola sdo subclinicos e autolimitados, ou seja, evolui espontaneamente para a cura, nao requer
tratamento especifico. O tratamento deve ser indicado apenas no alivio dos sintomas. No entanto, em
situacdes de SRC, o tratamento passa por intervencdes cirurgicas para os defeitos congénitos cardiacos,

oculares e algumas deficiéncias na audigdo. (2)

1.6 Epidemiologia

A rubéola é uma doenca com distribuicdo mundial e afeta principalmente criancas e adultos jovens. Ocorre
de forma sazonal, em zonas temperadas durante o final do inverno e inicio da primavera, com epidemias a
cada cinco a nove anos. Estes ciclos encontram-se relacionados com a acumulagdo de pessoas suscetiveis
na populacdo e taxas de contato. A extensdo e a periodicidade da epidemia é varidvel nos paises

desenvolvidos e em desenvolvimento (2,13,16).

Antes da implementagdo da vacina, as grandes epidemias levavam a elevados niveis de morbilidade.
Exemplo disso foi a epidemia nos EUA entre 1964 e 1965, que resultou em 11 000 6bitos (17). No Reino
Unido, ocorriam epidemias a cada 4-7 anos e a maior parte da populagdo tinha adquirido imunidade
natural aos 15 anos de idade; porém cerca de 18% das mulheres em idade fértil permaneciam suscetiveis a
infecdo primaria e, por isso, continuavam a surgir casos de SRC (15). A estimativa de casos de SRC que
ocorriam durante periodos endémico variava entre 0,1 a 0,2 por 1000 nados-vivos, enquanto durante as
epidemias era de 0,5-4,0 por 1000 nados-vivos tanto em paises em vias de desenvolvimento como em

paises desenvolvidos (13,18).

Os paises desenvolvidos que implementaram nos planos de vacinagdo a vacina da rubéola (monovalente ou
combinada) reduziram o nimero de casos de infecdo e de SRC, conseguindo em muitos casos eliminar a
doenca. Desde 2004 que a rubéola foi eliminada nos EUA, enquanto os ultimos casos endémicos de rubéola
na América ocorreram em 2009 sendo declarada a sua eliminagao nesta regido em 2015, demonstrando
assim a eficdcia da vacinagdao. Continuam, no entanto, a ocorrer importagdes internacionais de paises onde
a rubéola é endémica. O niumero de casos de rubéola na Europa registou uma redugao de 98% entre 2000 e
2009 (8,13,19-21). No entanto, e no mesmo periodo, o nimero de casos de rubéola diminuiu apenas 35%

na regidao do Mediterraneo. Pelo contrario, a regido Africana e o Sudoeste Asidtico aumentaram os casos de
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rubéola 20 e 14 vezes, respetivamente. Este aumento ocorre porque estas sdo zonas em desenvolvimento

e so alguns paises tém a vacina nos seus planos de vacinagao (21).

Em 2016 foram reportados 22 361 casos de rubéola a OMS, uma diminuicdo de 97% face ao ano de 2000
(670 894 casos). No entanto, acredita-se que o valor real seja bastante superior, pois esta é uma doenca

muitas vezes assintomadtica e sua ocorréncia é subnotificada (22).

Apesar do progresso apés a implementagdo da vacina, a rubéola ainda é considerada um problema mundial
de saude publica. Na Europa, esta é uma doenca de declaragdo obrigatéria e vdrios casos tém surgido de
diversos paises. Em 2012 ocorreu um surto de rubéola na Roménia, afetando maioritariamente individuos
do sexo masculino devido a uma estratégia de vacinacdo que incidia em mulheres (20,23). Na Poldnia, nos
primeiros 4 meses de 2013, foram registados 21 283 casos de rubéola (o maior desde 2007). Tal como na
Romeénia, o surto ocorreu principalmente em homens (81%) entre os 15 e 29 anos. Isto permite observar os
efeitos da vacinacdo seletiva em raparigas adolescentes desde 1989. Foi possivel obter o estado
imunoldgico em 15 237 casos notificados, 10% estavam vacinados com uma dose de vacina contendo
rubéola e apenas 2% com duas ou mais doses (20). Também em 2013, mas no continente asiatico (Japdo),
foi descrita uma epidemia com 13 casos de SRC e com mais de 11 000 casos de rubéola em que 70%
ocorreram em homens entre 20 e 39 anos, assinalando mais uma vez o enfraquecimento na estratégia
inicial que fornecia a vacina apenas a raparigas adolescentes (24). Os ultimos dados disponibilizados sdo
referentes ao periodo entre Julho de 2018 a Junho de 2019, em que foram notificados 483 casos de rubéola
na Europa. O maior nimero de casos foi descrito pela Poldnia (372 casos), Alemanha (57 casos), Itdlia (24

casos), Espanha (12 casos) e Roménia (4 casos) (25).

Para além destes surtos, segundo a OMS, um terco da populagdo mundial ainda ndo dispde da vacina,
estando suscetivel a infegdao. Em 1996, no continente africano, nasceram cerca de 22 000 criangas com SRC.
Estes numeros mantém-se, uma vez que poucos paises implementaram a vacinagao contra a rubéola nos

seus programas de imunizagdo (26).

Os surtos de rubéola sdo normalmente seguidos por um aumento de SRC. O maior risco de SRC ocorre
principalmente nos paises com altas taxas de suscetibilidade entre mulheres férteis e que ainda ndo
introduziram a vacina contra a rubéola. Até 2007, de acordo com a OMS, nasceram mais de 100 mil bebés

com SRC por ano em paises em desenvolvimento (2,3,16).

Em 2010 foi calculada por pais a incidéncia da SRC por 100 000 nascimentos de nados vivos. Verificou-se

gue os paises com maior incidéncia pertencem as regides Africana e do Sudoeste Asiatico (figura 3) (27).
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Figura 3. Dados sobre a incidéncia da SRC em 2010. [adaptada] (27)

Em Portugal, a rubéola e a rubéola congénita sdo doencas de declara¢do obrigatéria. Entre 1987 e 2015
tem havido uma diminui¢do de casos de rubéola (exclui casos de SRC) (figura 4). Os casos notificados entre
2012 e 2015 ocorreram maioritariamente em mulheres (nove casos) e apenas cinco casos em homens (28).
Segundo o instituto nacional de estatistica, em 2017 foram declarados quatro casos de rubéola, trés deles
pertencentes a individuos do sexo feminino e um do sexo masculino. Estes valores ndo tém em conta casos

de SRC (29).
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Figura 4.Numero de casos notificados de rubéola, Portugal, 1987-2015 [adaptada] (29

Também os casos de SRC tém vindo a diminuir sendo, nos ultimos anos, praticamente inexistentes (figura
5) (28). Entre 2009 e 2015 foram notificados trés casos de SRC, dois dos quais foram importados do
continente africano e um foi autdctone, uma vez que a mae ndo viajou para fora do pais e ndo foi

estabelecida uma ligacdo epidemioldgica entre a infe¢do materna e o contato com um caso importado (11).
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Figura 5. Numero de casos notificados de Rubéola Congénita, por ano de notificagdo, Portugal, 1987-2015 [adaptada] (28)

Apesar destes casos, com base nas altas taxas de cobertura vacinal e na ndo existéncia de casos
confirmados, Portugal teve pela primeira vez o estatuto de eliminagdo da rubéola em 2015 e tem-no

mantido até ao momento (30,31).

1.7 Erradicagao e Prevengao

Para prevenir a disseminacdo da rubéola e a infecdo congénita é essencial que os paises estabelecam
sistemas eficazes de vigilancia e relatem os resultados 8 OMS (3). E de igual importancia a implementac3o
de campanhas de sensibilizacdo, alertando a populacdo sobre a forma de transmissdo e salientar a
importancia da vacinacdo (23). Existe a possibilidade de erradicar globalmente a rubéola, porque como foi
referido anteriormente o homem ¢é o Unico hospedeiro conhecido, as vacinas sdo seguras e altamente
eficazes (295% imunes apds uma Unica dose) e o diagndstico é eficiente. No entanto, durante o processo de
erradicacdo é fundamental o comprometimento politico e quando atingida esta meta, devem-se manter
planos de a¢do durante os anos seguintes, uma vez que os paises estdao sob risco constante de importar e
reintroduzir o virus (8,13,20). Os profissionais de saude tém também um papel importante de sensibilizagdo

das comunidades para que se alcance altos niveis de imunizagdo contra a rubéola (32).

Encontra-se descrito em alguns estudos que a rubéola é mais facil de erradicar do que o sarampo. Em
Portugal, foram descritos alguns surtos de sarampo mesmo na populagdo com alta cobertura vacinal. Os
casos ocorreram em profissionais de salde que apesar de vacinados tiveram um elevado nivel de exposicdo
ao virus (33). Também no Reino Unido a mesma situacao foi descrita (13). No caso da rubéola isso ndo tem

sido descrito.

Em muitos paises, é recomendado o rastreio de anticorpos contra a rubéola na consulta pré-concecional de
forma a identificar e vacinar mulheres suscetiveis. No entanto, é importante perceber quais os casos

classificados como suscetiveis e na realidade estdo protegidos, porque isto leva a stress nas mulheres



gravidas e a alguns custos no acompanhamento pds-parto. E por isso essencial rever os valores de protegdo

(15,17,20).

Em 2012 foi criado o Plano Estratégico Global de Sarampo e Rubéola 2012-2020 com o objetivo de alcancar
um mundo sem sarampo, rubéola ou SRC. Este plano visa eliminar o sarampo em seis regides da OMS e a
rubéola em duas regides (8). Foram definidas cinco etapas: 1) alcancar e manter niveis elevados de
imunidade na populacido, obtendo uma cobertura vacinal superior a 95% com duas doses de vacina; 2)
Controlar a doenca utilizando vigilancia eficaz e avaliar os esfor¢cos programaticos; 3) Criar um plano de
resposta rapida a surtos; 4) Comunicar de forma a construir confianca publica e demanda por imunizacgdo;
5) Realizar pesquisa e desenvolver apoios para operag¢des de baixo custo e para ferramentas de vacinacdo e

diagndstico (13,34).

