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RESUMO

A questdo da seguranca transfusional relacionada a redugdo da
transmissdo do HIV e HCV estd ligada ao recrutamento de doadores de
sangue sauddveis, de uma triagem clinica eficaz na qual o sangue ¢
coletado de individuos isentos de comportamento de risco para doengas
infecciosas e no uso de testes para diagndstico sensiveis e utilizacdo de
boas préticas laboratoriais. Este estudo tem o objetivo geral de analisar
os aspectos epidemioldgicos e logisticos relacionados a implantagdo do
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® na triagem de doadores de sangue.
Estes aspectos envolveram a estimativa do risco residual para o HIV e
HCV entre os doadores de sangue de Santa Catarina, sendo possivel
evidenciar que houve a redugfo do risco apds a implantacdo do NAT. O
rendimento do NAT observado para o HIV no Brasil foi de 4,38 casos
por milhdo de doagdes de sangue realizadas entre 2011 e 2013 e para o
HCV de 1,01 por milhdo. Verificou-se que 13 transmissdes de HIV e
trés de HCV foram evitadas no Brasil. Em relacdo a rotina NAT,
realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina -
HEMOSC, foi detectada uma amostra em periodo de janela para HCV e
duas amostras para HIV, correspondendo ao rendimento do NAT de
1/424.125 doagdes para o HCV e de 1/212.062 doagdes para o HIV, em
amostra do Sul do Brasil. No estudo de estabilidade do RNA viral para o
HCV e o HIV nas amostras testadas, foi possivel constatar que as
amostras podem ser analisadas nos periodo mdximo de até 168 horas
apos a coleta e centrifugadas no periodo de até 144 horas apds a coleta
em uma temperatura controlada. As amostras podem ser transportadas
em temperatura maxima de 25°C. Foi possivel verificar o desempenho
do kit NAT lote a lote e a padronizacio do uso de controle de qualidade
interno na rotina, sendo obtido um coeficiente de variacdo médio para o
HCV de 2,36% e de 1,23% para o HIV. Esses controles se mostraram de
facil execucdo e utilizagdo na rotina dos laboratérios NAT. Verificou-se
também que, mesmo com a utilizag¢do de técnicas muito sensiveis, como
o NAT ainda hd um risco de transmissdo do HIV na transfusdo. Ficou
evidente que ainda hd um grande desafio relacionado ao recrutamento e
aos procedimentos de triagem clinica dos doadores de sangue no Brasil.
Conclui-se que o uso da plataforma NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®
na triagem do sangue doado trouxe para o Brasil a melhoria na
seguranca transfusional, e beneficios tecnoldgicos empregados na
triagem laboratorial de doadores de sangue.



Palavras-chave: NAT, HIV, HCV, doadores de sangue, rendimento,
estabilidade, controle de qualidade, Brasil.



ABSTRACT

The strategies to improve transfusion safety regarding the risk of HIV
and HCV transmission to blood recipients includes the recruitment of
healthy blood donors with low risk behavior for acquiring infectious
diseases, the application of sensitive diagnostic tests and the use of good
laboratory practices. This study aims to analyze some epidemiological
and logistical aspects related to the implementation of NAT HIV / HCV
Bio - Manguinhos® in screening blood donors.

In the state of Santa Catarina, a significant reduction of residual risk for
HIV and HCV was observed after the implementation of NAT screening
in blood donors. In Brazil, observed NAT yield for HIV and HCV was
4.38 and 1.01 cases per million blood donations made between 2011 and
2013, respectively, detecting 13 HIV and 3 HCV donations during
infectious window period. This result corresponds to the NAT yield of
1/424125 HCV and 1/212062 HIV donations.

In the study of stability of viral RNA for HCV and HIV in the samples
tested, it was established that the samples can be analyzed up to 168
hours after blood collection and centrifuged in the period up to 144
hours when stored in controlled temperature. Samples can be
transported at temperatures up to 25 ° C. It was possible to verify the
performance of the above NAT kit batch by batch and standardize the
use of internal quality control routine. The coefficients of variation for
HCYV and HIV were 2.36% and 1.23%, respectively. The control proved
easy to perform and use in daily routine of the NAT laboratories.
However, even with the use of highly sensitive techniques such as NAT,
residual risk of transmission of HIV through transfusion still remains at
the level of 1.01 per 100.000 for HIV and 1.58 per 100.000 for HCV.
This poses a great challenge for the recruitment of healthy blood donors
in Brazil. We conclude that the use of Brazilian platform NAT HIV /
HCV Bio-Manguinhos® in screening blood donors provided a
significant improvement in transfusion safety and a technological
advance in laboratory screening of blood donors.

Key-words: NAT, HIV, HCV, blood donors, yield, stability, quality
control, Brazil.
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APRESENTACAO

Esta tese de Doutorado, organizada de acordo com o regimento
do Programa de P6s Graduacdo em Sadde Coletiva da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), é composta por um capitulo inicial
com introdugdo e justificativa sobre o tema de pesquisa — implantacio
da metodologia NAT (Nucleic Acid Amplification Test) para o HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) e HCV (virus da hepatite C), na
testagem de amostras de doadores de sangue, sob os aspectos
epidemioldgicos: risco residual de transmissdo do HIV e HCV aos
receptores de sangue, ganho ou rendimento (yvield) da implantagdo dessa
tecnologia, prevaléncia e incidéncia desses marcadores entre doadores
de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina -
HEMOSC e aspectos logisticos que envolvem: a estabilidade do RNA
(dcido ribonucleico) das amostras e a implantagdo do controle de
qualidade na execugdo desses testes. Outro aspecto a ser abordado € o
relato de um caso de transmissdo do HIV com a transfusdo, com testes
sorolégicos ndo reagentes e RNA-HIV ndo detectdvel.

Inicialmente sdo discutidos aspectos relacionados ao risco
residual, histérico da implantacdo dos testes NAT, suas definicdes
principais, a implantacio e a atuagdo da rede de laboratdrios testadores.
Posteriormente sdo apresentadas as caracteristicas do controle de
qualidade interno e da avaliacdo lote a lote do kit NAT. As etapas
metodoldgicas sdo discutidas em um capitulo (Materiais e Métodos),
que descreve inicialmente as etapas comuns aos artigos propostos, com
énfase aos artigos que tratam dos aspectos epidemiolégicos do NAT, ja
que a descricdo do método ndo estd completamente descrito nos
mesmos. Peculiaridades metodolégicas dos manuscritos podem ser
observadas na secdo que discorre sobre os métodos em cada um deles.

Como requisito do Programa para realizacdo da defesa foi
elaborado um artigo que tratou da apresentacdo de um estudo de caso de
hemovigilancia, investigado com o técnicas de biologia molecular. Este
artigo foi publicado previamente a defesa da Tese, segundo exigéncia do
regimento do Programa, em revista com Qualis B1, no periddico
Transfusion Medicine.

Os resultados da tese sdo apresentados no formato de cinco
artigos: os trés primeiros artigos apresentados tratam dos aspectos
epidemioldégicos: o primeiro artigo da tese € uma comunicacido breve
sobre os resultados da implantacio do NAT no Brasil, obtido com a
coleta de dados nos laboratdrios que realizam a testagem das amostras



junto a Coordenagdo Geral de Sangue e Hemoderivados (CGSH) do
Ministério da Sadde. O segundo artigo trata de um estudo
epidemiolégico sobre a incidéncia, prevaléncia e fatores associados, do
HIV e HCV nos doadores de sangue da Hemorrede de Santa Catarina e
retrata o risco residual associado a transmissdo do HIV e HCV com a
transfusdo. O terceiro artigo mostra a experiéncia do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina na utilizagio da
plataforma NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® na triagem de doadores
de sangue.

Os ultimos dois artigos que compdem os resultados dessa tese
tratam dos aspectos epidemioldgicos relacionados ao NAT: o quarto
artigo versa sobre a estabilidade do RNA das amostras submetidas ao
NAT associado a temperatura de armazenamento das amostras, ao tempo
entre a coleta e a realizac@o dos testes incluindo também a influéncia do
tempo entre a centrifugacdo das amostras e o desempenho dos testes. O
quinto artigo trata da experi€ncia do laboratério NAT do HEMOSC na
producdo de controle de qualidade interno e no painel de avaliacdo de
desempenho lote a lote dos kits NAT.

Em observancia ao regimento do Programa os artigos nfo
publicados estdo em versdes na lingua portuguesa e aguardaram a
avaliacdo da banca examinadora para serem submetidos a publicacao.
Posteriormente estes manuscritos obedecerdo a formatacdo de cada
periddico selecionado conforme as orientagdes descritas a serem
seguidas pelos autores.
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PARTE I

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A transfusdo de sangue é um procedimento terapéutico
essencial aos cuidados de satde, que salva milhdes de vidas todos os
anos. A cada segundo, alguém no mundo precisa de componentes
sanguineos como suporte em cirurgias e como coadjuvante no
tratamento de anemias severas, complicacdes da gravidez e no pds-parto
e no tratamento do cincer. J4 outros pacientes necessitam de transfusdes
periddicas desde o nascimento, como os portadores de anemias
hereditarias e os hemofilicos (WHO, 2008). Para atendimento dessas
necessidades de componentes sanguineos, o objetivo dos servigos de
hemoterapia é o de garantir um suprimento de sangue adequado, seguro
e efetivo para a populacdo (STRAMER, 2004).

Ao lado das incontestdveis qualidades terapéuticas do sangue, a
transmissdo de infec¢des virais (como a hepatite C e a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida) com a transfusdo de produtos e
componentes derivados € bem conhecida, sendo considerada como uma
possivel consequéncia dessa terapéutica (KLEIN et al, 2010,
CANDOTTI e ALLAIN, 2013). Para que um agente infeccioso seja
considerado um risco na medicina transfusional, o mesmo deve
apresentar uma fase de seu ciclo de vida na corrente sanguinea em um
individuo, a qual deve ser assintomdtica, podendo ser curta ou
prolongada. O agente infeccioso deve ter a capacidade de sobreviver ou
persistir nas condigdes de armazenamento e de producdo dos
hemocomponentes e hemoderivados sanguineos e de causar a infec¢do
quando inoculado por via intravenosa (CANDOTTI e ALLAIN, 2013).
Esse caso se enquadram o HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e o
HCV (virus da hepatite C) além de outros agentes patogé€nicos como o
Trypanosoma cruzi, o Treponema pallidum, o virus da hepatite B
(HBV), o virus linfotrépico das células T humanas (HTLV), dentre
outros.

Na tentativa de evitar a transmissdo das enfermidades causadas
por estes agentes através do sangue, os servigos de hemoterapia realizam
testes laboratoriais para a pesquisa de agentes infecciosos em amostras
de doadores de sangue. Os testes laboratoriais utilizados sdo os
imunoensaios (STRAMER, 2004), nas suas diferentes apresentacdes
como a técnica de enzimaimunoensaio e a de quimioluminescéncia, que
apresentam como particularidade a deteccdo de anticorpos ou 0s
antigenos contra os virus com periodos de janela diagnéstica,
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relativamente longos. A testagem laboratorial para a pesquisa de agentes
virais teve seu inicio em 1963, com a implantacdo do teste para a
pesquisa do antigeno de superficie “S” do virus da hepatite B (HBsAg)
em amostras sanguineas de doadores. J4 a deteccdo de marcadores para
o virus da hepatite C (HCV) ocorreu em 1993 no Brasil, e para o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) ocorreu entre os anos 1980 e 1990,
reduzindo os riscos de infec¢des transmitidas pelas transfusdes aos
receptores (DWYRE, FERNANDO e HOLLAND, 2011).