Trés das seis regides da OMS (Africa, Mediterrdneo Oriental e Sudoeste Asitico) ainda ndo estabeleceram
metas de controlo ou eliminac¢do da rubéola. A regido do Pacifico Ocidental tinha determinado a prevencao
de SRC (<1 caso de SRC por 100 000 nados-vivos) até 2015. Por sua vez, a Europa tinha como meta a
eliminacdo até 2015, ndo tendo, no entanto, sido bem-sucedida, ao contrdrio da América que ja atingiu a

eliminagdo (13).
1.7.1 Vacinagao

O controlo e prevencdo da rubéola baseiam-se principalmente na vacinac¢do. Antes da introducdo da vacina
contra a rubéola, a infecdo ocorria durante a infancia e 85% a 95% das mulheres estavam imunes na idade
fértil. No entanto, ocorriam epidemias periddicas em criangas que atingiam mulheres adultas suscetiveis e

provocava elevados casos de SRC (18).

Em 1969 foi licenciada uma vacina viva atenuada e criangas entre um e quatro anos receberam uma dose
Unica. No ano seguinte, foram vacinadas mulheres em idade fértil, estudantes universitarios, militares e
profissionais de satude. Em 1978, a vacina combinada trivalente contra o sarampo, a parotidite epidémica e
a rubéola (VASPR) foi introduzida e um ano depois a vacina contra a rubéola RA 27/3 substituiu a HPV-77 e
Cendehill. Dez anos mais tarde, foram implementadas duas doses de VASPR, ndo parecendo no entanto
gue, apds uma Unica dose haja um aumento de transmissdo do virus, indicando que a dose Unica pode ser

adequada para interromper a transmissdo (10,13).

Em comparacdo com as outras vacinas, a vacina baseada na estirpe atenuada viva RA27/3 induz titulos mais
elevados de anticorpos e produz uma resposta imune muito préxima da infecdo pelo virus do tipo

selvagem, sendo esta a vacina mais utilizada mundialmente (4,6,10).

O virus da vacina RA 27/3 é isolado a partir da faringe e é atenuado por 25-30 passagens em cultura de

tecidos, utilizando fibroblastos diploides humanos. Este virus atenuado ndo é transmissivel, exceto nos
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casos de amamentagcdo em que a crianga pode desenvolver erupgdo leve. E uma vacina segura, mais

imunogénica do que vacinas utilizadas anteriormente e produz seroconversao entre 95-100% (2,10).

As Ultimas estimativas da OMS relativas a cobertura vacinal de imunizagao mostram que 15 paises da Unido
Europeia (UE) relataram pelo menos 95% de cobertura vacinal para a 12 dose da vacina contendo rubéola
em 2017. Apenas Portugal, Hungria, Eslovaquia e Suécia relataram cobertura vacinal de pelo menos 95%
para as duas doses. No entanto alguns paises como a Franca, Italia, Bulgdria e Poldnia tém baixas taxas de

cobertura. (25)

Em Portugal, a vacina contra a rubéola foi introduzida no Plano Nacional de Vacinacdo (PNV) em 1984 e
foram imunizadas adolescentes do sexo feminino com idades entre 11-13 anos e mulheres adultas ndo
imunes. Em 1987 iniciou-se uma segunda fase preventiva com a administracdo universal de uma dose Unica
aos 15 meses em ambos os sexos, da VASPR. Mais tarde, em 1990, foi adicionada mais uma dose entre os
11 e os 13 anos. Em 2000, a segunda dose foi antecipada para os 5-6 anos, e foram vacinadas adolescentes
entre os 10 e 13 anos com data de nascimento anterior a 1993. Em 2012, a primeira dose passou para os 12
meses obtendo mais precocemente imunidade individual e de grupo e em 2017 a segunda dose foi definida

aos 5 anos de idade sendo este o plano atualmente (figura 6) (11,31,35).

Idade
Vacina | Doenga o 2 4 B 12 18 5 10 25 45 g5 1010
MESES IMESES ME5S8S MESes MEeses MEeses ands anos  anos  anos  anos  anos
Hepatite B VHE1 | | wHE 2 VHE 3
Hoemaphilus influenzae b Hia 1 HbZ || HEZ Hib 4
Difteria, tétano, tosse convulsa DTPal| |DTPaz| |DTPa2 DTFa4| |DTFas
Poliomielite WP 1 VIP2 WP 3 VIF4 ‘ VIR 5
Streptococcus pRewmonios Pryg 1| |Pnyy 2 Priys 3
Neisserio memingitidis C Menc 1
Sarampo, parotidite epidémica, rubéola MASFR 1 MASPR 2
Wirus Papiloma humano’ HPV 1.2
Tétanao, difteria e tosse convulsa? Tdpa - Grividas
Tétano e difteria* Td Td Td Td Td

Figura 6. Programa Nacional de Vacinagdo atual, Portugal, 2019 [adaptada] (31)

Em 2016, a vacina contra a rubéola estava implementada nos planos nacionais de vacinagdo em cerca de
70% dos 193 estados membros da OMS, refletindo-se numa redugdo substancial da incidéncia global de
casos de rubéola e SRC (figura 7). Sabe-se que em paises como Roménia, Polénia, Africa do Sul, China,

Vietnam e Indonésia ainda permanecem reservatérios de virus da rubéola. Isto deve-se a uma cobertura
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vacinal inadequada ou aos “Objetores de consciéncia” a vacinacdo por motivos religiosos, por exemplo. A
fonte mais comum de infecdo em paises com boa cobertura vacinal é através de individuos infetados que

viajam para e de regides onde a rubéola é endémica (6,10).

B vCR nos esquemas de vacinagdo de rotina e eliminagdo da rubéo(reriﬁcada
B VCR nos esquemas de vacinagio de rotina e rubéola nio eliminada

O Sem VCR nos esquemas de vacinagio de rotina
O Ndo-aplicivel

Figura 7. Mapa dos paises que possuiam, em 2016, estratégias de vacinagdo contra a rubéola (VCR) [adaptada] (22)

Uma consequéncia dos programas de vacinagdo contra a rubéola é a diminuicdo da circulagdo do virus
selvagem e consequentemente a diminuicdo da percentagem de individuos naturalmente imunes. E
também possivel observar uma reducdo dos niveis de imunoglobulina G (IgG) nos individuos vacinados em
comparac¢do com os que adquiriram imunidade a partir do virus selvagem. Este é um dos fatores que leva a
problemas na padronizagdo dos testes e na interpretacdo clinica do estado imunoldgico/ndo imune dos
individuos (6,10,36). H4 20 anos atrds ja se considerava que as concentracdes de anticorpos adquiridos por

vacina iriam diminuir ao longo do tempo para menos de 10UI/mL (1).

Na Finlandia, observou-se que, seis meses apds a toma de duas doses de VASPR, todos os individuos tinham
IgG 210Ul/mL, no entanto 20 anos depois 24% tinham valores inferiores a 10UI/mL (37). No Canada, entre
2009 e 2012, realizou-se um estudo de coorte em gravidas e em 10,1% os niveis de IgG estavam entre 5 e
10UIl/mL, apesar das participantes serem vacinadas (6,38,39). Na Franca ndo foi atingida uma alta
cobertura com duas doses, mas as mulheres que receberam uma dose foram consideradas imunes a

rubéola e ndo sdo rastreadas (6).

Foi demonstrado que, apds uma Unica dose da vacina VASPR, s6 9% de 307 criangas permanecem
seronegativas e 60% tiveram o nivel mais baixo detetavel por um teste de neutralizacdo (TN). Um més apds
a segunda dose, apenas 1% permaneceu seronegativa. Doze anos apds a segunda vacinagdo, a resposta

imune diminuiu para os valores registados na primeira vacina (36).

Nos paises em desenvolvimento tem sido dificil introduzir as vacinas nos seus programas devido a duas

razoes principais. A primeira, devido ao custo. Embora o pre¢o da vacina seja relativamente baixo, ao ser
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adicionada nos programas de vacinagdo em paises com orgamento de salde sobrecarregados, leva a um
peso adicional dificil de sustentar. A outra razdo é que para evitar o aumento de casos de SRC, para além de
ser necessdrio manter uma cobertura vacinal acima de 80%, sdo também necessarios programas de
imunizacdo contra a rubéola para alcancar imunidade de grupo e muitos paises ndo seriam capazes de

sustentar tais projetos (21).

No entanto, mesmo com a reducdo da seroprevaléncia em populagbes vacinadas, até ao momento nao se
verificou a ocorréncia de grandes surtos de rubéola nem um aumento de incidéncia de SRC, sendo indicio

de que baixos niveis de IgG do virus da rubéola podem ser suficientes para protecédo (4,6).
1.8 Diagnostico laboratorial

O diagnéstico da rubéola baseado apenas em sinais e sintomas clinicos ndo é consistente, por um lado
porque existem outras causas de erupg¢do cutanea que podem mimetizar a infecdo por rubéola (sarampo,

escarlatina, eritema infecioso) e por outro, a grande maioria das infe¢cGes podem ser subclinicas (3).
1.8.1 Determinac¢ao do estado de infegao

O estado de infecdo da rubéola pode ser determinado recorrendo a varios métodos laboratoriais.
Atualmente, os métodos laboratoriais mais utilizados sdo a serologia, a Polymerase Chain Reaction (PCR) e

a culturaviral (2,3,17):

a) Detegdo de anticorpos IgM para a rubéola por imunoensaio enzimatico. Os testes podem variar no
método, sensibilidade e especificidade e podem ocorrer resultados falsamente positivos em
pessoas com outras infe¢des virais, como por parvovirus B19 ou mononucleose infeciosa, ou por
fator reumatoide positivo. Além disso, a IgM é normalmente detetavel entre 4 a 30 dias apds o
inicio da erupcdo cutanea, mas pode permanecer durante um ano apos a infegdo natural, vacinacdo
ou reinfecdo. (Este método nao deve ser utilizado nas situa¢cdes em que tenha sido administrada
vacina oito dias a oito semanas antes da colheita da amostra);

b) Seroconversdo IgG ou aumento no minimo de quatro vezes o titulo para o virus da rubéola. A
segunda amostra deve ser colhida 10 dias apds a primeira (exceto nos casos em que foi
administrada vacina oito dias a oito semanas antes da colheita da amostra);

c) Detec¢do do genoma viral por PCR, sendo possivel detetar o virus entre um semana antes e duas
semanas apds o inicio da erupgdo cutanea;

d) Cultura viral positiva para virus da rubéola, sendo um método de extrema importancia
principalmente nos casos suspeitos de rubéola ou SRC. No entanto, esta excelente ferramenta

epidemioldgica ndo é efetuada rotineiramente porque é laboriosa e onerosa.
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Dos métodos acima referidos, o mais utilizado para confirmacdo do diagndstico de rubéola é a serologia. A
colheita de soro deve ser feita entre 7 a 10 dias ap6s o inicio da doenga e novamente 14 a 21 dias depois.

Os testes disponiveis variam entre laboratérios (2).

Para além do soro, pode ainda ser utilizado liquido cefalorraquidiano, urina e secrecdes nasofaringeas. Em
casos de SRC pode ser feita bidpsia dos tecidos. E possivel isolar o virus a partir de secrecdes nasofaringeas

uma semana antes e até duas semanas apds o inicio da erupgao cutanea (3).

Os testes para diagnosticar rubéola devem ser realizados quando houver suspeita de infegdo com base em
sintomas clinicos ou caso haja exposicdo conhecida. No entanto, verifica-se que os testes de IgM sdo

pedidos inadequadamente em consultas pré-concecionais em mulheres assintomaticas (19).
1.8.2 Determinagao do estado imunitdrio para a rubéola

Para determinar o estado imunitdrio para a rubéola é efetuada a determinacdo da concentracdo da IgG
especifica. Quando o virus foi descoberto, o método de referéncia utilizado foi o TN. Este &, no entanto, um
teste laborioso para ser utilizado na rotina laboratorial, por isso sé se encontra disponivel em alguns
laboratdrios de referéncia. Consequentemente, este teste foi substituido pelo teste de inibicdo de
hemaglutinagdo/hemaglutinina (HAI), maioritariamente usado até aos anos de 1980. Muitos dos testes
atuais foram calibrados utilizando HAI. Atualmente, nos paises desenvolvidos em que a imunidade ocorre
principalmente devido a vacinacdo, a determinacdo de imunidade é efetuada a partir de imunoensaios

comerciais, utilizando sistemas de detecdo enzimatica ou quimiluminescéncia (4,6,7,13,40,41).

Devido as graves consequéncias da rubéola na gravidez, encontra-se padronizado o teste pré-natal da IgG
para rubéola de forma a identificar mulheres que ndo sejam imunes para que estas sejam vacinadas apds o

parto de forma a prevenir futuras infe¢des por rubéola (10,19).

E essencial que os resultados laboratoriais sejam bem interpretados clinicamente, para minimizar a
ansiedade do paciente, especialmente se a interrup¢do da gravidez for considerada (17). No entanto,
analisando o que tem sido descrito ultimamente, é possivel observar que a padronizacdo dos testes do
virus da rubéola ndo é eficaz. Tem sido possivel observar resultados diferentes para uma mesma amostra

utilizando kits comerciais diferentes e, consequentemente, diferentes interpreta¢gdes quanto a imunizacdo

(4).
1.8.2.1 Padrdo internacional

O padrao internacional é uma amostra liofilizada reconstituida com solu¢do salina para o virus da rubéola
utilizado pelos fabricantes para padronizar resultados quantitativos reportados nos testes de IgG contra

este virus (10).
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Em 1970, o Comité de Peritos em Padronizagao Bioldgica da OMS disponibilizou um soro de imunoglobulina
humana normal com um soro de referéncia internacional de virus da rubéola com base nos resultados
obtidos nos TN, denominado Segunda Preparacdo Internacional de Referéncia do Soro anti-rubéola
(4,38,42). Todos os padrdes subsequentes, incluindo o RUBI-1-94 introduzido em 1995, foram calibrados
contra esta preparacao de referéncia. Este padrdo consiste numa pool de Ig humana normal e com

aproximadamente 1600Ul por ampola (43).

A partir de 1980 todos os resultados passaram a ser relatados em unidades internacionais por mililitro
(Ul/mL) (10). Foram descritos valores minimos, dependendo da técnica utilizada, abaixo dos quais os
individuos devem ser vacinados (12Ul/mL para hemdlise radial Unica; 24-48Ul/mL para HAI e 5-15Ul/mL
para imunoensaios comerciais). Contudo, estes valores ndo eram representativos do limite para a
imunidade protetora. Em 1992, com base na resposta da IgG do virus da rubéola e avidez apds vacinagao, o
cut-off foi estabelecido em 10Ul/mL, mantendo-se inalterado desde entdo. Em 1996 houve uma tentativa
de definir o ultimo padrdo internacional da OMS para a IgG do virus da rubéola (RUBI-1-94), baseado em
HAI, hemdlise radial Unica e imunoensaios comerciais. No entanto, foram observadas varias reagées falso-
positivas e ndo era possivel diferenciar entre titulos baixos de anticorpos e inibidores ndo especificos de

aglutinacdo (4,7).

Varias publicagdes tém sublinhado a falta de comparagao de resultados entre ensaios. Os testes utilizados
para definir o valor ao padrdo sdo agora obsoletos e foram substituidos por imunoensaios comerciais
baseados em tecnologias superiores. Para além disso, este valor foi definido numa época em que existia
uma maior circulagdo do virus da rubéola do tipo selvagem e a maioria dos individuos testados quanto aos
niveis de anticorpos adquiriu imunidade por infe¢do natural. Atualmente o virus selvagem circula cada vez
menos nas populacdes vacinadas e as oportunidades para os impulsionadores naturais pds-vacina
tornaram-se raros (4,7,38). Varias equipas tém demonstrado nos seus estudos que a imunidade induzida
por vacina provoca menores nhiveis de anticorpos em comparag¢do com a induzida por infe¢do natural (44—

49).

Com base no que tem sido descrito, é visivel que a padronizagdao ndo tem sido eficaz, uma vez que quando
se utilizam diferentes imunoensaios na mesma amostra, os resultados sdo diferentes, levando a
interpretacdes erradas. Dimech et al., prop06s algumas razdes pelas quais existe falta de padronizacdo dos
testes de 1gG contra o virus da rubéola e continuam a persistir por mais de 40 anos apds a criacdo do

padrdo (10).
1.8.2.2 Teste de Neutralizagdo

O TN foi o primeiro teste utilizado para realizar diagndstico seroldgico e determinar o estado imunitario. A

detecdo de anticorpos neutralizantes especificos do virus é o marcador ideal para a determinagdo da
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imunidade contra um microrganismo viral uma vez que permite avaliar a fungao bioldgica de anticorpos,
deteta outras classes de anticorpos que o immunoblot (IB) ndo deteta como IgA e IgM e deteta anticorpos
tanto para E1 como para E2 e a reatividade neste teste ainda é o indicador mais confidvel de imunidade

protetora (7,10,38,40,41).

Apesar de haver possibilidade de automatizagdo da técnica em certas fases do processo, este continua a ser
um teste trabalhoso, demorado, com diferentes sensibilidade e com o qual se obtinham titulos baixos

(10,13,38).

1.8.2.3 Teste de inibicdo da hemaglutinagao

Este teste veio substituir o TN e baseia-se no principio de que a hemaglutinina do virus aglutina os
eritrécitos de varias espécies animais. Deteta tanto 1gG como IgM, mas podem ocorrer falsos-negativos se
estiverem presentes anticorpos especificos para o virus da rubéola diferentes daqueles contra a
hemaglutinina, por exemplo, anticorpos anti-proteina C. Para além disso, os resultados podem ser varidveis
devido a selecdo de reagentes (utilizacdo de espécies diferentes e a qualidade dos eritrdcitos), a escolha do

antigénio viral e a metodologia aplicada (temperatura, tempo de incubacdo, pH dos reagentes) (50).
1.8.2.4 Imunoensaios comerciais

Os imunoensaios comerciais vieram substituir os HAI pois estes podem detetar subclasses de anticorpos ou
detetar antigénios especificos. Os imunoensaios IgG do virus da rubéola inicialmente usavam uma placa de
titulagdo com um sistema enzimatico de detegdo baseado na cor. O primeiro analisador automatico para
detetar IgG do virus da rubéola foi o Abbott IMx, mas depois deste foram desenvolvidos outros
analisadores utilizando diferentes sistemas de detecdo como a imunofluorescéncia (bioMérieux VIDAS,
Abbott AxSYM), a eletroquimioluminescéncia (Roche Elecsys) e a quimiluminescéncia (Abbott Architect,
DiaSorin Liaison, Siemens ADVIA Centaur). Para além das diferencas nas tecnologias também os
conjugados, substratos, antigénios, tempos e temperatura de incubagdo podem ser distintos. Apesar destes
fatores poderem variar, estes testes demonstraram possuir boa linearidade e até sensibilidades e

especificidades equivalentes em alguns estudos (10,17).

Os imunoensaios comerciais disponiveis atualmente encontram-se calibrados com o Padrdo Internacional
da OMS, dando os resultados em Ul/mL. Os valores para a imunidade estdo definidos acima de 10Ul/mL

(4,7,10).

Em consequéncia do que foi referido acima era expectavel que os testes seroldgicos estivessem
padronizados e que ao testar uma amostra com diferentes kits fosse possivel assumir que os resultados e
respetiva interpretacdo (positivo, negativo ou equivoco) seriam comparaveis. Porém, os antigénios

utilizados (virus total ou antigénio recombinante), o conjugado, o substrato, o sistema de detecdo e o tipo
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de teste (indireto, sandwich, competitivo ou captura) diferem entre testes e deste modo, dependendo do
imunoensaio comercial utilizado, os resultados quantitativos de IgG e respetiva interpretacdo podem diferir
e até serem discordantes para o mesmo soro. Este fendmeno é particularmente relevante para titulos

baixos de IgG do virus da rubéola (6,7,10,42).

O impacto resultante destas diferencas pode levar a uma gestao clinica confusa para mulheres gravidas
consideradas imunes ou suscetiveis, dependendo do teste utilizado. Podem também levar a revacinagdes
desnecessarias de individuos j& imunes e ao relato de falsas seroconversdes entre pessoas com baixos

titulos de 1gG do virus da rubéola (4,7).
1.8.2.5 Immunoblot

O IB é considerado um teste mais especifico do que sensivel, permitindo detetar anticorpos especificos
para o virus da rubéola, designadamente anticorpos anti-invélucro (anti-E1 e anti-E2), anti-capsideo (c) e o

complexo antigénico anti-E1/E2 (7).

Os antigénios do virus da rubéola sdo separados por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. E esta membrana que é utilizada para
ser incubada durante a noite com as amostras diluidas em tamp3o (1/100). Quando presentes, os
anticorpos especificos do virus da rubéola ligam-se aos antigénios impregnados na membrana, enquanto os
anticorpos nao ligados sdo eliminados por lavagem. Numa segunda etapa é adicionado o conjugado e, mais
uma vez, os anticorpos ndo ligados sdo eliminados pela lavagem. No final, ocorre uma reacdo que sera

visivel apds adicdo do substrato especifico, visualizando-se bandas na tira de nitrocelulose (7).