O tempo de janela diagndstica é um fator preocupante para a
seguranca do sangue doado, pois, mesmo com 0S avancos na drea
diagndstica, ainda € possivel a transfusdo de componentes sanguineos
no periodo de tempo em que os resultados de todos os testes
laboratoriais sdo negativos. Nesse caso existe a possibilidade de
transmissdo do agente infeccioso ao receptor durante o ato transfusional
ou administragdo de hemoderivados. Para a pesquisa de anticorpos anti-
HCV (anticorpos contra o virus da hepatite C), quando se utilizam testes
de 3% geracdo, o periodo da janela diagndstica € estimado em 61 dias (54
a 64 dias), segundo estudo publicado por Beer e colaboradores em 2006.
Ja para os testes utilizados na pesquisa de anticorpos contra o HIV a
estimativa da janela diagndstica € de 22 dias (16 a 38 dias), segundo
publicacdo de Busch e colaboradores, 1995. Para os kits de quarta
geracdo esta janela é menor, devido a pesquisa simultanea do antigeno e
do anticorpo. Para o HCV, o uso de testes combinados para o HCV
reduz em 34,3 dias a janela quando comparado com a pesquisa de
anticorpos (DAWSON, 2007) e para o HIV a janela diagnéstica é de 14
a 15 dias (CORNET e KIRN, 2013).

Ainda que outros fatores possam influenciar a possibilidade de
infec¢do proporcionada pela transfusdo como: a presenca de cepas virais
mutantes, a soroconversdo atipica e possiveis erros laboratoriais,
atualmente a causa mais frequente de contaminaciio de receptores se
relaciona a ocorréncia de janela imunoldgica ou diagndstica
principalmente para o HIV e HCV, devido ao fato dos imunoensaios
utilizados na triagem de doadores de sangue ndo detectarem os agentes
virais no periodo inicial das infec¢des agudas (AUBUCHON,
BIRKMEYER e BUSH, 1997, STRAMER et al., 2004).

Mesmo com esta possibilidade de transmiss@o ainda presente,
verifica-se que nas udltimas décadas houve uma relevante reducdo no
risco (ou chance) de transmissdo de doencas infecciosas com a
transfusdo de sangue, em parte devido a melhoria nos testes de triagem
laboratorial utilizados na triagem dos doadores de sangue (BUSCH,
2000, KOSAN et al., 2010). Esta reducdo estd associada aos esforcos
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dos servicos de hemoterapia em introduzir processos de selecdo mais
rigidos, utilizados no recrutamento dos candidatos a serem doadores de
sangue e componentes, bem como na utilizagdo de métodos laboratoriais
de triagem cada vez mais sensiveis (MACHUCA e HEWLETT, 2003;
MARESCH et al.,2008).

Dessa forma, uma das possibilidades de aumentar a seguranga
transfusional e de evitar a contaminagfo dos receptores de componentes
sanguineos € reduzir o tempo da janela diagndstica, pela adocdo de
tecnologias capazes de detectar a presenca dos agentes virais, antes do
surgimento dos anticorpos. Uma das tecnologias disponiveis é a
pesquisa dos 4cidos nucléicos de agentes infecciosos utilizando técnicas
de biologia molecular, conhecidas como testes de amplificacio de
acidos nucléicos (NAT), introduzidas no final da década de 1990
(VERMEULEN et al., 2011). A tecnologia NAT € constituida por testes
qualitativos ou quantitativos in vitro cujo objetivo é detectar de forma
direta 0 RNA ou DNA de agentes infecciosos. Na hemoterapia os mais
utilizados possibilitam a deteccdo simultdnea do RNA do HIV e o RNA
do HCV nas amostras de doadores de sangue (CARDOSO, et al., 1998;
STRAMER, et al., 2004; ZOU et al., 2010).

No Brasil a implantagdo do NAT foi muito recente e ocorreu
devido a uma atitude inovadora do Ministério da Satde, que possibilitou
a producdo nacional e a distribuicio a Hemorrede Publica de um
conjunto diagnéstico utilizado para aa detecc¢do simultinea do HIV e do
HCV. Este produto tem como caracteristica a de ter o seu
desenvolvimento realizado com tecnologia nacional, sendo distribuido
pelo Ministério da Saide com a Coordenacdo Geral de Sangue e
Hemoderivados (CGSH) para quatorze centros testadores no Brasil
pertencentes 2 Hemorrede Piiblica vinculada ao Sistema Unico de Satide
- SUS. Este conjunto diagnéstico € produzido seguindo padrdes de boas
préticas de fabricacdo e de qualidade por Bio-Manguinhos, uma unidade
da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) - Ministério da Saide (MS)
cuja atividade € a producdo de imunobioldgicos, utilizados na
prevencdo, tratamento e diagndstico de doengas.

Por se tratar de um teste para diagndstico, recentemente
implantado na rotina dos bancos de sangue, estudos sobre o kit NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos® ainda ndo foram publicados. Durante a
sua implanta¢do surgiram muitas dividas sobre o ganho em termos de
reducdo do risco associado a transmissdo do HIV e HCV com a
transfusdo, e para isso a necessidade de calcular a prevaléncia e a
incidéncia desses agentes virais nos doadores. Outra preocupacdo é com
a estabilidade do RNA viral nas amostras coletadas, um fator critico para
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o bom desempenho de qualquer plataforma NAT. Outro ponto
importante associado a qualidade desses testes foi a necessidade de
implantacdo do controle de qualidade interno e da avaliacdo a cada lote
dos reagentes que chegam ao laboratério previamente a sua inser¢io na
rotina.

Diante do exposto, justificou-se a necessidade do
desenvolvimento de estudos epidemiolégicos (mensurar a incidéncia,
prevaléncia, risco residual, ganho da implantacdo, desempenho do teste),
bem como respostas a questdes logisticas (estabilidade do RNA viral e
técnicas de controle de qualidade) do kit NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos®, cuja implantacdo teve como objetivo incrementar a
seguranca dos componentes sanguineos transfundidos na populagdo
catarinense e brasileira.



23

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar os aspectos epidemioldgicos e logisticos associados a
implantagdo dos testes de amplifica¢do de dcidos nucléicos HIV/HCV
Bio-Manguinhos® na triagem de doadores de sangue.

2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

e)

Determinar o risco residual, a incidéncia e a prevaléncia para o
HIV e HCV, entre os doadores de sangue e os fatores
associados, no periodo antes e apés a implementacdo do NAT
HIV/HCYV na rotina de triagem em bancos de sangue.

Descrever os resultados preliminares da implantagdio do NAT
HIV/HCV na triagem de doadores de sangue da Hemorrede
Publica Brasileira.

Verificar os aspectos relacionados a rotina laboratorial, a
concordancia entre 0 NAT e os testes soroldgicos utilizados, as
janelas de detecgdo obtidas no laboratério NAT do HEMOSC.

Determinar a estabilidade do RNA viral do HCV e do HIV nas
amostras de sangue encaminhadas para a realizacdo do NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos®, com relacio a tempo e
temperatura de armazenamento e a influéncia da centrifugacgao.

Verificar a reprodutibilidade do CT (Cycle Threshold) de
amostras de controle de qualidade interno e dos painéis de
desempenho lote a lote, produzidos no laboratério NAT do
HEMOSC submetidos ao ensaio NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos®.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

.3.1 Aspectos Epidemioldgicos - A Problemadtica do Risco Residual na
Transmissdo do HIV e HCV

O primeiro relato de transmissdo de doenca infecciosa (hepatite B)
pelo sangue foi descrito em 1943, porém a testagem das amostras de
doadores de sangue para o antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg) teve inicio apenas em 1969 nos Estados Unidos (DWYRE et
al., 2011). No Brasil, a obrigatoriedade de testagem para sifilis e doenga
de Chagas teve inicio em 1943, porém a pesquisa de agentes virais teve
inicio somente no ano de 1975 com a implantacio do teste para pesquisa
do HBsAg. Em relacdo ao HIV, a testagem teve inicio na década de
1980 e do HCV a partir da publicacdo da Portaria do Ministério da
Satdde 1.373 em 1993 (BRASIL, 2003).

Em hemoterapia, uma ferramenta estatistica importante para a
andlise da seguranca transfusional é a medida denominada “risco
residual”. O risco residual é expresso como a chance de contrair
determinada infeccdo através do sangue transfundido, sendo expressa
como “incidéncia de casos/nimero de doacdes analisadas no periodo”. A
incidéncia é definida como a taxa de casos novos de doadores com
resultados reagentes para as doencas transmitidas pelo sangue, em
doacdes subsequentes (ou seja, doagdes anteriores com resultados ndo
reagentes) ajustadas por pessoas/ano e pelo tempo determinado em
literatura correspondente a janela imunolégica ou diagndstica
(SCHREIBER et al., 1996).

A janela diagndstica € o periodo compreendido entre o
momento que se dd a introducdo do agente infeccioso no hospedeiro
suscetivel e o inicio da deteccdo dos anticorpos produzidos frente aos
antigenos virais ou a deteccdo desses antigenos. Dessa forma, durante a
fase de janela imunoldgica ou indetec¢do, um doador poderd ter em seu
sangue um numero considerdvel de particulas virais na auséncia de
marcadores soroldgicos e/ou sinais e sintomas de uma infeccio em
curso, o que poderd ocasionar a contaminacdo do receptor
(SCHREIBER et al.,1996; WILLIAMSON et al.,1996).

Com o objetivo de estimar o risco residual e o ganho potencial da
implantagcdo do NAT, ou a capacidade de transmissdo de infec¢des com
a transfusdo, dados sobre prevaléncia, incidéncia e intervalo entre as
doacdes, dados sobre janela de pré-soroconversdo ou diagndstica,
painéis de soroconversio e modelos animais podem ser utilizados
(ROTH & SEIFRIED, 2001). Pode ainda ser utilizada a taxa de
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transmissdo de agentes virais nos receptores (SEED et al., 2002).

Estudos realizados no Brasil mostram que a prevaléncia do HIV
em doadores de sangue foi de 0,17% (Hemocentro de Sdo Paulo) no
periodo de 1995 a 2001, com incidéncia de 25,9 (IC 95%: 18,2-31,1)
por 100.000 pessoas-ano em doadores de repeticdo (BARRETO et al.,
2005) e de 26,9 ( IC 95%: 18,9-34,9) por 100.000 pessoas-ano em
doadores de primeira vez (SABINO et al., 1999). Em Santa Catarina a
incidéncia para o HIV foi calculada na década de 90 como 36 (IC 95%:
13 a 79) por 100.000 pessoas/ano (KUPEKb, 2001).