Um IB é considerado positivo quando pelo menos a banda anti-E1 é observada e classifica-se como
negativo se ndo forem observadas bandas (7). Segundo um estudo efetuado em 1999 por Nedeljkovic et al.,
a resposta 1gG contra a glicoproteina E1 é predominante em todos os grupos de pacientes, tanto nos
imunizados com o virus selvagem (pacientes com rubéola congénita ou infetados pelo virus no periodo pds-
natal) como a partir da vacina. No caso de reagGes dos anticorpos com as proteinas E2 e C foram descritas
diferengas entre os grupos de pacientes. No grupo de pacientes com infegao pelo virus da rubéola no
periodo pds-natal foi demonstrada uma fraca reatividade anti-E2 no ensaio de imunotransferéncia com
proteinas recombinantes autenticas (12). Best, et al.,, considera que ao serem detetados anticorpos IgG
para a glicoproteina E2 por IB indica que a infecdo primaria ocorreu mais de cinco meses antes (17). Zhang
et al., observaram que os anticorpos anti-E2 da classe IgG ndo eram detetados até um més apds o inicio da
rubéola aguda, mas eram detetdveis na fase de convalescenca (51). Pustowoit et al. utilizou testes de IB no
seu estudo e observou que anticorpos-E2 apareceram nos primeiros trés meses apds a exposicdo (52). A
maioria dos epitopos que neutralizam o virus da rubéola localizam-se na glicoproteina E1 e os anticorpos

dirigidos contra a proteina C e E2 isoladamente ndo sdo suficientes para proteger contra a infecdo (53).
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Encontra-se descrito que a proteina E2 é um antigénio fraco durante a infecdo pds-natal e que os
anticorpos anti-E1 se encontram de forma predominante na infecdo adquirida no periodo pds-natal,

enquanto os anticorpos anti-E2 eram relativamente abundantes em pacientes com SRC (12).
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2 Objetivos

O principal objetivo deste estudo é a avaliacdo do estado imunitdrio para o virus da rubéola, utilizando o IB,
numa populagdo feminina que previamente tinha apresentado resultados equivocos ou negativos em dois

imunoensaios comerciais.
Pretende-se ainda correlacionar os resultados obtidos no IB e as respostas sobre o estado vacinal.

Por ultimo, calcular os custos associados a utilizacdo de cada um dos testes utilizados na determinacao do

estado imunitario para o virus da rubéola.
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3 Material e métodos
3.1 Populagdo em estudo

Critérios de inclusdo: para este estudo foram incluidos individuos do sexo feminino que recorreram ao
Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa (CMLGS) para determinar o estado imunitario para a

rubéola e cujos resultados apresentaram uma IgG negativa ou equivoca.

0 estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica da Nova Medical School | Faculdade de Ciéncias

Médicas (NMS-FCM) da Universidade Nova de Lisboa (N216/2019/CEFCM) (Anexo n2 A).
3.2 Amostras clinicas

Foram utilizadas 150 amostras de soro colhidas entre Abril e Maio de 2019 nos postos de colheitas do
CMLGS. Nas 150 amostras recebidas, foram incluidas quatro com resultado positivo, englobadas como

grupo controlo e 146 com resultado de IgG especifica para a rubéola, negativo ou duvidoso.

O sangue foi colhido para tubos com ativador da coagulacdo e gel separador (BD Vacutainer ® SST™ ||
Advance) e apds retracdo do coagulo foi centrifugado a 3000 rotagdes por minuto durante 10 minutos para

obtencdo do soro. As amostras de soro estiveram armazenadas a 4°C até serem analisadas.

As amostras apds analise no CMLGS foram codificadas e armazenadas a 4°C até serem transportadas para o
laboratdrio da Unidade Curricular de “Infecdo: Etiologia, patogénese e bases terapéuticas” da Faculdade de
Ciéncias Médicas | NOVA Medical School (FCM|NMS), onde se efetuaram aliquotas, que foram

armazenadas a -20°C até serem utilizadas.
3.3 Metodologia utilizada na determinagao de anticorpos IgG

Todas as amostras foram testadas no CMLGS com o imunoensaio comercial Liaison® Rubella IgG (DiaSorin)
e quando ocorreu um resultado negativo ou equivoco realizou-se um segundo imunoensaio comercial,
VIDAS ®RUB IgG Il (bioMérieux). Na FCM|NMS as amostras foram testadas com uma técnica de
Immunoblot utilizando o recomBlot Rubella 1gG (Mikrogen GmbH) para confirmacdo qualitativa dos

resultados anteriores.
3.3.1 recomBlot Rubella IgG

O kit recomBlot Rubella IgG (Mikrogen) é constituido por dois recipientes de incubacdo com 10 cavidades
de incubacdo, 20 tiras de teste numeradas sequencialmente e revestidas com antigénios da rubéola, uma

tira de controlo pré-eluida e os seguintes reagentes (figura 8):
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3.3.1.1 Reagentes

Tampdo de lavagem (tampdo C) fornecido 5x concentrado, pelo que antes da sua utilizacdo foi
necessario realizar uma dilui¢do 1/5 com agua destilada.

Conjugado anti-IgG humano fornecido 100X concentrado. A solugdo foi diluida com tampao C
imediatamente antes da respetiva utilizacao.

Substrato de benzidina de tetrametil cromogénica, soro de controlo com valor fracamente positivo
E2, soro de controlo negativo (reagentes prontos a utilizar). Como a solucdo de substrato é

fotossensivel foi protegida da exposig¢do solar.

Cavidade de incubacao

Figura 8. Componentes do kit recomBlot IgG,(Mikrogen)

3.3.1.2 Procedimento

Colocou-se os reagentes a temperatura ambiente (18°C a 25°C) durante pelo menos 30 minutos
antes do inicio do teste.

Descongelou-se e homogeneizou-se as amostras.

Efetuou-se o plano de trabalho introduzindo em cada série um controlo fracamente positivo E2 e
um controlo negativo.

Pipetou-se 2mL de tampdo C em cada cavidade incubacgado.

Com o auxilio de uma pinga, introduziram-se as tiras de teste nas cavidades de incubagao.
Adicionou-se 20puL de cada amostra nao diluida nas respetivas cavidades de incubacao.

Incubou-se durante aproximadamente 12 horas (o protocolo permitia a incubagdo entre 10 a

16horas) sob ligeira agitagao.
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10.
11.
12.

13.
14.

Aspirou-se cuidadosamente com auxilio da pipeta de Pasteur o liquido. Secou-se com papel
absorvente.

Procedeu-se a lavagem com 2mL de tampado C durante 5minutos, agitando ligeiramente. Aspirou-se
todo o liquido com auxilio da pipeta de Pasteur.

Repetiu-se o passo anterior mais 3 vezes.

Adicionou-se 2mL de solu¢do de conjugado, incubou 1h sob agitacgdo ligeira.

Adicionou-se 2mL de tampao C, lavou-se durante 5Sminutos agitando ligeiramente. Aspirou-se todo
o liquido com auxilio da pipeta de Pasteur.

Repetiu-se o0 passo anterior mais 3 vezes.

Adicionou-se 1,5mL da solucdo de substrato. Incubou-se 10 a 15minutos agitando ligeiramente e ao
abrigo da luz solar. Mantiveram-se as tiras de teste na solucdo de substrato o tempo necessario,

até que nas tiras do controlo foi reconhecivel a banda E2.

Nota: No caso de soros com valor altamente positivo pode ocorrer uma hiper-reacdo de coloragao.

Nestes casos é recomendavel terminar antecipadamente a reacdo.

15.
16.

Lavou-se com agua desionizada, pelo menos 3 vezes (com auxilio de pipeta de Pasteur).
Secou-se as tiras de teste durante 2h entre papel absorvente, protegidas da luz solar antes de

proceder a leitura dos resultados.

O procedimento do teste immunoblot encontra-se resumido na figura 9.

T g
12 Incubacgao - ,\’"_(
Dubalbel
Lavagem ddod
S ':> _[/"‘ — '

22 Incubacgao

Lavagem lfJ 6b 'ﬂ
. . Reacgdo colorimétrica

Figura 9. Esquema do procedimento do teste recomBlot Rubella IgG [adaptada] (54)
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3.3.1.3 Validagao dos resultados

A série foi considerada valida quando:

e O controlo negativo ndo apresentou reacdo nas bandas especificas. Apenas foi visivel a banda de
controlo de reacgao situada abaixo do niumero de série, isto é, no inicio da tira de teste.

e O controlo positivo, incubado com soro com valor fracamente positivo para a glicoproteina E2,
apresentou bandas no controlo de reagdo, banda E1 e banda E2 (o dimero E1-E2 e a banda c
podem ou ndo reagir) (figura 10).

e Todas as tiras das amostras em andlise apresentaram a banda do controlo de reacdo colorida

(banda escura).

Controlo w=

E1-E2({Dimero)

E‘II

Ez‘!‘_"

Figura 10. Tira de controlo pré-eluida

3.3.1.4 Interpretacdo dos resultados

A avaliagdo das tiras de teste foi efetuada através de observagdo visual comparando com o controlo

positivo da série.

A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com os pressupostos considerados viélidos pela
equipa coordenada por Christelle Vauloup-Fellous para este tipo de teste. Assim, os resultados foram
considerados positivos quando, pelo menos, a banda anti-E1 foi visivel, negativos quando nenhuma das
bandas foi observada (exceto o controlo de reacdo), e equivocos quando as bandas ndo estavam

claramente discriminadas (6,7).
3.4 Analise estatistica

Os dados foram categorizados e organizados em tabelas e graficos de frequéncia absoluta.
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Utilizou-se o teste exato de Fisher para estudar a associacdo entre os resultados das duas varidveis
independentes (resultados do IB e estado vacinal da popula¢do). Foi considerado um nivel de significancia a

=0, 05.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Populagao em estudo

O nosso estudo incluiu 146 individuos do sexo feminino que recorreram ao CMLGS para determinar o
estado imunitario para o virus da rubéola entre Abril e Maio de 2019. A idade média foi de 29 anos, com

variagdo entre os 16 e os 57 anos (figura 11).

Habitualmente, nos paises desenvolvidos, o rastreio para anticorpos contra a rubéola é realizado em
mulheres em idade fértil, principalmente numa fase pré-concecional ou durante a gestagdo, de forma a
identificar e se possivel vacinar, mulheres suscetiveis antes da gravidez ou logo apds o parto. Outras razées
descritas para fazer esta andlise sdo a determinacdo do estado imunitario antes de terapia

imunossupressora ou a suspeita de infecdo aguda pelo virus da rubéola (43).

Na nossa populagdo foi incluida uma amostra de uma mulher com 57 anos, ou seja, fora da idade limite de
fertilidade (15-49 anos). No entanto, neste estudo ndo tivemos acesso a informagdo clinica relativamente

ao motivo pelo qual o rastreio estava a ser efetuado.

Idades
13 13 BN de individuos com 1gG
12 negativa/equivoca
10
9 9 9
8
7
= =
e 5
]
3 3 3 3 3
2 2 2 2 2 2
1 1 1

16 17 19 20 21 22 23 24 35 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3B 39 40 41 42 43 57

Figura 11. Distribuicdo da populagdo em estudo por idades.

4.2 Determinag¢do do estado imunitario para o virus da rubéola

4.2.1 Imunoensaios comerciais (avaliacdo realizada pelo CMLGS)

Inicialmente foi realizado o teste Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) nas 146 amostras. Destas, 143 (98%) foram
consideradas negativas (<10Ul/mL), apresentando as restantes 3 amostras (2%) resultado positivo
(=10Ul/mL) (figura 12), com um titulo que foi relativamente baixo, variando entre 10,30Ul/mL e 12,2Ul/mL,

havendo por este motivo, a necessidade de realizar o teste confirmatdrio (anexo B).
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B Negativo (<10UL/mL)
m Positivo (z10UI/mL)

Figura 12. Resultados do imunoensaio comercial Lisaison® Rubella 1gG
(DiaSorin), realizado no CMLGS.

O teste confirmatério utilizado no CMLGS foi o VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux). Das 146 amostras, 104
(71%) foram consideradas negativas (<10Ul/mL), 34 (23%) apresentavam resultado equivoco
(10<titulo<15UI/mL) e as restantes oito amostras (6%) foram consideradas positivas (>15Ul/mL) (figura 13)

(anexo B).

H Negativo (<10Ul/mL)
B Equivoco (10<Titulo <15Ul/mL)

M Positivo (z15Ul/mL)

Figura 13. Resultados do imunoensaio comercial VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux), realizado no CMLGS.

4.2.2 Immunoblot

No nosso estudo foi efetuada a avaliagdo das 146 amostras anteriormente referidas utilizando o
immunoblot (IB) recomBlot Rubella 1gG (Mikrogen GmbH) (considerado um ensaio de referéncia para

avaliagOes qualitativas do estado imunitdrio para a rubéola) (6,7,10,43).

Este teste permite a determinagdo de anticorpos para antigénios especificos e importantes associados as

vdrias etapas da resposta imunitaria do individuo a infe¢do pelo virus da rubéola (54).

Todos os testes IB realizados no decurso deste trabalho apresentaram os critérios de validagdo enumerados

no ponto 2.3.1.3 —“Valida¢do de Resultados”, tendo sido avaliados individualmente por comparag¢do com o
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controlo fracamente positivo E2 e por comparacgao das leituras individuais entre si, por dois observadores

independentes.

O teste de IB permite a apresentacdo das proteinas estruturais E1, E2 e c da rubéola, por separacdo
eletroforética de antigénios em condi¢cdes ndo desnaturantes, tem alta sensibilidade e especificidade, é de
facil execucdo e possivel de automatizar, permite uma avaliacdo segura devido aos soros de controlo e as

tiras de controlo pré-eluidas e é altamente padronizado ao contrdrio de outros testes utilizados para

determinar a IgG do virus da rubéola, como o TN (54).

Os resultados das 146 amostras testadas mostraram que, 118 (81%) foram positivas, 24 (16%) foram
negativas e quatro amostras (3%) foram equivocas porque houve dificuldade de leitura das bandas (figura

14) (anexo B). Ou seja, com este teste, 118 mulheres foram consideradas imunes ao virus da rubéola.

W Negativo
M Equivoco

M Positivo

Figura 14. Resultados obtidos com o teste IB recomBlot Rubella IgG (MIKROGEN)

Estd descrito que algumas tiras de teste podem apresentar uma colora¢do escura em toda a tira de
nitrocelulose ou com um padrdo diferente do apresentado na tira controlo. Estas situagdes ocorrem em
soros de pacientes com alergias a lactoproteina, nestes casos deve ter-se especial atengdo na interpretagao
dos resultados (54). No nosso estudo as 4 amostras equivocas apresentavam um padrdo dificultando a
leitura. E recomendado realizar um novo teste dessa mesma amostra e se o resultado equivoco persistir
deve efetuar-se colheita de nova amostra para ser confirmada. No entanto, no nosso estudo ndo foi

possivel efetuar as repeticdes recomendadas.

Contudo a interpreta¢do do IB ndo é consensual. Para interpreta¢do dos resultados, a evidéncia cientifica
nao se encontra de acordo com o descrito na bula do teste. Segundo a equipa de Vauloup-Fellous, um IB é
considerado positivo quando pelo menos a banda anti-E1 é observada e negativo se ndo forem observadas
bandas (6,7). Estes critérios, aqui definidos como critérios A, foram aplicados no nosso estudo para definir
os resultados. Esta escolha baseou-se na experiéncia desta equipa, relatada em pelo menos 2 artigos onde
analisaram 508 amostras e em varios anos dedicados ao tema da rubéola. A equipa de Panning baseia o seu

26



critério de positividade na presenga da banda E1, concordando com a equipa anterior, mas condiciona o
resultado final a intensidade desta banda que tem que ser igual ou superior a intensidade da banda E2 do
controlo fracamente positivo realizado na mesma série (aqui definido como critérios B). O artigo publicado

por esta equipa analisou 150 amostras (43).

Estas sdo as duas equipas que trabalharam com IB e neste sentido os nossos resultados serdo também

discutidos em fungao dos critérios B.

Comparando os nossos resultados (leitura com base nos critérios A) com os que se obteriam utilizando os
critérios B, verificamos que as 24 amostras por nds consideradas negativas também o seriam com os
critérios B. No entanto, outras 12 amostras positivas passariam a negativas, com os critérios B, e uma das
guatro amostras com resultado equivoco passaria a negativa (figura 15). Assim, os dois critérios sdo

discordantes: com o critério A 118 mulheres estdo imunes ao virus da rubéola versus 106 com o critério B.
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Figura 15. Comparag¢do dos resultados obtidos nas 146 amostras analisadas por IB utilizando os
critérios descritos pela equipa de Vauloup-Fellous (critérios A) e pela equipa de Panning (critérios B).

A equipa de Panning descreve ainda que em todas as amostras positivas para IB, pelo menos duas bandas
(E1 e o dimero E1-E2) foram reativas (43). No nosso estudo esta situagdo foi observada em 75 amostras

positivas.
4.3 Comparagao dos resultados entre imunoensaios comerciais e immunoblot

Um dos principais objetivos deste estudo consistia na comparacdo dos resultados do IB com os

imunoensaios comerciais.

Estdo disponiveis inUmeros imunoensaios comerciais que detetam e quantificam IgG anti-rubéola, os

utilizados no CMLGS pertencem ao grupo dos mais utilizados a nivel europeu, no entanto, existem outros,
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tais como: Architect (Abbot Diagnostics), Cobas 6000 (Roche Diagnostics), DxlI (Beckman, Coulter) e
Enzygnost (Siemens Healthcare). Em Portugal, em laboratdrios publicos como privados, o VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux), o Architect (Abbot Diagnostics) e o Cobas 6000 (Roche Diagnostics) sdo os mais utilizados,
sendo que, a confirmacgdo dos resultados negativos ou equivocos com um segundo teste ndo é efetuada na

maioria dos laboratérios.

Todos eles sdo calibrados com o padrdo internacional da OMS e os resultados sdo dados em Ul/mL, o que
sugere que, como os testes estdo padronizados os resultados obtidos podem ser comparados. No entanto,
os vdarios estudos que analisaram os resultados quantitativos obtidos em diferentes imunoensaios
comerciais, chegam a conclusdo que os titulos sao muito discrepantes, ndo sendo possivel a definicdo do

estado imunitario unicamente com base neste valor (7,42,43,55).

Ao comparar os resultados obtidos no CMLGS com o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) e os do IB é possivel
observar que 27 amostras tiveram um resultado concordante nos dois ensaios (24 amostras foram
negativas e trés foram positivas) e as restantes 119 foram discordantes. Destas 119, todas tinham sido
negativas para o imunoensaio comercial, 115 foram positivas para o IB e as restantes quatro foram

equivocas (figura 16).
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Figura 16. Comparacdo dos resultados obtidos com IB e LIAISON © Rubella IgG (Diasorin)

Comparando com o teste VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux), 32 amostras tiveram um resultado concordante
nos dois ensaios (24 foram negativas e 8 foram positivas), sendo as restantes 114 discordantes. Nestas 114
amostras, 34 amostras positivas para o IB tinham sido equivocas para o imunoensaio comercial, estando
este resultado de acordo com o descrito pela equipa de Vauloup-Fellous (6). As 4 amostras equivocas para
o IB tinham sido negativas no imunoensaio comercial e as restantes 76 foram positivas para o IB mas

negativas para o teste VIDAS RUB IgG Il (bioMérieux) (figura 17).
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Figura 17. Comparacgdo dos resultados obtidos com IB e VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux)

A equipa de Vauloup-Fellous considera que a zona equivoca dos imunoensaios comerciais deve ser
removida e esses resultados devem ser considerados positivos. Com esta alteracdo verifica-se uma maior
concordancia entre os resultados obtidos com os imunoensaios comerciais e o IB (7). Da mesma opinido é a
equipa de Panning, que no seu estudo verificou que a concordancia dos resultados melhorava
substancialmente quando os resultados equivocos, dos imunoensaios comerciais, eram interpretados como
seropositivos (43). Também no inquérito serolégico nacional 2015-2016, os soros que obtiveram
concentragdes entre 10 e 14Ul/mL (zona cinzenta), foram novamente testados e avaliados de acordo com o
critério da OMS que considera 10UI/mL como nivel de anticorpos protetor contra a infe¢cdo pelo virus da

rubéola (31).

No presente estudo foi possivel confirmar esta situagdo. Se os resultados equivocos do imunoensaio
comercial VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux) tivessem sido considerados positivos, a percentagem destes
aumentava de 5% para 29%, pelo que a concordancia com os resultados obtidos no nosso estudo, isto €,
com o IB, aumentava de 7% para 36%. Contrariamente, se os equivocos tivessem sido considerados
negativos, a percentagem passaria de 71% para 95%, e a concordancia com o IB diminuia

consideravelmente.