Em Santa Catarina, o estudo publicado por Kupek® em 2001
reporta o risco residual para o virus HCV com o uso dos testes de
pesquisa de anticorpos de 1: 13.721 doagdes (IC 95% 1: 7.102 a
1:30.820). Este estudo foi realizado com 139.188 doagdes no periodo de
1991 a 1999, com dados do Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Santa Catarina — HEMOSC/Florianépolis. Em 2004, em outra
publicacdo, Kupek estimou o risco residual para transmissdo de HIV em
Santa Catarina em 1: 48.777 doagbes no periodo de 1991 a 2001.
Maresch e colaboradores, no periodo de 1998 a 2002 calcularam o risco
residual total de 5,18 (IC 95%: 2,23-9,59) por 100.000 doagdes e para o
HIV de 3,81 (IC 95% 1,56- 6,76) por 100.000 doacdes, na Hemorrede
de Santa Catarina. Esse mesmo estudo o risco de transmissao da hepatite
C foi de 1: 19.300 doacgdes (IC 95% 10.400 - 44.800) e para o HIV € de
1: 26.200 (IC 95% 14.800 - 64.100) doacdes. Spada et al., em 2005
encontraram o risco de residual para transmissdo de HIV na regido
serrana de Santa Catarina estimado em 1:50.000 doadores.

Com a implementacio dos testes NAT, associada a pesquisa de
antigenos/anticorpos para os virus HIV e HCV em ensaios sorolégicos
na triagem dos doadores, espera-se reduzir substancialmente o risco
residual de transmissdo de agentes patogénicos aos receptores de
componentes sanguineos (VELATT et al., 2008).

.3.2 A Importincia do NAT na Triagem de Doadores de Sangue

O objetivo principal da utilizagdo do NAT concebido pelos
pesquisadores brasileiros e que estd sendo utilizado na Hemorrede
Publica do Brasil € a busca na redugéo do periodo de janela diagndstica
para o HIV e o HCV. Este periodo varia para cada um desses agentes
virais e diminui com o desenvolvimento de novas geracdes de testes de
triagem.
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Para se avaliar a redu¢do do periodo de reducdo da “janela”
torna-se imprescindivel o conhecimento da histéria natural das infecgdes
pelo HIV e HCV. Para ambos os agentes virais, a cinética da resposta
do hospedeiro a infeccdo viral é dividida em trés periodos distintos
(KLEINMAN et al., 2009):

a. Fase de eclipse: representa o estabelecimento inicial da
infeccdo. A replicacdo do agente € lenta e nem sempre 0s testes
que utilizam técnicas de biologia molecular sdo capazes de
detectar o acido nucléico;

b. Fase de replicacio exponencial: esta fase representa a
replicacdo viral rapida, com o estabelecimento da infec¢ao;

c. Fase de platd: periodo em que a carga viral é constante. Esta
fase € curta para o HIV e prolongada para o HCV. Alguns
individuos permanecem nessa fase sem o desenvolvimento de
anticorpos detectaveis nos testes sorolégicos e sdo chamados de
imunossilenciosos.

As figuras a seguir mostram esquematicamente as etapas:
infectividade, viremia e detec¢do pelos testes NAT e ensaios soroldgicos
para cada fase das infecgdes pelo HIV e pelo HCV e a dindmica da
viremia e da produ¢do de anticorpos nas fases de eclipse, replicacdo e
plat6. Estudos de soroconversdo t€ém mostrado que a carga viral dobra a
cada 0,85 dia para o HIV (FIEBIG et al., 2003) e 0,45 dia para o HCV
(GLINN et al., 2005).

Figura 1 — Detec¢do com o NAT e testes soroldgicos para o HIV (A) e o HCV
(B), adaptado de KLEINMAN et al., 2009
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Observa-se, na figura 1-A na infeccdo pelo HIV, que a fase de
eclipse tem duracdo de cinco dias apds o contdgio. Ji os testes de
deteccdo de anticorpos comegam a reagentes somente em torno do 15°
ao 19° dias. A detec¢do do RNA viral pelo NAT passa a ser significativa
a partir do quinto dia a partir do inicio da infec¢@o, quando a fase de
replicagdo exponencial tem seu inicio. No caso de testes que detectam
anticorpos, a detecgo ocorre a partir do décimo nono dia, quando a fase
de platd para o RNA tem inicio. Dessa forma o uso de técnicas
moleculares, para a deteccio do genoma viral tem importancia
significativa na fase pds-eclipse e inicio da fase de replicacdo do HIV
(FIEBIG et al., 2003, KLEINMAN et al., 2009).

Em relacio ao HCV representado na figura 1-B, hd um
expressivo ganho na reducdo da janela diagndstica, quando o NAT ¢é
realizado em comparagfo testes de pesquisa de anticorpos: em torno do
10° dia apds o contdgio, o RNA ja pode ser detectado e quando os testes
de pesquisa de anticorpos sdo utilizados na triagem de doadores somente
apés o 65° dia, é possivel sua deteccio (GLINN et al., 2005,
KLEINMAN et al., 2009).

A triagem de doadores de sangue utilizando a metodologia de
amplificacdo de dcidos nucléicos também se aplica a detec¢do de RNA
viral em amostras de individuos imunossilenciosos, que nao apresentam
a produgdo de anticorpos frente a infec¢@o, porém transmitem os virus.
Nao ¢é possivel a identificacdo desses individuos somente com a
utilizacdo de testes para a pesquisa de anticorpos, havendo a necessidade
da utilizacdo dos testes NAT ou testes combinados (4* geracdo). O NAT
¢ complementar aos testes sorolégicos e ndo possui a capacidade de
substitui-los uma vez que com a progressdo da infeccdo, a carga viral
tende a se manter em alguns momentos indetectdvel para ambas as
infecgdes, e também pela existéncia de individuos controladores de elite
(FIEBIG et al., 2003; GLINN et al., 2005; KLEINMAN et al., 2009).
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A total garantia de deteccdo de agentes infecciosos ndo €
proporcionada por nenhum teste laboratorial utilizado no momento,
devido ao periodo do eclipse viral, presente nos ciclos do HIV e HCV.
Nesse periodo ndo € possivel detectar a presenga de antigenos, RNA
viral e dos anticorpos circulantes, uma vez que o virus apresenta-se com
replicacdo local intracelular e o organismo ainda ndo produziu
anticorpos para o agente infeccioso (LAPERCHE et al., 2003).

.3.3 Histérico da Implantacdo dos Testes NAT no Mundo e no Brasil

3.3.1 NAT — O Inicio

Em 23 fevereiro de 1994, a empresa Baxter Healthcare
Corporation retirou do mercado mundial a preparacio de
imunoglobulina intravenosa “Gammagard’ ap0s relatos da ocorréncia
de hepatite C aguda em pacientes tratados com este hemoderivado em
dez paises (GOMPERTS, 1996). A producdo de imunoglobulina nio
inclufa a etapa especifica de inativacdo viral. Em resposta a este
incidente, no ano de 1995, nos Estados Unidos o 6rgdo regulador FDA
(Food and Drug Administation) através do CBER (Center for Biologics
Evaluation and Research) estabeleceu como critério a realizacdo de
testes de pesquisa de HCV-RNA antes da liberagdo dos lotes de
imunoglobulina humana nos quais nao foi realizada a etapa de
inativacdo viral. A resposta da Europa nessas mesmas circunstancias
diferiu em um aspecto: o Instituto Paul Erlich estabeleceu um critério
para o mercado alemdo que, somente pools de plasma HCV-NAT
negativos pudessem ser utilizados na manufatura de imunoglobulina
intravenosa que nao tivesse a etapa de inativagdo viral. Dessa forma o
NAT foi primeiramente utilizado na triagem de componentes
plasmaticos congelados destinados a producdo de hemoderivados
(GOMPERTS, 1996; FLANAGAN, 1998; BARBARA, 1999;
WILLKOMENN et al., 1999).

A inddstria européia de fracionamento de plasma iniciou a
utilizacdo da triagem do plasma utilizado como matéria-prima, com a
tecnologia NAT na década de 90. O primeiro servico de hemoterapia a
introduzir a testagem com NAT foi o North Rhine-Westphaliam, na
Alemanha em 1997. Nessa época trés genomas virais (virus da hepatite
B, da hepatite C e da imunodeficiéncia humana) j4 eram testados com a
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em um laboratdrio
privado e depois disso com a utilizagdio de uma PCR in house
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implantou-se a metodologia em um banco de sangue em Frankfurt.
Subsequentemente outros paises europeus iniciaram o uso do NAT na
triagem de doadores (COSTE et al., 2005, CARDOSO et al., 1998,
ROTH et al, 2012). Nos Estados Unidos esta implantagdo ocorreu em
1999 (MACHUCA & HEWLETT, 2003; DWEYRE et al., 2011).

A partir dessa implantacdo, alguns paises da Europa comegaram
a se preocupar com a utilizacdo do NAT como teste de triagem em
componentes ldbeis como unidades de plaquetas e hemadcias, ja
pensando na inclusdo da pesquisa do HIV RNA e HBV DNA nas
amostras de doadores. A relevancia na introdu¢do do NAT como teste
laboratorial a ser utilizado nas amostras de doadores de sangue foi
baseada na busca de uma maior seguranc¢a no suprimento de sangue pela
deteccdo de infecgdes virais agudas na fase de janela e que ndo sdo
detectados com os testes de triagem de pesquisa de anticorpos
(WILLKOMENN et al., 1999 e COSTE et al., 2005).

A implantacdo comecou a ser discutida e alguns dos pontos
considerados nessa época eram; tamanho do pool e o niumero de
laboratdrios necessdrios para a realizacdo desses testes. No caso do
tamanho do pool, a industria estava utilizando pools de 480 amostras ou
mais e para os componentes ldbeis era necessdria a realizacdo de
minipools. Devido ao periodo curto de validade das unidades de
plaquetas (em torno de cinco dias), pools menores deveriam ser
empregados, a fim de facilitar a busca de amostras positivas entre 48 e
96 amostras. Nessa época ndo havia a preocupagdo com a sensibilidade
dos testes. O virus da hepatite C foi primeiramente escolhido para ser
pesquisado com as técnicas de biologia molecular nos
hemocomponentes, devido a taxa ser mais elevada em alguns paises e
devido a longa fase de janela diagndstica que pode ser de 1,5 a 2 meses,
quando s@o utilizados testes de pesquisa de anticorpos anti-HCV
(WILKOMENN, 1999). Assim desde o ano de 1997, hid uma
mobiliza¢do para a implantacdo dos testes NAT na rotina de triagem de
doadores de sangue em vdrios paises. O primeiro relato de implantacio
ocorreu na Alemanha e sucessivamente outros paises adotaram a
tecnologia na triagem dos doadores (CARDOSO et al., 1998; ROTH et
al., 2012).

O ganho (yield) obtido com a utilizagdo dos testes NAT para os
paises que implantaram a tecnologia € varidvel e estd descrito no quadro
1. Este quadro foi construido como resultado do processo de busca de
artigos na base de dados PUBMED, utilizando-se os descritores: NAT,
HIV, HCV, BLOOD DONORS. Nessa pesquisa foram encontrados 137
artigos, e na leitura dos “abstracts” foram identificados os 30 artigos que
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apresentavam dados referentes a implantacio do NAT em diversos
paises.

O primeiro relato do uso do NAT na triagem de doadores de
sangue ocorreu em 1998 na Alemanha, (Cardoso et al.,1998). Na andlise
do quadro, observa-se que o ganho (vield) foi varidvel para cada pais
sendo mais expressivo para o HCV. A grande maioria dos estudos relata
o uso de Kkits comerciais fabricados pelas empresas Roche ou
Novartis/Gen Probe, produzidos nos Estados Unidos (Quadro 1). Alguns
paises europeus e os Estados Unidos contam com expressivos
quantitativos de amostras testadas através do NAT, na casa de muitos
milhdes de doacdes. S@o raros os paises que ndo obtiveram amostras
NAT positivas com testes de triagem negativos, o que revela a existéncia
de um ganho em relagdo a casos de transmissdao ndo ocorridos, como
pode ser observado no quadro a seguir.

O uso de amostras testadas de maneira individual tem sido
relatado nos estudos publicados nos tltimos trés anos o que mostra uma
tendéncia no uso de testes individuais, em substituicao ao pool, devido a
sua maior sensibilidade, principalmente nas dreas de maior prevaléncia e
incidéncia. Analisando-se os artigos, verificou-se que apenas um estudo
brasileiro foi publicado e se referiu a utilizagdo de um teste de biologia
molecular produzido in house e que utilizava um pequeno quantitativo
de amostras procedente de um hospital privado. Nesse estudo brasileiro,
somente foram publicados dados referentes as amostras testadas para a
pesquisa de RNA-HIV (LEVI et al., 2007).

Quadro 1 — Revisao dos estudos publicados no periodo 1998 a 2013 na base de
pesquisa de artigos - PUBMED, referente ao ganho (yield) do NAT nos paises
onde houve a implantacéo.

Referéncia Pais Periodo | HCV HIV Doagdes Doagdes Fabricante | Fabricante | Tamanho
do NAT+ | NAT+ | analisadas analisadas | HCV NAT | HIV NAT do
Estudo | Anti- | Anti- HCV HIV pool
HCV- | HIV-
Cardoso et al., | Alemanha 1997 0 0 331.783 331.783 Roche In house 926
1998 amostras
Roth et al,, Alemanha | 1997- 3 1 1.078.940 1.078.940 Roche In house 96
2000 2000 amostras
Japanese Red Japdo 1997- 1 0 Kit Kit 500
Cross, 2000. 2000 2.140.207 2.140.207 | nacional nacional amostras
multiplex | multiplex
Stramer, 2002 | Estados 1999 62 4| 16.300.000 | 12.600.000 Nio Nio Nio
Unidos informado | informado | informado
Tomono et al., Japdo 2000 25 4 6.805.010 6.805.010 Kit Kit 50
2002 nacional nacional amostras

multiplex multiplex
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Roth et al., Europa 1997 6 2| 3.600.000 | 3.600.000 Rojer In house 96
2002 Central amostras
Mine et al., Japdo 2000- Kit Kit 50
2003 2002 46 6| 16.012.175 | 16.012.175 | nacional nacional amostras
multiplex multiplex
Stramer et al., Estados 1999- 170 12| 37.164.054 | 37.164.054 Roche Roche 16-24
2004 Unidos 2002 amostras
Offergeld et Alemanha | 2000- 11 5] 17.925.610 | 17.925.610 Roche Roche 96
al., 2005 2002 amostras
Alvarez et al., Espanha 1999 - 8 0 3.374.807 3.374.807 | Novartis Novartis Individual
2005 2003 Roche Roche Pool 8 - 48
amostras
Solda et al., Reino 1999- 0 0 431.748 431.748 | Novartis Novartis Individual
2005 Unido 2002
Velati et al, Itélia 2001- 12 4| 3.804.894 2.186.468 Roche Roche Nio
2005 2003 informado
Pillonel et al., Franca 2001- 3 2 6.140.000 6.140.000 Roche Roche Nio
2005 2003 informado
O’Riordan et Escécia e 1999- 0 0 861.967 431748 Roche Roche 8 amostras
al., 2005 Irlanda do 2004
Norte

O’Brien et al., Canada 2001- 2 1 4.140.862 4.140.862 Roche Roche 24
2007 2005 amostras
Leviet al, Brasil 2001- NR 1 NR 102.469 | In house In house 24
2007 2006 amostras
Shan et al., China 2006- 3 0 89.647 89.647 Roche Roche 16
2007 2008 amostras
Sgourou et al., Grécia 2005- 8 9 38.284 38.284 Roche Roche Individual
2007 2007
Makroo et al., fndia 2004- 1 2 12.240 12.240 Roche Roche Individual
2008 2005
Hourfar et al,, | Alemanha 1997- 23 71 31.324.371 | 31.324.371 Roche Roche 96
2008 2005 amostras
Velati et al., Itélia 2001- 27 14 | 10.776.288 7.932.430 Roche Roche Individual
2008 2006
Vermeleun, et | Africa do 2005 1 16 732.250 732.250 | Novartis Novartis | Individual
al., 2009 Sul
Phikulsold et Tailandia 2007 0 2 244313 244313 | Novartis Novartis | Individual
al., 2009 Pool 6

1 3 242.363 242.363 Roche Roche amostras
Zou et al., EUA 1999 - 244 32| 66.000.000 | 66.000.000 Nio Nio Nio
2010 2008 informado | informado | informado
Kosan et al., Turquia 2007- 2 0 18.200 18.200 | Novartis Novartis Individual
2010 2008
Al Shaerat al, Emirados 2004- 0 0 59.283 59.283 Nio Nio Nio
2012 Arabes 2009 informado | informado | informado
Kalibatas & Litudnia | 2005- 64 0 300.775 300.775 Roche Roche Individual
Kalibatiene, 2010
2013
Pathak et al., fndia 2010- 37 1 73.898 73.898 Roche Roche Individual
2013 2012
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Estudo realizado por ROTH e colaboradores e publicado em
2012, mostra o risco residual a cada milhdo de doagdes, estimado para
os paises que adotaram a tecnologia NAT na triagem de doadores de
sangue. Esse estudo é possivel verificar que o célculo do risco residual
bruto (ndo ajustado pela janela diagndstica e por pessoas/ano) é
demonstrado por milhdo de doa¢des, indicando um risco muito reduzido
esses paises. Esse estudo os dados obtidos na América do Sul revelam o
quantitativo de amostras testadas na rotina de doadores somente em
servigos privados do Brasil (ROTH et al., 2012). Os dados obtidos esse
estudo sdo observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Doagdes testadas e amostras detectadas como positivas com a
utiliza¢@o dos testes NAT, estratificadas por continente, no periodo de 1998 a
2008 (adaptado de ROTH et al., 2012).

Continente Virus  Doagdes testadas desde a NAT NAT /milhdo de
implantagdo do NAT detectado doagdes
(janela)
Africa HIV 2.202.295 81 36,78
HCV 2.202.295 4 1,82
Asia/ Pacifico ~ HIV 71.458.330 44 0,62
HCV 71.458.330 169 2,37
Europa HIV 110.860.111 73 0,66
HCV 139.474.595 206 1,48
América do HIV 87.652.586 45 0,51
Norte HCV 89.652.687 299 3,34
América do HIV 347.374 1 2,88
Sul HCV 408.167 2 4,9
Total HIV 272.520.696 244 0,9

HCV 303.196.074 680 2,24
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3.3.2 A Implantagdo do NAT — HIV/HCV na Hemorrede Nacional.

O Ministério da Sadde vem buscando, desde 2002 a utilizagdo
da tecnologia NAT na triagem do sangue doado na Hemorrede Piblica
Brasileira. Em fevereiro de 2002, surgiu a primeira portaria ministerial
(Portaria 262/GM de 05 de fevereiro de 2002) que tornava obrigatério,
no ambito da Hemorrede Nacional a inclusdo nos servicos de
hemoterapia publicos, filantrépicos e/ou privados contratados pelo SUS,
e nos servicos exclusivamente privados, os testes de amplificacdo e
deteccdo de dcidos nucléicos - NAT, para HIV e HCV, em todas as
amostras de sangue de doadores (BRASIL, 2002%). Essa portaria foi
bastante polémica, pois o pais ndo estava preparado para a implantagio
da nova tecnologia, visto o elevado valor dos insumos diagndsticos, a
falta de pessoal capacitado e a infraestrutura deficitdria para que a
tecnologia se tornasse usual. Esse documento jd estava prevista a
realizagdo do NAT em modalidade de centralizacdo, na qual seriam
credenciados laboratérios a serem instalados em cada macrorregido
brasileira.

Como no periodo de seis meses ndo foi possivel a implantacdo,
a Portaria GM/MS 1407 de 01 de agosto de 2002, prorrogou o prazo
para mais seis meses (BRASIL, 2002°). A Portaria n° 79 de 31 de janeiro
de 2003, (BRASIL, 2003) substituiu a Portaria 1407, estabelecendo
prazo diferente para a implantacdo. Devido as dificuldades de
implantagdo existentes, o Ministério da Satde observa a impossibilidade
da implantagdo imediata e, na Portaria GM/112 em 29 de janeiro de
2004, determina que a mesma seja gradativa, ndo estabelecendo novo
prazo para que a tecnologia fosse colocada em pratica (BRASIL, 2004).

Segundo a Portaria GM/112 (BRASIL, 2004), os estudos
desenvolvidos pelo Ministério da Sadde e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria — ANVISA, no ano de 2003, mostraram a
necessidade de se aplicar os recursos publicos com maior efetividade,
tendo em vista o alto custo da implantacdo da metodologia para a Sadde
Pidblica no Brasil. De acordo com a mesma Portaria, a introdugdo de
novos métodos de triagem laboratorial do sangue implica na revisdo da
atual rotina laboratorial nos Servicos de Hemoterapia, ndo sendo
possivel a implantagdo simultdnea e imediata dos testes NAT em todos
os Servicos de Hemoterapia. As caracteristicas sanitdrias e
epidemioldgicas sdo varidveis nas diversas regides do pais, assim como
as condicdes de transporte e as necessidades de abastecimento, devendo
todas elas ser respeitadas (BRASIL, 2004).
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Devido as questdes apresentadas, além do alto custo da
implantacdo dessa nova tecnologia, a Geréncia Geral de Sangue, Tecidos
e Orgdos da Agéncia Nacional de Vigildncia  Sanitéria
(GGSTO/ANVISA), por meio do oficio 519/GGSTO de 09 de junho de
2003, realizou consulta a Bio-Manguinhos — subdrea de producdo de
reativos, vacinas e imunobiolégicos da Fundag¢do Oswaldo Cruz — RJ,
sobre a possibilidade de desenvolver uma tecnologia nacional para a
producdo dos testes NAT, atendendo aos requisitos apresentados pelo
Ministério da Sadde na Portaria 112. Esta iniciativa recebeu o apoio da
antiga Coordenagdo da Politica Nacional de Sangue e Hemoderivados
do Ministério da Saide CPNSH/MS (atual CGSH/MS - Coordenacio
Geral de Sangue e Hemoderivados do Ministério da Satide) e da
ANVISA e com suporte também da recém-fundada HEMOBRAS
(Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia) responsavel
pelo fracionamento do plasma no Brasil (CGSH, 2009).