Perante estas constatagdes poder-se-a considerar que o principal problema estara na definicdo do limite
que estabelece o estado imunitario para a rubéola, tal como apontado pela equipa de Panning (43). O
nosso estudo corrobora esta situacdao porque todas as amostras com resultado equivoco no VIDAS ® RUB

IgG Il (bioMérieux) apresentaram resultados positivos no IB, pelo que sdo verdadeiros positivos.

Nesta discussdo é importante realgar que o risco para a saude publica é mais elevado se forem fornecidos
resultados falsos-positivos, uma vez que a populagdo ndo estara protegida nem ira ser vacinada. Ao invés,

resultados falsos-negativos implicam um risco menor mas conduzem a vacinagdes desnecessarias.
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A passagem dos resultados equivocos, obtidos com os imunoensaios comerciais, para positivos, como
defendido pelos autores acima referidos, ndo conferiria um risco porque o IB confirmou a existéncia de

imunidade.

Ao comparar os resultados obtidos no CMLGS com os dois imunoensaios comerciais com os obtidos no
nosso trabalho, com o IB, verificamos que este Ultimo apresenta uma maior percentagem de resultados

positivos (figura 18).
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Figura 18. Comparagdo dos resultados obtidos no IB e nos imunoensaios comerciais.

Dos 118 resultados positivos pelo IB, nenhum resultado foi positivo em simultaneo nos dois imunoensaios
comerciais. Dos 24 resultados negativos pelo IB, todos foram negativos para os outros dois testes, tendo-se
verificado que com o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) os valores variaram entre <0,20 e 1,32 Ul/mL, mas com
o VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux) o titulo foi sempre de 0 Ul/mL. Se considerarmos 1,32 Ul/mL o cut-off
abaixo do qual o IB seria negativo (considerando o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin)), verificamos que duas
amostras (76 e 135) tiveram valores inferiores a 1,32UI/mL e foram positivas com o IB (Tabela 1), pelo que

estes seriam resultados falsamente negativos se opgao fosse este cut-off.
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Tabela 1. Comparagao dos resultados das amostras nimero 76 e 135 utilizando trés testes convencionais para determinagdo do

estado imunitario para o virus da rubéola.

Amostra | Liaison® Rubella IgG Il (DiaSorin) | VIDAS ®RUB IgG Il (bioMérieux) | Resultado IB
76 0,68 Ul/mL 2 Ul/mL Positiva
135 0,27 Ul/mL 0 Ul/mL Positiva

As quatro amostras consideradas equivocas pelo IB (amostra 41, 91, 92 e 121) tinham sido negativas pelos

dois imunoensaios comerciais. Os titulos encontram-se representados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados equivocos com o immunoblot

Amostra | Liaison® Rubella IgG Il (DiaSorin) | VIDAS ®RUB IgG Il (bioMérieux) | Resultado IB
41 <0,20 Ul/mL 0 Ul/mL Equivoca
91 3,94 Ul/mL ouUl/mL Equivoca
92 <0,20 Ul/mL 0 Ul/mL Equivoca
121 1,66Ul/mL 2U1/mL Equivoca

Estes resultados equivocos pelo IB foram justificados anteriormente, no entanto, caso tivesse sido feita a
repeticdo do ensaio possivelmente as amostras 41 e 92 iriam ser consideradas negativas, uma vez que

todos os IB com estes titulos foram negativos.

Os imunoensaios comerciais utilizados no CMLGS estdo referenciados como tendo uma especificidade de
100%, no entanto, a sua sensibilidade é variavel. A discrepancia entre resultados obtidos no IB e nos
imunoensaios comerciais tem sido amplamente descrita (4,6,7,43). Uma das principais razées é o facto de
os varios testes usarem diferentes cut-offs para definicdo da seropositividade da rubéola. Assim, o valor
que delimita a imunidade no caso do Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) é 10UI/mL, mas no VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux) é 15UL/mL. Estes valores para definir a imunidade contra o virus da rubéola foram
determinados com base no teste de inibicdo de hemaglutinacdo nos anos 80. Esta descrito que, com este
teste, existe a possibilidade de reagdes falsas positivas e ndo permite diferenciar titulos baixos devido a
presenca de inibidores de aglutinagdo nao especificos. Com a diminui¢do do virus selvagem em circulagao,
os niveis de anticorpos tém diminuido com o tempo e, por isso, os resultados seronegativos podem

encontrar-se sobrestimados devido a uma definicdo errénea do cut-off.

31



E importante estabelecer novos cut-off para os imunoensaios comerciais de forma a melhorar a correlagdo
qualitativa entre ensaios. A padroniza¢cdo para estabelecer cut-offs especificos poderd ser alcancada
analisando um elevado nimero de amostras IgG negativas para a rubéola. Neste estudo, apesar da baixa
amostragem foi possivel obter resultados positivos com IB de forma consistente a partir dos titulos 1,52

Ul/ml e 2UIl/mL, com o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) e o VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux), respetivamente.

As discrepancias encontradas podem ainda ser justificadas com as variacdes nos principios de cada um dos

imunoensaios comerciais. O resumo das diferencas entre estes encontra-se descrito na tabela 3.

Tabela 3. Diferengas entre imunoensaios comerciais (56,57)

Imunoensai Tipo fase-
unoensalo potase Antigénio Sistema de detegao Conjugado
comercial solida
Liaison® Rubella Particulas Particula viral inativada da S N Anticorpo conjugado
Quimiluminescéncia indireta

I1gG magnética rubéola (estirpe HPV77) isoluminol

VIDAS® RUB IgG I Recetaculo | Antigénio da rubéola (estirpe Enzime Linked Fluorescent Anticorpo monoclonal
(SPR ®) MR 383) Fluorant (ELFA) conjugado com fosfatase

Com base nestas diferencas, os resultados quantitativos e a sua interpretagdo podem ser discordantes para
o mesmo soro. Estas discrepancias foram confirmadas em vdrios estudos (42,55,58). Isto pode levar a
revacinagdes desnecessarias em individuos ja imunes e a casos de falsas seroconversdes em individuos com

titulos baixos de 1gG, como ja referido anteriormente.

Deve ter-se ainda em consideracdo que apesar do elevado numero de resultados negativos apresentados
pelos imunoensaios comerciais, ndo tém sido descritos surtos de rubéola, reforcando a ideia de que a

maior parte da populagdo se encontra imunizada.

Os ultimos surtos descritos na Europa ocorreram na Roménia e na Poldnia e afetaram principalmente
individuos do sexo masculino, uma vez que a estratégia de vacinac¢do incidia no sexo feminino (20,23).
Também no Japdo foi descrita uma epidemia, mas tal como nas situagdes anteriores, o maior nimero de

casos de rubéola ocorreu em homens ndo vacinados (24).

Os resultados do nosso estudo demonstram que aproximadamente 95% (138 amostras) das mulheres
consideradas suscetiveis (resultado negativo no imunoensaio) eram seropositivas para o virus da rubéola,
pois apresentavam anti-E1 positiva no IB. Este resultado estd de acordo com o descrito pelas equipas de

Vauloup-Fellous e de Panning (6,7,43). Estas mulheres tém forte evidéncia de exposicdo ao virus da
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rubéola, no entanto, é importante perceber se, de facto, esses titulos muito baixos (interpretados como

negativos/equivocos pelos imunoensaios comerciais) protegem contra a infegéo.

De uma forma geral, as amostras analisadas apresentaram titulos baixos. No Liaison® Rubella IgG (DiaSorin)
os titulos variaram entre <0,20 e 12,2Ul/mL e com o VIDAS® RUB IgG Il (bioMériux) entre 0 e 23Ul/mL.
Titulos relativamente baixos podem estar associados a casos de reinfecdo, mas os poucos estudos
publicados sobre reinfecdes ndo o descrevem e sao estudos realizados ha mais de 20 anos. Ndo se sabe a

frequéncia com que estes casos ocorrem, mas parece tratar-se de uma situagdo pouco frequente (59-61).
4.4 Controlos positivos

Para além das 146 amostras com resultados negativos/equivocos provenientes do CMLGS, que
constituiram o nudcleo do presente estudo, foram ainda recebidas quatro amostras com resultados
positivos. No teste Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) os titulos destas amostras variaram entre os 10 e os
41,50Ul/mL e no VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux), entre os 15 e os 45Ul/mL. As idades variaram entre os 21

e os 38.

O IB confirmou os resultados positivos obtidos nos imunoensaios, tendo sido consideradas como controlos

positivos do nosso procedimento (figura 19).
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Figura 19. Resultados obtidos nas quatro amostras positivas, aqui designadas de controlos

positivos (CP)

4.5 Vacinagao

A maior preocupac¢do da infe¢do por rubéola é o risco de transmissdao para o feto e em consequéncia o

desenvolvimento SRC. O controlo e prevenc¢do da rubéola baseiam-se na vacinagao.
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Neste estudo, 60 mulheres afirmaram estar vacinadas (41%), 20 mulheres afirmaram ndo estar vacinadas
(14%) e as restantes 66 n3o sabe/ndo responde (45%) (figura 20). No entanto, nenhuma apresentou provas

documentadas do estado de vacinagao.
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Figura 20. Situagdo/estado vacinal da populacdo em estudo

E de ressalvar que um nimero consideravel de mulheres afirmou n3o estar vacinada, esta situacio pode
ser justificada pela origem geografica, uma vez que existem paises onde ainda ndo estd implementada a

vacina contra a rubéola e por subsistirem grupos anti-vacinas.

Quando se compararam os resultados obtidos pelo IB e as respostas ao estado da vacinacdo foi possivel
observar que dos 24 resultados negativos no 1B, 15 ndo sabe/ndo responde se estdo imunizadas, 8 ndo
estdo vacinadas e apenas 1 diz estar vacinada. Considerando os resultados equivocos apenas 1 diz ndo
estar vacinada e as restantes 3 ndo sabe/ndo responde. No que diz respeito aos resultados positivos, a
maioria (59) diz estar vacinada, 48 ndo sabe/ndo responde e 11 mulheres dizem n3o estar vacinadas (tabela

4).