O inicio do desenvolvimento da plataforma NAT brasileira
ocorreu devido as acdes conjuntas do Departamento de Reativos de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, juntamente com o Departamento de Virologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e o Instituto de
Biotecnologia do Parand (IBMP). Uma equipe formada por virologistas
e biologistas moleculares destas instituicdes desenvolveu o kit
diagndstico e especificou os equipamentos necessdrios para a sua
realizacdo. Posteriormente esse produto, validado nos laboratérios de
pesquisa, necessitava ser testado em um servico de hemoterapia. Para
esta finalidade, o Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina — HEMOSC foi escolhido, devido a algumas caracteristicas
peculiares da institui¢do: informatizacdo dos processos, centraliza¢do da
triagem soroldgica em um unico laboratério situado em Florianépolis,
devido a apresentar drea fisica dedicada para o laboratério de biologia
molecular e também pelas caracteristicas epidemiolégicas moleculares
do HIV e do HCV encontrados no estado (CGSH, 2009).

O estudo piloto possibilitou a implantagdo de melhorias para
utilizacdo do kit e da plataforma NAT. Em etapa posterior, no Estudo
Multicéntrico, ocorrido entre os anos de 2010 e 2011, que objetivou a
avaliacdo do desempenho do NAT de Bio-Manguinhos, na rotina de
trabalho dos hemocentros de Santa Catarina (HEMOSC), Pernambuco
(HEMOPE), Rio de Janeiro (HEMORIO), Funda¢do Pré-Sangue de Sdo
Paulo (FPS), estes identificados como sitios testadores do NAT (SIT-
NAT). Também participaram dessa etapa os hemocentros do Rio Grande
do Sul (HEMORGS), Rio Grande do Norte (HEMONORTE), Paraiba
(HEMOIBA), Espirito Santo (HEMOES) e Hemonicleo de Santos
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(HEMOSantos), como unidades referenciadoras e coletoras de amostras
(respectivamente, URA e UCA). O estudo foi finalizado com 219.791
amostras (CGSH, 2012).

Em dezembro de 2010, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ obteve o
registro do kit NAT aprovado pelo 6rgdo regulador - ANVISA, sob o
nimero 80142170025, possibilitando dessa forma a efetiva implantagéo
do NAT nos servigos de hemoterapia publicos brasileiros. O Ministério
da Sadde realizou um investimento de dois milhdes de reais na producdo
de insumos na planta de producdo construida no Instituto de
Biotecnologia do Parand (CGSH, 2012).

Ap6s a finalizagdo dos estudos, a rotina do NAT nos SIT-NAT
continuou a ser executada, sendo implantadas plataformas nos
hemocentros de Minas Gerais (HEMOMINAS), de Campinas
(Hemocentro da UNICAMP) e da Fundacio Hemocentro de Brasilia
(FHB). Segundo dados ndo publicados da CGSH, até ao final de 2011 j4
haviam sido testadas na rede publica de servicos de hemoterapia mais
600.000 amostras de sangue de doadores com o NAT brasileiro. Em
2012 este total foi de aproximadamente 1.530.000 amostras (CGSH,
2012). A finalizagdo da etapa de implantagcdo ocorreu no inicio de 2013.

A instalacdo de quatorze Sitios Testadores do NAT (SIT-NAT),
foi realizada por Bio-Manguinhos, obedecendo aos critérios a seguir
relacionados, determinados pelo grupo gestor do projeto NAT brasileiro
(EVANGELISTA & MELO, 2012):

a) Expressivo quantitativo de amostras testadas em sua rede de Servigos
de Hemoterapia;

b) Maior estrutura da rede de servigos publicos no estado;

c) Melhor logistica e organizacdo, principalmente em relacdo a
centralizacdo dos testes sorologicos no Hemocentro Coordenador.

Esses critérios foram escolhidos, visando a economia de
recursos financeiros e o melhor aproveitamento dos kits produzidos por
Bio-Manguinhos, j4 que os conjuntos de reagentes foram desenhados
para a deteccdo de 552 amostras pelo “kit” composto por 96 reacdes,
sendo que quatro reagdes sdo destinadas aos controles do fabricante e 92
reacOes sendo utilizadas para as amostras dos doadores (pool de seis
amostras).

Caso o quantitativo de amostras testadas diariamente em um
laboratdrio fosse inferior a este nimero, haveria o desperdicio de kits,
tornando invidvel o custeio dos testes. Para a adequacdo da drea fisica
dos laboratérios, houve o investimento por parte do Ministério da Saude
na ordem de R$ 590.000,00 (CGSH, 2013, dados ndo publicados).

A logistica deveria permitir o envio de amostras de outros
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estados em tempo hébil para a testagem e liberacdo dos resultados, sem
prejudicar o fornecimento de sangue e hemocomponentes, e das demais
atividades dos servigos de hemoterapia. Assim, a proposta logistica ideal
foi a de centralizacdo da testagem NAT (EVANGELISTA & MELO,
2012).

Segundo dados ndo publicados pela Coordenacdo Geral de
Sangue e Hemoderivados do Ministério da Saide (CGSH/MS), até o
final de 2012 foram investidos pelo governo brasileiro R$
35.500.000,00 na implantacdo das plataformas, no desenvolvimento do
projeto e na testagem das amostras (CGSH, 2012).

A instalagdo das plataformas NAT na Hemorrede Nacional
ampliou a rede de cobertura para realizagdo dos testes, objetivando que
100% das bolsas de sangue oriundas de doag¢@o voluntéria nos servigos
de hemoterapia publicos e privados contratados pelo SUS sejam testadas
pela metodologia do NAT brasileiro, diminuindo assim o risco de
transmissio do HIV e do HCV por transfusdes de sangue
(EVANGELISTA & MELO, 2012).

Finalmente, o Ministério da Satde publicou a Portaria 2712 de
12 de Novembro de 2013, que redefine o regulamento técnico dos
procedimentos hemoterdpicos, na qual o NAT HIV e HCV tornou-se
teste obrigatdrio a ser realizado em todas as amostras de doadores de
sangue coletado no pais (BRASIL, 2013).

E importante destacar os beneficios que o projeto NAT nacional
trouxe para o pafs, dentre os quais: o avango tecnoldgico -
principalmente na drea de biologia molecular e de desenvolvimento de
novos produtos para diagndstico, e a possibilidade de significativa
reducdo dos custos que possibilitou a utilizagdo dos testes NAT
HIV/HCV na Hemorrede Piblica Brasileira.

3.4 Tecnologias NAT utilizadas na triagem de doadores de sangue

No ano 2003, o valor cobrado pelos produtores internacionais
de kits NAT era de aproximadamente US$ 30,00 (trinta ddlares) por
amostra de bolsa de sangue testada (JACKSON et al., 2003). Esse fato
inviabilizou a sua implementa¢do no Brasil nos anos de 2002 a 2004. O
elevado custo foi um dos motivos que gerou a demanda de um
desenvolvimento nacional (kit NAT HIV/HCV-Brasileiro, produzido por
Bio-Manguinhos) que fosse vidvel para a realidade da politica publica
nacional. O produto deveria suprir a demanda brasileira, agregando
desenvolvimento e capacitagcdo tecnoldgica, inovagdo e nacionalizacio
de insumos. Este desenvolvimento possibilitou a producdo de insumos
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pelo custo atual de US$ 4,30 (quatro délares e trinta centavos de ddlar)
por amostra de bolsa de sangue, quando sdo testadas 552 amostras
(BRASIL, 2013).

Atualmente existem trés produtos NAT multiplex com registros
aprovados pelo Ministério da Sadde do Brasil e que podem ser
utilizados na triagem de doadores (Quadro 2). Dois deles sdo kits
produzidos por empresas multinacionais ¢ o outro € o kit NAT
HIV/HCV produzido pela empresa nacional Bio-Manguinhos. O kit
NAT fabricado pela empresa Gen-Probe (Novartis) utiliza a metodologia
TMA (amplificacio mediada por transcricio) e o produzido e
comercializado pela empresa Roche utiliza a tecnologia PCR-RT (reacdo
em cadeia da polimerase em tempo real) e ambos t€ém como
caracteristicas: a utilizacdo de amostras em pool ou individuais, a
pesquisa simultdnea do genoma do HCV, HBV e HIV e do controle
interno da reacdo e os resultados dos testes de triagem nio serem
discriminatorios, ou seja, hd a necessidade de kits especificos para cada
agente viral no caso de genoma detectdvel. A plataforma Tigris
disponibilizada pela empresa Gen Probe-Novartis tem como vantagem
uma maior automacao.

Por sua vez, o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® apresenta-
se em uma plataforma semi-automatizada, e tem como vantagem ser um
kit multiplex discriminatério, sendo possivel identificar o agente viral
(HIV ou HCV), além do controle interno da reacdo e que utiliza como
metodologia a PCR-RT com uma grande capacidade de trabalho (dois
operadores capacitados podem realizar a testagem de 1.104 amostras em
um turno de trabalho de 8 horas).

Os trés fabricantes utilizam equipamentos que permitem a
realizac@o das técnicas de maneira semi-automatizada ou automatizada,
o que é fundamental na triagem de doadores de sangue, devido a
necessidade de testagem de um grande nimero de amostras nas rotinas.
A plataforma Tigris® (Gen Probe-Novartis) é a dnica que pode ser
considerada um sistema totalmente automatizado.
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Quadro 2 — Kits comerciais NAT disponiveis com registro aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria no Brasil.

Fabricante/Pais | Método de Nome Registrono | Sistema de testagem
testagem Comercial Ministério da .
Satide Individual ou pool
Gen-Probe Inc. TMA - Procleix Ultrio | 10162410461 | Amostras individuais
. transcricao Assay®
Estados Unidos mediada por HIV/HBV/HCV Pool devt,amanho
amplificacio varidvel
Roche PCR - reagdo em Cobas S201 10287411019 | Pool de amostras (6)
Molecular cadeia da TaqScreen Amostras individuais
Systems Inc. polimerase em MPX®
. tempo real HIV/HBV/HCV
Estados Unidos
Fundacao PCR-RT - reagdo | NAT HIV/HCV | 80142170025 | Pool de amostras (6)
Oswaldo Cruz em cadeia de Bio- Amostras individuais
. polimerase em Manguinhos®
Brasil tempo real

As informacdes referentes aos produtos aprovados no Brasil foram obtidas do site da
ANVISA, com o consulta ao banco de dados disponivel para a consulta:
http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/Consulta_Produto_correlato/rconsulta_produto_
detalhe.asp.

3.5 Caracteristicas da Plataforma NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®

Segundo as informacgdes do manual do fabricante do kit NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos (DIACM, 2012), o ensaio consiste na
preparagdo de um pool ou conjunto de seis amostras juntamente com
uma particula calibradora biossegura, a extragcdo automatizada de acidos
nucléicos e a sua purificagdo.

A particula calibradora adicionada ao pool de amostras participa de
todas as etapas do processo de testagem. Trata-se de um virus HIV/HCV
mimético, biosseguro que exerce a funcdo de controlar as condigdes
ideais da reagdo, funcionando como um controle intra-ensaio. Este
calibrador interno possui mutagdes gendmicas, o que o diferencia
estruturalmente das caracteristicas comuns do virus selvagem tornando-
o ndo infeccioso.

Na produgdo da particula calibradora foi utilizado o plasmideo
NL4-3 o qual foi integrado ao genoma do HIV para a realizagdo de
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etapas de mutagénese: delecdes do genoma com a insercio de um
nucleotideo no gene do envelope, 0 que causou alteracdo na fase de
leitura. Assim houve a inativagdo do gene do envelope devido a néo
expressdo das proteinas gp 41 e gp 120.A mutagdo é descrita como
Z6Anef, + Tgene env/HIV, gen int/HIV mutado.

Na produgdo do controle positivo foram realizadas primeiramente
mutagéneses sitio dirigidas no genoma do HIV semelhantes as da
particula calibradora, porém houve a inserc¢do da regidao 5’UTR do HCV
no gene nef (Z6A5’UTR/HCYV, + T gene env/HIV).

A obtengdo dos virus mutantes que sdo utilizados no kit NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos® foi realizada através da utilizacdo do
isolado Z276 (HIV-1, subtipo D) com genoma completo. Foi realizada a
insercdo do genoma Z27Z6 no plasmideo PNL4-3. Os plasmideos foram
introduzidos em células bacterianas que por sua vez foram submetidas a
cultura na qual milhdes de bactérias foram produzidas. A partir da lise
das bactérias, no sobrenadante do liquido de cultura sdo obtidos milhdes
de copias do controle e da particula calibradora.

A extragdo e purificacdo do RNA das amostras de doadores
ocorrem através da lise dos RNA virais através do aquecimento das
amostras do pool de doadores com a utilizacdo de tampao, carreador de
RNA e protease. Posteriormente ocorre a pipetagem do lisado em uma
placa de coluna de silica, posteriormente ocorre a lavagem do produto
que ndo sofreu interagdo com a silica e a elui¢do da amostra (60uL).

Os alvos gendmicos do kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® sio:
para o HIV a regido integrase e para o HCV a regidao 5°UTR. Estas
regides foram escolhidas devido a serem muito conservadas com menor
risco de perda da sensibilidade devido a variantes virais (genétipos e
subtipos).

O material genético € amplificado quando reage com sondas
marcadas (Taqg-Man® Chemistry) com fluoréforos especificos: VIC para
o HIV, FAM para o HCV e DYE3 para a particula calibradora. O
monitoramento do progresso da PCR ocorre a medida que ela acontece,
ou seja, em tempo real com a leitura das intensidades da fluorescéncia a
cada ciclo. As intensidades de fluorescéncia geradas sdo proporcionais
ao numero de amplicons (produtos de amplificacdo) gerados.

A plataforma NAT € constituida por trés equipamentos integrados,
que realizam etapas distintas na execucdo do teste, que estdo descritos
na figura 2.

a) Preparo do pool: Janus® (Perkin Elmer);
b) Extracdo e purifica¢do do dcido nucléico: Biorobot MDX ® (Qiagen);
¢) Preparacdo e pipetagem da reacdo de PCR: Janus® (Perkin Elmer);
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d) Amplificacdo e detecgdo: termociclador ABI 7500® (Life
Technologies);
e) Processamento de dados e resultados: Janus® (Perkin Elmer).

Figura 2 — Equipamentos da Plataforma NAT e Etapas de realiza¢éo dos
testes NAT:

Pooling

PCR -Setup Amplificacio e
deteccio

Extracdo RNA

O tempo de execucdo dos testes no laboratério executor é de
aproximadamente 8 horas e 30 minutos. Este é o tempo médio para a
realizacdo de 552 amostras (equivalente a 92 pools de seis amostras). O
esquema abaixo demonstra de maneira sucinta o processo de realizacio
do NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® nos Sitios Testadores das
amostras.

Figura 3: Esquema de realizagdo dos testes NAT na Plataforma
Brasileira (CGSH, 2012).

Recebimento das

a(r:"::::fr::i Criagéo do lote no Transporte até o amostiras e E:‘tra;go:
M software GSM-NAT laboratério NAT verificagio da pa LS g purificagdo dos

centri = A
temperatura acidos nucléicos

Preparo da reagdo
de PCR
Liberagdo dos Conferéncia dos Exportagio dos Emisséo do laudo C idagio dos A céo e
..... m T arquivos HAT dados detecgdo

A equipe de tecnologia da informacdo da CGSH, juntamente com o
DATASUS do Ministério da Saude desenvolveram o software
gerenciador multicéntrico (GMS-NAT) na plataforma web, o que
permite a comunicacdo de amostras encaminhadas pelas URAs ou
UCAs com o lotes didrios de envio ao SIT-NAT. O acesso a este site é
restrito e a autorizagcdo de acesso somente é disponibilizada pela equipe
de tecnologia da informacdo da CGSH.
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3.6 Logistica na Execu¢do do NAT HIV/HCV

A logistica associada ao NAT compreende a definicao dos critérios
de estabilidade das amostras e a utilizacdo de controles de qualidade
internos e lote a lote.

3.6.1 Necessidade de Definir os Critérios de Estabilidade das Amostras
Submetidas ao NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®

Os kits NAT e as plataformas sdo disponibilizados aos Centros
Executores constituidos por Unidades Hemoterdpicas ligadas a
Hemorrede Publica, como o objetivo de realizar a testagem das unidades
de sangue e componentes transfundidas em pacientes usudrios do
Sistema Unico de Sadde na Hemorrede Piblica e nos servicos de
hemoterapia contratados pelo SUS.

Devido ao elevado custo da implanta¢do da tecnologia NAT, a
Coordenacdo Geral de Sangue e Hemoderivados do Ministério da
Satde, optou por instalar as plataformas NAT em apenas quatorze sitios
testadores no Brasil, definidos estrategicamente em algumas capitais e
cidades, de acordo com numero de amostras testadas/dia. Devido ao fato
dos testes serem realizados em laboratdorios centralizados, ha a
necessidade de enviar as amostras diariamente para os Sitios testadores.

O tempo de deslocamento até cada centro € varidvel,
dependendo da distancia entre 0 Hemocentro Executor em relagdo aos
Hemocentros que encaminhardo as amostras. Segundo defini¢do da
CGSH, a distribuicio da rede NAT estd descrita no Quadro 3,
juntamente com a data de inicio da implantacio da testagem das
amostras. O estado da Paraiba ndo participa da rede de laboratérios NAT
do Ministério da Saude, devido a uma decisdo da Secretaria Estadual de
Saide e do Hemocentro da Paraiba (HEMOIBA).
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Quadro 3 — Distribui¢do da rede NAT no Hemorrede Publica Brasileira e ano de
implantacdo da testagem:

Florianépolis - Santa Catarina Santa Catarina e Rio Grande do Sul 2010
Brasilia - Distrito Federal Brasilia, Goids e Tocantins 2011
Recife - Pernambuco Rio Grande do Norte 2010

Rio de Janeiro - Rio de Janeiro Rio de Janeiro e Espirito Santo 2010
Pré-Sangue — Sao Paulo Sao Paulo 2010
Belo Horizonte - Minas Gerais Minas Gerais 2011

Amazonas, Roraima, Rondonia e

Manaus - Amazonas Acre 2011
Belém - Para Par4, Piaui, Maranhdo e Alagoas 2011
Campinas — Sdo Paulo Sao Paulo 2011
Ribeirdo Preto — Sao Paulo Sdo Paulo 2012
Curitiba - Parana Parand 2012
Cuiabd - Mato Grosso do Sul Mato Grosso do Sul e Mato Grosso 2012
Salvador - Bahia Bahia e Sergipe 2013

Devido as distancias geogrificas entre os estados e a
complexidade da logistica do transporte das amostras dos centros
coletores até os sitios testadores, existe uma grande preocupa¢do com a
qualidade das amostras clinicas destinadas a testagem na plataforma
NAT brasileira (fase pré-analitica).

A fase pré-analitica que engloba o tempo decorrente entre a
coleta e a realizacio dos testes, bem como a temperatura de
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armazenamento das amostras sfo fatores criticos para o sucesso dos
testes de amplificacdo de édcidos nucléicos. Isto significa dizer que a
integridade das amostras € um fator chave para a qualidade dos testes
realizados no sangue doado (JOSE et al., 2005).

A manipulagdo, transporte e condigdes de estocagem das
amostras clinicas sdo fatores que conhecidamente influenciam a
estabilidade dos dcidos nucleicos virais. A degradacdo do RNA viral
durante a rotina de processamento, estocagem e centrifugacdo pode
causar faléncia na deteccao (LEE et al, 2002). As amostras destinadas ao
NAT na Hemorrede Piblica sdo coletadas em tubos com gel separador
Vacutainer PPT-K® (Plasma Preparation Tube), fabricados pela
Becton-Dickson, e fornecidos pela FIOCRUZ a todos os centros
coletadores (URA e UCA) de amostras e aos hemocentros que realizam
o NAT. Apds a coleta as amostras devem ser centrifugadas o mais
brevemente possivel, sendo as amostras armazenadas em refrigerador a
temperatura de 2 a 8°C. Segundo as instru¢des do fabricante, a
estabilidade dessas amostras estd garantida até 72 horas apds a coleta,
nessas condi¢des de estocagem. Para a realizagdo dos testes em tempo
superior, o fabricante recomenda que ocorra a retirada do plasma do
tubo. Sendo a realizacdo do NAT obrigatéria no tubo primdrio, ndo é
possivel a separagdo do plasma e o posterior congelamento, para que os
testes sejam realizados em tempo superior ao preconizado pelo
fabricante. Analisando-se a rotina dos servicos de hemoterapia, nio é
possivel constatar se estas condi¢des ideias de armazenamento,
centrifugacdo sdo cumpridas satisfatoriamente. Por isso a necessidade de
validagdo do tempo de armazenamento dos tubos antes da realizacio dos
testes.

Em condi¢Ges normais, os servigos de hemoterapia necessitam
realizar coletas externas as suas unidades, com o objetivo de facilitar o
acesso aos doadores e possibilitar um incremento no estoque de
componentes sanguineos ofertados a populacdo. Nessas coletas, as
amostras ndo sdo centrifugadas imediatamente, sendo que este
procedimento pode ocorrer em 24 horas ap6s a coleta.

Durante essas coletas, a temperatura das amostras pode chegar a
29°C, conforme monitoramento realizado no Hemocentro de
Florian6polis durante o periodo de verdo, pela equipe do laboratério de
sorologia/NAT. Com a utilizacdo do software de monitoramento de
temperatura Kooltrak® (Anexo III). Outro problema enfrentado é
relacionado ao tempo entre a coleta e a execucdo dos testes. Devido a
problemas como: quebra de equipamentos, dificuldades no transporte, as



45

amostras podem chegar ao sitio testador e serem submetidas ao NAT em
periodo de até 120 horas apds a coleta. Dessa forma, os fatores
relacionados a temperatura de armazenamento, ao tempo entre a coleta e
a realizacdo dos testes devem ser estudados para garantir a qualidade
dos resultados das amostras testadas na metodologia NAT.