Tabela 4.Comparagado entre resultados obtidos por IB e estado vacinal

Resultados IB Vacinadas N3ao Vacinadas N3o sabe/n3o responde
Negativos 1 8 15
Equivocos 0 1 3
Positivos 59 11 48

Em fungdo destes resultados verificamos que apenas uma mulher afirma estar vacinada, e o IB foi negativo.
Ao analisar os resultados deste soro obtidos com os imunoensaios comerciais verificou-se que os titulos
foram <0,20 Ul/mL e 0 para o Liaison ® Rubella IgG (DiasSorin) e VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux),
respetivamente. Nao temos documentado o histérico vacinal, mas se de facto estiver vacinada, o IB podera

nao ter sido sensivel ou pode haver complicagdes do foro imunoldgico. No entanto tendo em conta os
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resultados dos trés testes, ndo pode ser considerada imune ao virus da rubéola e deve ser vacinada

novamente.

Os 8 casos que dizem ndo estar vacinadas e cujos resultados foram negativos pelo IB, todos eles
apresentaram titulos de <0,20 Ul/mL e O para o Liaison ® Rubella IgG (DiasSorin) e VIDAS ® RUB IgG Il
(bioMérieux), respetivamente. Estes 8 casos devem ser considerados como ndo imunes e devem ser
vacinadas assim que possivel. O mesmo conselho deverd ser dado aos restantes 15 mulheres que nao
sabem se estdo vacinadas e que o resultado do IB deu negativo e os titulos variaram entre <0,20 e

1,32U1/mL, no Liaison® Rubella IgG (DiasSorin), e foram OUl/mL, no VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux).

Nos 4 resultados equivocos por IB, no caso em que a participante disse que ndo tinha sido vacinada,
também teve titulos de <0,20Ul/mL e O para o Liaison® Rubella IgG (DiasSorin) e VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux), respetivamente. E nos outros trés que ndo sabiam o estado vacinal, os titulos variaram entre
<0,20 e 3,94UlI/mL no Liaison® Rubella IgG (DiasSorin) e entre 0 e 2UI/mL no VIDAS® RUB IgG II

(bioMérieux), sendo recomendado vacinar todas.

Nos 118 resultados positivos no IB, 59 afirmam estar vacinadas. No entanto, com o Liaison® Rubella IgG
(DiasSorin), 57 foram negativos com titulos entre 2,03 e 9,68Ul/mL e dois foram positivas com este teste
com titulos de 10,20 e 10,30Ul/mL. Com o VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux), 34 foram negativas com titulos
entre 3 e 9UI/mL, trés foram positivas com titulos entre 16 e 19UI/mL e as restantes 22 foram equivocas
com titulos entre 10 e 14Ul/mL. Todas elas podem ser consideradas imunes, uma vez que o IB foi positivo,

mesmo nos titulos relativamente baixos, ndo sendo necessaria vacinacgao.

Nos 11 casos em que as participantes afirmaram ndo estar vacinadas, mas os resultados do IB foram
positivos, os resultados dos imunoensaios comerciais foram todos negativos pelo Liaison® Rubella I1gG
(DiasSorin), com titulos entre 0,68 e 9,74Ul/mL e 8 deles negativos pelo VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux)
(titulos entre 2 e 9UI/mL), os restantes casos, 1 foi positivo com um titulo de 16Ul/mL e os outros 2 foram
equivocos com titulos de 10 e 13Ul/mL. Com a informacdo disponivel é dificil avaliar o motivo pelo qual
estas mulheres apresentavam imunidade, mas devera ter sido por uma das duas seguintes razdes: ou por
contato com o virus selvagem, uma vez que ha mais de 20 anos o virus ainda poderia circular na
comunidade, ou entdo foram vacinadas, mas ndo tém registos dessa vacinacdo e dessa forma afirmam que

nao foram vacinadas.

Os 48 casos que ndo sabem se estdo vacinadas ou ndo responderam, mas tém IB positivo, com o Liaison ®
Rubella IgG (DiasSorin) 47 foram negativos com titulos entre 0,27 e 9,84Ul/mL e 1 foi positiva com titulo de
12,2Ul/mL, com o VIDAS® RUB IgG Il (bioMérieux), 34 foram negativas com titulos entre 2 e 9UI/mL, 10
foram equivocas com titulo entre 10 e 14UI/mL e 4 foram positivas com titulos entre 15 e 23Ul/mL. Nestes

casos, com base nos resultados do IB, podera ser evitada a vacinacgao.
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Como esperado existe associagdo entre “ndo vacinadas” e resultados negativos com o IB quando

comparado com “vacinado” e resultados negativos com IB (Fisher p<0.001).

Atualmente em Portugal a Norma 022/2017 da Direcdo Geral de Saude (DGS) estabelece que “Para
administrar VASPR a mulheres em idade fértil que ndao estejam vacinadas com 2 doses de vacina contra a
rubéola ndo é necessdria a determinacgdo prévia de anticorpos” (62). Assim, das 146 mulheres avaliadas
neste estudo, 20 afirmaram ndo estar vacinadas pelo que neste grupo a realizacdo dos imunoensaios
comerciais teria sido desnecessaria. No entanto, ao analisar os resultados do IB das 20 que afirmaram nao

estar vacinadas, 11 encontram-se efetivamente imunizadas.

A Norma estabelece ainda que é considerada “...prova de imunidade: 2doses de vacina contra a rubéola ou
serologia atestando imunidade contra a rubéola” (62). Assim, das 146 mulheres, 60 afirmaram estar
vacinadas, pelo que neste sentido, com a aplicacdo da Norma, a avaliacdo seroldgica da rubéola também
ndo seria necessdria neste grupo. De fato, 59 destas encontram-se imunizadas, tendo em conta os

resultados do IB, apenas uma teve resultado negativo, justificado anteriormente.

E interessante averiguar se os dados obtidos nos IB e os titulos dos imunoensaios comerciais se
correlacionam com a administracdo de 1 ou 2 doses de vacina e com a data da ultima vacinagdo. Se
assumirmos que a populacdo em estudo é oriunda de Portugal (dado nao disponivel) e tivermos em
consideracdo a data de implementacdo da vacina para a rubéola (que ocorreu em 1984) e os diferentes
planos de vacina¢do que foram implementados no nosso pais, poderemos categorizar a nossa amostra em
diferentes grupos (tabelas 5). Neste sentido a populagdo em estudo foi agrupada em funcdo da data em
gue tera sido vacinada, n? doses possivelmente administradas e resultados obtidos nos 3 testes. Assim, no
plano A foi incluida a mulher abrangida pelo 12 plano de vacinagdo realizado em Portugal e que
administrou uma dose as mulheres suscetiveis; no plano B incluiu-se todas as adolescentes vacinadas com
uma dose aos 11-13 anos; no plano C englobou-se as que foram imunizadas com duas doses, uma aos 15
meses e outra aos 10-13 anos; no plano D foram inseridas as aquelas em que foi administrada a primeira

dose aos 12/15 meses e a segunda dose aos 5-6anos.
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Tabela 5. Distribuicdo da populagdo em estudo de acordo com o plano de vacinagdo, os resultados do IB e dos imunoensaios

comerciais.
N2 N2 IB Liaison® VIDAS®
Plano | Idade
dose | individuos i
Neg Equi | Pos | <10Ul/mL 210U1/mL <10Ul/mL | 10-14Ul/mL | 215Ul/mL
A 57 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0
B 34-43 27 11 1 15 26 1 23 3 1
C 26-33 ) 75 8 1 66 74 1 46 24 5
B 16-25 43 4 2 37 42 1 34 7 2

Neg- negativo; equi-equivoco, pos- positivo

A maioria (51%) da nossa populagdo encontra-se no plano C, tera sido imunizada com duas doses, a Ultima
das quais ha mais de 14 anos, mas menos de 21 anos. Destas, segundo os resultados do IB, 66 (88%) ainda

se encontram imunizadas.

No plano D temos 29,5% das mulheres que terao sido vacinadas com duas doses, a segunda hd mais de 10
anos, mas menos de 19 anos, nestas 86% apresentaram bandas no IB compativeis com presenca de IgG

para a rubéola.

Uma minoria (18,5%) foi abrangida pelo plano B, no qual sé foi administrada uma dose aos 11-13 anos, isto
€, estas mulheres foram imunizadas ha menos 31 anos, mas ha mais de 22 anos. Destas, cerca de metade

(41%) ja ndo se encontra imunizada segundo o IB.

A mulher com 57 anos, inserida no plano A, terd sido vacinada por volta dos 22 anos, isto &,
aproximadamente ha 35 anos. O resultado do IB mostraram que jd ndo se encontra imunizada.
Globalmente e considerando o IB, a populagdo (81%) encontra-se imunizada independentemente do plano

com que tera sido imunizada.

Quanto aos titulos obtidos com os 2 imunoensaios comerciais, verificamos que a maioria da populagao,
98% e 71%, encontra-se negativa, respetivamente, com o Liaison ® Rubella IgG (DiasSorin) e VIDAS® RUB

IgG Il (bioMérieux), ndo existindo diferencas em fungdo do plano de vacinagdo a que terdo sido sujeitas.

Relativamente aos resultados do VIDAS e considerando a definicdo de cut-off de positividade segundo a
OMS, isto é, titulos 210Ul/mL deverdo considerados positivos, 39% das mulheres abrangidas pelo plano C e

21% do plano D estao imunizadas.
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Seguindo este mesmo critério da OMS, as mulheres imunizadas com apenas uma dose tiveram uma taxa de

imunizacdo menor, 15%, versus os 32% das que foram vacinadas com duas doses.
4.6 Custos

Cada vez mais estd a aumentar a populagdo vacinada com resultados negativos ou equivocos por
imunoensaios comerciais e por isso considerados suscetiveis a rubéola. Estes individuos sdo vacinados ou
revacinados desnecessariamente e quando as amostras sdo testadas em laboratérios que utilizam
imunoensaios comerciais com diferentes sensibilidades e especificidades leva a determinagdes incorretas
do estado imunitdrio. Esta situacdo torna-se ainda mais importante nas mulheres em idade fértil ou

gravidas. E essencial clarificar a situagdo e definir o cut-off.

Neste estudo, os valores apresentados tiveram em consideracdo os valores de referéncia das casas

comerciais, isto €, s6 foram definidos como positivos titulos 215UI/mL.

O custo envolvido na realizacdo das 146 determinacdes do estado imunitario para o virus da rubéola foi de
394,2€ utilizando o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin). Das 146 amostras, 143 foram negativas e 3 positivas,
mas com um titulo baixo, obrigando a confirmagdao de todos os resultados pelo VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux), envolvendo um custo adicional de 861,4€, isto €, no total para cada amostra foi despendido o
valor de 8,6€. Apds a realizacdo do teste confirmatério, 138 amostras foram consideradas negativas e oito
positivas, o que implica a administracdo de pelo menos uma dose de vacina, dependendo do estado
vacinal, a 138 mulheres. Em Portugal, uma dose de VASPR custa 6,30€, no entanto para um individuo ser
considerado imune sdo necessarias duas doses, assim, destas 138 mulheres, 81 ndo estdo vacinadas, ndo

sabem/ndo responderam, o que implica a vacinacdo com duas doses, e 57 estdo vacinadas pelo que s6

necessitam de uma dose, no total o valor gasto é 1.379,7€.

Considerando os valores apresentados, o custo associado a determinagdo do estado imunitdrio e

imunizagdo para a rubéola das 146 mulheres que constituiram a populagdo em estudo foi de 2.635,3€.

Deve ainda ter-se em consideracdo, que se a determinagdo de imunidade for realizada no 12 trimestre da
gravidez e os resultados forem negativos/equivocos, os imunoensaios comerciais iriam ser repetidos no 22
trimestre (18-20 semanas), aumentando consideravelmente o valor, no entanto no nosso estudo nao

temos informacdo sobre esse dado.

Se na avaliacdo do estado imunitario se tivesse utilizado apenas o IB o valor envolvido teria sido 3.504€ ao
que se acrescentaria 344,4€ referente a vacina¢do das 28 mulheres (24 com resultado negativo e quatro
com equivoco), com duas doses de vacina, porque 27 referiram n3o estar vacinadas ou ndo sabem/n3o
responderam e uma, embora tenha dito estar vacinada, os resultados dos trés testes mostraram ndo estar

imunizada.
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Os valores anteriormente apresentados mostram que a estratégia atualmente seguida na determinagdo do
estado imunitdrio para a rubéola (utilizagdo dos imunoensaios comerciais) € economicamente mais
rentavel, embora os nossos resultados indiquem que 81% das mulheres analisadas estdao imunizadas (falsos

negativos dos imunoensaios comerciais).

Estes dados mostram que estas mulheres ndo necessitam de vacinacdo e, como estas determinagdes sao
dirigidas maioritariamente a mulheres gravidas, evita-se a comunicacdo de resultados negativos/equivocos
que originam stress materno por estarem associados a um risco de infecdo da mae e consequente
transmissdo ao feto porque, apesar de em Portugal a doenca estar com estatuo de eliminacdao desde 2015,
deve ter-se em consideracdo que em alguns paises europeus, tais como, a Franca, Itdlia, Bulgdria e Poldnia,
as taxas de cobertura vacinal sdo relativamente baixas e dado a atual globalizagdo a possibilidade de
contato com o virus é real. Como anteriormente ja foi referido, tém sido descritos surtos de rubéola, sendo

que, entre julho de 2018 e junho de 2019, foram notificados 483 casos de rubéola na Europa (25).

Tendo ainda em conta a Norma 022/2017 da DGS referida anteriormente, se esta tivesse sido aplicada na
nossa populagao em estudo, os valores teriam diminuido consideravelmente. Assim, das 146 mulheres, 60
afirmam estar vacinadas (sendo necessario documentos comprovativos) ndo sendo necessaria a realizacdo
dos testes seroldgicos nem administracdo da vacina. As 20 mulheres que afirmaram ndo estar vacinadas,
seriam imunizadas com duas doses de vacina contra a rubéola (252€), ndo sendo necessaria a

determinacao prévia de anticorpos.

Assim, apenas 66 mulheres deveriam ter realizado a determinacdo do estado imunitario. Ao realizar os
imunoensaios comerciais o valor gasto seria de 567,6€ e imunizagdo 831,6€. Com o IB o valor seria de

1584€, mas apenas 18 mulheres seriam vacinadas (226,8€), evitando a revacinagdo de 48 mulheres.

Devemos ter em conta que nesta avaliagao de custos ndo estdo envolvidos outros valores como os relativos

a recursos humanos, seringas ou material de laboratodrio.
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5 Conclusao e perspetivas futuras

A determinacdo do estado imunitdrio para o virus da rubéola é efetuada atualmente por imunoensaios
comerciais, estando disponiveis no mercado diferentes opc¢des. Todas elas se encontram calibradas com o
Padrdo Internacional da OMS e os resultados quantitativos sdo dados em Ul/mL sugerindo que resultados
obtidos podem ser comparados. No entanto, tem-se verificado que tal ndo acontece, isto é, que o mesmo

soro apresenta titulos muito discrepantes quando analisado com testes diferentes (6,7,10).

O IB é um teste de referéncia para a determinagdo do estado imunitario. No nosso estudo este teste foi
utilizado para confirmagao qualitativa dos resultados obtidos com os imunoensaios comerciais utilizados no
CMLGS. Os resultados demonstram que com o IB se obtém um nimero de positivos muito superior (118),
enquanto que com o Liaison® Rubella IgG (DiaSorin) apenas houve 3 e 8 com o VIDAS® RUB IgG Il
(bioMérieux). O IB permitiu ainda a confirma¢do de 24 verdadeiros-negativos. Entre as 146 amostras
analisadas apenas 4 apresentaram resultados equivocos, devido a dificuldade de leitura. Este estudo, em
conjunto com estudos anteriores, demonstrou que os valores baixos de IgG obtidos nos imunoensaios
comerciais confirmam ser verdadeiros positivos com o IB e consequentemente indicam que a mulher esta
protegida contra a rubéola evitando, assim, revacinagdes e stress em mulheres gravidas. Resultados falsos-
negativos tém também impacto nas determinacdes de seroprevaléncia importantes na eliminacdo da

rubéola.

Para além disso, o nosso estudo vem confirmar que remover a zona cinzenta dos imunoensaios comerciais
e considerar esses resultados positivos permite uma maior concordancia entre estes e o IB, isto pode

indicar a necessidade de uma nova defini¢do do limite que estabelece o estado imunitario para a rubéola.

Relativamente ao estado vacinal, das 60 mulheres que afirmaram estar vacinadas, 59 tiveram resultado
positivo com o IB, no entanto com os imunoensaios comerciais os resultados ndo foram consistentes,

sendo por isso consideradas suscetiveis. Isto leva a revacinagdes e custos desnecessarios.

Os nossos resultados mostram igualmente que se a Norma 022/2017 da DGS fosse adequadamente
implementada na rotina estas situagdes seriam evitadas, dado que ndo se realizariam testes seroldgicos a
mulheres vacinadas. A Norma estabelece que ndo é necessaria a determinagdo prévia do estado imunitdrio
para que a VASPR seja administrada a mulheres sem as 2 doses de vacina e para além disso, considera
prova de imunidade a administracdo de 2 doses de vacina contra a rubéola ou serologia atestando
imunidade contra a rubéola. Acrescenta, ainda, que as mulheres em idade fértil poderdo ser vacinadas no
maximo com trés doses, se apresentarem prescricdo fundamentada pela serologia negativa, mas os nossos
resultados mostraram que 0s imunoensaios comerciais originam um importante numero de falsos

negativos. Deve, no entanto, ser relembrado que neste estudo apenas se incluiu um pequeno numero de
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amostras que tinham sido positivas pelos testes serolégicos de rotina, que sdo a grande maioria dos testes

realizados num laboratério de rotina.

Portugal ostenta o titulo de pais com eliminacdo da rubéola, desde 2015, contudo devem continuar a ser
tomadas devidas precaugdes, essencialmente em mulheres em idade fértil numa fase pré-concecional ou

mesmo durante a gravidez.

Num futuro préximo é essencial definir um novo limite de positividade para a rubéola, recalibrando os
imunoensaios comerciais de forma rigorosa para definir verdadeiros negativos e positivos. E também
importante perceber se existem efeitos secundarios numa 32 dose de vacina e se o titulo se mantem ou se
diminui, voltando a valores basais rapidamente. A aplicacdo do IB em casos selecionados, nomeadamente
nos casos em que o estado vacinal é desconhecido e que os testes de rotina foram negativos ou equivocos,

devera ser um assunto de discussao alargado e multidisciplinar, envolvendo as autoridades de saude.
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Anexo A- Autorizacdo da comissdo de Etica para a realizacdo da investigacdo

MEDICAL Ao,

mepica sia R, UNIVERSIDADE
FACULDADE F\ NOVA
JLL 'T‘}E“"' s DE LISBOA

DicAs

o

Decisao final sobre o projecto "Determinac&o do estado imunitario para a
rubéola em gréavidas com IgG duvidosa ou negativa"

A Comissdo de Etica da NMS|FCM-UNL (CEFCM) decidiu, por unanimidade,
aprovar o projecto de investigacao intitulado "Determinacéo do estado imunitario
para a rubéola em gravidas com IgG duvidosa ou negativa" (n°16/2019/CEFCM),
submetido por Prof. Doutor Paulo Paixao.

Lisboa, 17 de Maio de 2019

O Presidente da Comissdo de Etica,
A

e

(Prof. Doutor Diogo Pais)

TO WHOM IT MAY CONCERN

The Ethics Research Committee NMS|FCM-UNL (CEFCM) has unanimously
approved the Project entitled "Determinacéo do estado imunitario para a rubéola
em gravidas com IgG duvidosa ou negativa" (nr.16/2019/CEFCM), submitted by
Paulo Paix&o, MD, PhD .

Lisbon, May 17™, 2019

The Chairman of the Ethics Research Committee,

S

1ogo Pais, MD, PhD)
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Anexo B. Resultados obtidos pelo IB (recomBlot rubella IgG (Mikrogen) e nos imunoensaios

comerciais (Liaison ® Rubella IgG (DiaSorin) e VIDAS ® RUB IgG Il (bioMérieux)) e estado vacinal
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Qualitativo Quantitativo | Qualitativo
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148 24 Neg - - - - Neg <0.2 Neg 0 Nao
149 22 Pos + -+ - Neg 5.84 Neg 9 N3o responde
150 29 Neg - - - - Neg <0.2 Neg 0 Nao
151 38 Neg - - - - Neg <0.2 Neg 0 N3o responde
Neg- Negativo, Equi- equivoco, Pos- positivo
+ Presenca de banda, - auséncia de banda
Valores de Referéncia dos kits
Negativo | Equivoco | Positivo
Liaison ® Rubella IgG (DiaSorin) <10 - 210
VIDAS ® RUB IgG Il (bioMériux) <10 10-14 215