3.6.2 Necessidade da Implementacdo do Controle de Qualidade Interno
Positivo e Lote a Lote nos Laboratorios Testadores

A adaptacdo das técnicas de controle de qualidade da indstria,
introduzida em 1950 por Levey-Jennings baseada na teoria de Shewhart
deu inicio a utilizacdo do pool de plasma congelado para controle de
ensaios no laboratério clinico, conhecido hoje como controle interno.
Nesse momento, foi aplicado o tratamento estatistico das dosagens em
replicatas para definir os limites aceitdveis utilizando dois desvios
padrdes. Pouco tempo depois, Hery e Segalove utilizaram limites
baseados em avaliagOes estatisticas em longo prazo, passando a aplicar
trés desvios como limite no grafico de Levey-Jennings. Em 1977,
Westgard e o grupo Uppsala apontaram que corridas estdveis poderiam
ser rejeitadas sem necessidade. Entdo, em 1979, a teoria foi
completamente esclarecida com a aplica¢do das fungdes-poder e foram
adotadas as regras de Westgard (CAMARINHA et al., 2011).

O controle interno é realizado em conjunto com a rotina de
andlise de amostras de doadores de sangue e de pacientes, para validar
os resultados produzidos apds identificar que o sistema analitico estd
operando dentro dos limites de tolerancia pré-definidos, especialmente a
precisdo do processo (reprodutibilidade). Para a sua aplicacdo dois
pontos chaves precisam ser analisados: o primeiro € a interpretacido de
dados de controle que deve ser baseada em procedimentos pré-definidos,
critérios objetivos e em principios estatisticos; e o segundo sdo os
resultados das andlises do controle que devem servir como indicadores
do desempenho do sistema analitico e para identificar os erros
associados com os resultados individuais. O uso de controle de
qualidade interno, com concentragdo conhecida é responsdvel pelo
monitoramento frequente da reprodutibilidade da fase analitica. O
propésito do seu uso € o de manter a variabilidade inerente ao processo
de testagem sob controle, identificando possiveis desvios para a
eliminacdo das causas (CAMARINHA et al., 2011).

O tratamento dado ao controle de qualidade interno utilizado no
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® € de cardter quantitativo, apesar do
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teste se apresentar como qualitativo, sendo que a obrigatoriedade na
utilizacdo de controles a cada rotina ocorre tanto para laboratdrios
clinicos (BRASIL, 2005), como para os laboratérios de triagem para
doencas transmissiveis em hemoterapia que utilizam a metodologia NAT
(BRASIL, 2013).

A Portaria n° 2712 de 13 de novembro de 2013 (BRASIL, 2013)
inclui a utilizacdo do controle de qualidade interno positivo para o NAT
com a finalidade de evidenciar a perda da sensibilidade dos ensaios,
identificar variacOes lote a lote/remessa, detectar erros aleatdrios ou
sistematicos, dentre outros.

A Resolucdo RDC/ANVISA n° 302 de 13 de outubro de 2005
(BRASIL, 2005) recomenda o uso de controles comerciais, sempre que
possivel, porém no Brasil inexistem painéis de controle comerciais
internos para o NAT. Dessa forma torna-se necessirio que os
laboratdrios preparem o seu préprio controle, com a sele¢cdo de amostras
com resultados conhecidos para HIV e HCV, bem como amostras
negativas. As amostras controle a serem utilizadas na rotina, devem
possuir as mesmas caracteristicas das amostras a serem testadas.

Na triagem soroldgica o controle fornecido pelo fabricante deve
ser utilizado somente como critério de interpretacdo dos resultados das
amostras e para validar o ensaio. Esse controle ndo deve ser utilizado
para monitorar a variagdo lote a lote por, na maioria das vezes,
apresentar alta reatividade e nfo permitir a detec¢do de erros pequenos
na fase mais critica do processo, em outras palavras, proximo ao valor
de corte da técnica (FERREIRA et al., 1998).

Segundo Petersen et al (1996), o preparo de amostras a serem
utilizadas para o controle de qualidade, requer que o laboratério realize
uma selecdo adequada das amostras, obtenha valores dentro do intervalo
analitico, contendo valores de decisdo e representativos da rotina,
proceda a sua estabilizagdo, eliminacdo e monitoracio de interferentes e
armazenamento adequado (para evitar precipitacdo, turbidez e alteracio
de concentragdo). O laboratério deve planejar a produgido do controle
interno em quantidade para atender a um bom periodo de tempo e que
ocorra a estabilidade dos lotes de controle produzidos.

Em relacdo a producdo do controle interno positivo e de lote a
lote do kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®, a Portaria 2712 de 12 de
novembro de 2013 determina que o controle pode ser obtido com o
diluicdes seriadas de plasma com resultados soroldgicos e de NAT
positivos para os marcadores empregados na detec¢do. Cabe ao
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laboratério definir o valor de corte para o controle, considerando a
dilui¢do utilizada.

Segundo Camarinha et al., 2011, a etapa de planejamento de
preparacdo do controle é baseada no desempenho do processo € na
qualidade requerida para cada ensaio, com definicdo de quais regras de
Westgard utilizar, sele¢do apropriada de materiais de controle e nimero
de amostras do controle. Esta etapa consiste em estabelecer uma
sistemdtica para selecionar o controle mais apropriado para o ensaio,
baseado na avaliagdo do processo (equipamento, reagente etc.). Nesse
planejamento devem-se determinar quais as melhores regras de deciséo
devem ser utilizadas e qual o ndmero de niveis de controle e a
frequéncia de utilizag¢@o do controle.

No controle de qualidade interno aplicado no NAT, os
resultados obtidos apds a sua caracteriza¢do, devem passar por processo
de valoragdo, no qual 20 determinagdes sdo necessdrias para assim
poder confeccionar o grifico de controle, com o cédlculo da média e do
desvio padrio, da mesma forma que € realizado com os controles
internos aplicados aos marcadores sorolégicos (CURA & WENDEL
1994; FERREIRA et al., 1998).

Posteriormente, os resultados obtidos nas rotinas didrias podem
ser plotados em graficos de controle. Para rejeitar uma corrida NAT,
pode-se realizar uma andlise grafica muito simples baseada no critério
de aplicacdo de regra tnica (hd rejei¢do quando uma medida de controle
ultrapassa o intervalo de média +2DP). Nesse caso a rotina devera ser
repetida. Para isso o grafico deve conter a média esperada e o cilculo do
desvio padrdo obtido na caracterizacio (CURA & WENDEL 1994;
FERREIRA et al., 1998). O monitoramento dos resultados do controle
de qualidade interno positivo deve ser didrio e apresentar critérios de
validagdo quantitativos (baseados no CT). O coeficiente de variacio
(CV) para os resultados do controle interno positivo deve ser inferior a
10% (Brasil, 2013). Uma pratica fundamental é a andlise imediata do
dado de controle com a utilizacdo da representagdo grafica, que
naturalmente ja demonstra o desempenho do processo ao longo do
tempo e pode conduzir naturalmente a percepcdo de aumento de
variacdo e surgimento de desvios (CAMARINHA et al., 2011).

Segundo portaria 2712 (BRASIL, 2013), os laboratérios que
realizam a triagem de doencas infecciosas através do NAT em amostras
de doadores de sangue devem realizar a inspe¢do dos conjuntos
diagnésticos a cada lote for entregue pelo fornecedor. Cabe ao
laboratério avaliar o aspecto dos reagentes, a integridade da embalagem,
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bula, nome dos reagentes, condi¢des de armazenamento e transporte,
lote e validade e ainda utilizar amostras com genoma detectdvel ou nao
detectdvel antes da insercdo desse determinado lote de produto na rotina.

Dessa forma, com a utilizacdo de controles internos positivos e
de controle lote a lote obtém-se uma importante ferramenta na rotina do
laboratério. Em uso conjunto com a participacdo em programas de
ensaio de proficiéncia, promove uma adequada monitoragdo e controle
da fase analitica, o que possibilita uma maior qualidade dos resultados
da triagem de doadores gerados diariamente pelo laboratério, garantindo
desta forma uma maior seguranca dos produtos a serem transfundidos.
(CAMARINHA et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Estdo descritos esse capitulo aspectos relativos a coleta de dados
para a elaboracdo dos artigos referentes as questdes epidemioldgicas
relacionadas a implantacdo do NAT.

a) Populacdo e amostra:

Trata-se de um estudo populacional, os dados foram obtidos em duas
fontes de dados diferentes. A primeira parte da coleta de dados
corresponde aos doadores de sangue que doaram no periodo de janeiro
2008 a junho de 2013 na Hemorrede de Santa Catarina. Este periodo foi
escolhido devido ao fato da Hemorrede (composta pelos Hemocentros
de Floriandpolis, Blumenau, Chapecd, Cricitima, Joagaba, Joinville,
Lages e pelas Unidades de Coleta localizadas em Canoinhas, Jaragud do
Sul e Tubardo) estar totalmente informatizada a partir de 2008, no banco
de dados unico, localizado em Florianépolis. Devido ao nimero
reduzido de amostras coletadas em Canoinhas, Jaragud do Sul e
Tubardo, os dados dessas unidades estdao agrupados nos Hemocentros de
Joacaba, Joinville e Criciima, respectivamente.

A segunda parte da coleta de dados foi obtida das planilhas
mensais de acompanhamento do NAT que é compilada em Brasilia-DF,
na Coordenagdo Geral de Sangue e Hemoderivados do MS. Os dados
dessa planilha correspondem ao NAT realizado em todo o territdrio
brasileiro, no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2013 e serviram
para compor o segundo banco de dados.

b) Varidveis do estudo:

As variaveis do estudo foram obtidas do banco de dados (formato.xls)
gerado no Sistema de Gerenciamento do Hemocentro — HEMOSIS, que
contém todas as informag¢des dos doadores que doaram na Hemorrede de
Santa Catarina. Este sistema de informdtica é responsdavel pelo
gerenciamento dos dados: cadastro do doador, triagem, coleta, testes
laboratoriais, liberagao e producido de hemocomponentes e transfusio de
produtos sanguineos em toda a Hemorrede HEMOSC.
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Quadro 4 — Varidveis dependentes dos estudos epidemiolégicos — HEMOSC
2007-2013:

Varidveis dependentes

Varidvel Categorizacdo

Resultado dos testes soroldgicos para anti-HCV — | Reagente

Prism Abbott Nio reagente
Inconclusivo
Imunoblot para anti-HCV Innogenetics Reagente
Nao reagente
Inconclusivo
Resultados do NAT HCV Bio-Manguinhos RNA detectado
RNA nio detectado
Resultado dos testes soroldgicos para anti-HIV Reagente
anticorpo Prism Abbott Nio reagente
Inconclusivo
Resultado dos testes sorolégicos para HIV 4* Reagente
geragdo (detecc@o de antigeno e anticorpo) Nio reagente
Siemens (até agosto de 2011) e Architect Abbott Inconclusivo
Imunoblot Innogenetics para anti-HIV 1 e 2 Reagente
Nao reagente
Inconclusivo
Resultados do NAT HIV — Bio-Manguinhos RNA detectado
RNA nio detectado

Resultados reagentes para HIV sdo resultantes de duas
situagdes: a combinacdo de dois testes soroldgicos para anti-HIV
reagentes mais imunoblot reagente e os resultados inconclusivos para
anti-HIV com NAT RNA HIV detectdvel. Resultados inconclusivos sio
aqueles em que somente um dos testes soroldgicos apresentou resultado
reagente ou inconclusivo (o que pode ocorrer na soroconversdo dos
doadores). Para o HCV foram considerados somente os individuos com
resultados para anti-HCV reagentes com imunoblot reagente. Em alguns
casos onde ndo houve esta confirmagdo, os casos reagentes foram
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aqueles em que a relacdo S/CO foi igual ou superior a 3,000 para o anti-
HCV (ACAR et al., 2009; STRAMER et al., 2013).

Quadro 5 — Varidveis independentes dos estudos epidemiolégicos - HEMOSC
(2007 - 2013):

Variaveis independentes — Sécio Demograficas

Variaveis Categorizagdo
Pessoa fisica do doador Cadastro individual no HEMOSIS
Nimero da triagem Cadastro individual da triagem no HEMOSIS
Data de nascimento — Faixa etaria 18 a 24 anos
25 a 34 anos
35 a 44 anos

Acima de 45 anos

Género Masculino
Feminino
Procedéncia Hemocentro Coordenador de Florian6polis

Hemocentro Regional de Lages
Hemocentro Regional de Joagaba
Hemocentro Regional de Joinville
Hemocentro Regional de Chapecd
Hemocentro Regional de Blumenau
Hemocentro Regional de Criciima

Cor da pele Branca
Negra
Outras

Escolaridade Analfabeto

Ensino fundamental
Nivel médio
Nivel superior

Pés-graduagdo

Ignorado
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Quadro 6: Varidveis associadas as caracteristicas da doa¢do de sangue no

HEMOSC- 2007 a 2013:

Caracteristicas da doacdo de sangue Categorizacdo
Tipo de doagdo Esporadica
Repeticdo

Primeira vez

Motivo de doacdo

Voluntdria
Reposigio
Autéloga

Datas das doagdes

Dia/Més/Ano

Nimero de doagdes anteriores

0-1
2-5
6-8
Acima de 08 doagdes

Quadro 7: Varidveis relacionadas aos dados obtidos da Hemorrede Brasileira

(2010-2013):

Dados da Hemorrede Brasileira

Estado Brasileiro — agrupado por regido

Nuamero de amostras testadas

Periodo da testagem

Numero de amostras HCV NAT positivas, que apresentam testes soroldgicos para

anti-HCV reagentes

Numero de amostras HCV NAT negativas, que apresentam testes soroldgicos para

anti-HCV reagentes

Numero de amostras HCV NAT positivas, que apresentam testes sorolégicos para

anti-HCV ndo reagentes
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Numero de amostras HIV NAT positivas, que apresentam testes soroldgicos para
anti-HIV reagentes

Numero de amostras HIV NAT negativas que apresentam testes soroldgicos para
anti-HIV reagentes

Numero de amostras HIV NAT positivas que apresentam testes soroldgicos para
anti-HIV nio reagentes

¢) Critérios de exclusao: foram excluidos doadores com dados
incompletos.

d) Andlises estatisticas: para a andlise foi utilizado o software Stata 11.0,
sendo admitido o intervalo de confianca (IC) de 95%. Foram realizados
os célculos a seguir:

d.1) O célculo da prevaléncia foi realizado da seguinte forma:

P (v, nev) = _doadores de primeira vez com resultado reagente para HIV ou HCV* 100.000
Total de doadores do periodo

d.2) O célculo da incidéncia foi realizado da seguinte forma:

I v, nev)= doadores de repeticdo e esporadicos com resultado reagente para HIV ou HCV_* 100.000
Pessoas-ano

d.3) O calculo do risco residual (RRes) utilizado baseou-se na
estimativa de risco de Schreiber et al. (1996). Segundo este método o
risco residual para os virus € o produto da taxa de incidéncia ajustada
por pessoas/ano pela duracio da janela:

Rres = (Taxa de incidéncia* Duracio da janela)

Onde: A taxa de incidéncia ajustada é expressa em fracdo 1 : nimero de
doacdes necessdrias para que uma doacao seja contaminada por HIV ou
HCV apesar dos testes de triagem laboratorial apresentarem resultados
negativo. No periodo analisado antes da implantacdo do NAT entre 01
de janeiro de 2007 a 19 de julho de 2010, a duracdo das janelas foi de 17
dias para o HIV e 58,3 para o HCV, comparado com 9 dias para ambos
virus apés a implementacdo do NAT entre 20 de julho de 2010 a 31 de
julho de 2013.
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A magnitude da efetividade da implantacio do NAT na
Hemorrede Ptblica brasileira foi calculada para os estados que
implantaram o NAT na sua rotina de triagem de doadores de sangue. Foi
realizada a comparacdo do risco residual calculado com ou sem a
utilizacdo da metodologia NAT, com a finalidade de medir o “ganho” na
seguranca transfusional apés a sua implantagao.

4.1 Questdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Santa Catarina sob o numero CAAE:
173.16613.1.0000.0110. Em anexo (Anexo II) estd o termo de
consentimento aplicado nesse estudo.
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PARTE II - RESULTADOS

ARTIGO I: Soroprevaléncia, incidéncia e risco residual dos virus da
imunodeficiéncia humana e da hepatite C em doadores de sangue
no Sul do Brasil entre 2007 € 2013.

Autores: Kupek EJ!, Petry A2
IDepartamento de Satude Publica - UFSC
2Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina - HEMOSC

Resumo

Estudos anteriores mostraram o alto risco residual de uma doagdo de
sangue contaminada pelo virus de imunodeficiéncia humana (HIV) e da
hepatite C (HCV) no Brasil, motivando o desenvolvimento da
plataforma brasileira NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® com objetivo
da utilizacdo da técnica de amplificacdo de 4cidos nucléicos (NAT) para
detectar simultaneamente a presenca de ambos os agentes virais. O
objetivo desse estudo foi verificar a soroprevaléncia, a incidéncia e o
risco residual antes e depois do NAT. Foram analisadas mais de 700.000
doacdes de sangue ocorridas em sete hemocentros da rede HEMOSC de
Santa Catarina, no periodo de janeiro de 2007 a julho de 2013.
Comparando-se os periodos antes versus apds o NAT para o HIV, a
soroprevaléncia aumentou de 1,38 para 1,58 por mil doadores e a
incidéncia de 0,72 para 1,11 por mil doadores-ano, enquanto o risco
residual diminuiu quase 2,5 vezes por causa da menor duragfo da janela
diagndstica com a utilizacdo do NAT. Para o HCV, houve o aumento da
soroprevaléncia de 1,22 para 1,58 por mil doadores e a diminui¢cdo da
incidéncia de 0,12 para 0,06 por mil doadores-ano, com redugdo do risco
residual de trés vezes com NAT. Com a introdugcdo do NAT, a reducéo
da janela imunoldgica para deteccdo do HIV e do HCV diminuiu o risco
residual aproximadamente 2,5 e 3 vezes, respectivamente.

Palavras-chave: HIV, HCV, doadores de sangue, prevaléncia, incidéncia,
risco residual.

Abstract

Previous studies have shown high residual risk of transfusing a blood
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donation contaminated by human immunodeficiency virus (HIV) or
hepatitis C virus (HCV) in Brazil, motivating development of a
Brazilian platform for simultaneous detection of both virus by nucleic
acid amplification test (NAT) denominated “HIV/HCV Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ”. The objective of this study is to verify
seroprevalence, incidence and residual risk for both viruses before and
after the introduction of NAT. Over 700,000 blood donations from seven
blood banks from HEMOSC - Santa Catarina state were analyzed during
the period between January 2007 and July 2013. In comparison with the
period preceding the NAT, HIV seroprevalence increased from 1.38 to
1.58 per 1000 donors, HIV incidence rate raised from 1.22 to 1.58 per
1000 donor-years, and HIV residual risk dropped almost 2.5 times
during the NAT period. For HCV, seroprevalence increased from 1.22 to
1.58 per 1000 donors, incidence dropped from 0.12 to 0.06 per 1000
donor-years, and residual risk decreased more than 3 times after NAT
was introduced. NAT reduced the duration of immunologic window for
HIV and HCV and therefore reduced corresponding residual risk
approximately 2.5 and 3 times, respectively.

Key-words: HIV, HCV, blood donors, prevalence, incidence, residual
risk.
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Introducao

A seguranca do sangue doado depende da captacdo e
recrutamento dos doadores, da triagem clinica que busca a exclusédo de
candidatos a doadores que apresentam fatores comportamentais de risco
ou histérico médico indicativos de infec¢do para agentes infecciosos, e
da triagem laboratorial, com a utilizacdo de testes soroldgicos e/ou de
biologia moleculares cada vez mais sensiveis, que visam o descarte de
unidades de hemocomponentes potencialmente infecciosos (MARESCH
et al., 2008). Estimar o risco transfusional das doengas virais
transmitidas pelo sangue € uma prdtica utilizada em estudos de
diferentes paises de todos os continentes (ROTH, 2012). No Brasil, os
métodos de avaliacdo do risco residual foram divulgados em lingua
portuguesa no final da década de 1990 (CANUTTI JUNIOR 1998;
COVAS, 1998) e aplicados esporadicamente na década seguinte
(KUPEK™", 2001 e 2004; BARRETO et al., 2005; SPADA et al., 2005;
MARESCH et al., 2008) mostrando de um modo geral a prevaléncia, a
incidéncia e o risco residual consideravelmente mais altos quando
comparados ao risco calculado nos EUA, Europa, Japdo e Austrélia.
Consequentemente, ficou evidente a necessidade de avaliar estes
pardmetros de uma forma sistematica para todo pais e com urgéncia
implementar medidas para reduzir o risco transfusional de transmissao
de agentes infecciosos.

No final do ano de 2005, o Ministério da Satude do Brasil
comecou a financiar o desenvolvimento de uma plataforma de
amplificacdo de 4cidos nucleicos (NAT) para detectar simultaneamente a
presenca do RNA dos virus de imunodefici€éncia humana (HIV) e da
hepatite C (HCV) em ‘“Bio-Manguinhos/FIOCRUZ”, seguindo as
Diretrizes da Politica Nacional de Sangue e Hemoderivados que
determina que o sangue transfundido no Brasil deva ser o mais seguro
possivel para os receptores. A plataforma brasileira foi testada com
éxito, nos anos de 2008 e de 2010, em quatro hemocentros
coordenadores dos estados de Santa Catarina, Pernambuco, Rio de
Janeiro, e na Fundacdo Pr6-Sangue de Sdo Paulo. No periodo entre julho
de 2010 e maio de 2011, cerca de 70% das amostras dos doadores do
hemocentro coordenador de Santa Catarina (HEMOSC) foram testadas
com esta metodologia. Em dezembro de 2011 o kit NAT jid possuia
registro junto aos 6rgdos reguladores do Ministério da Sadde e foi
incorporado a rotina de triagem. No ano de 2009, houve duas
transmissdes de HIV através do sangue doado, ambas antes da
introdugdo do NAT. Uma dessas transmissdes foi publicada por Pinto e
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colaboradores em 2012.

O objetivo desse estudo € de comparar as medidas de prevaléncia,
incidéncia e risco residual antes e depois da introdugdo da tecnologia
NAT no HEMOSC (Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina) de janeiro de 2007 a julho de 2013.

Material e Métodos

A populagio do estudo inclui todos os candidatos a doagdo do
HEMOSC que atende uma populagdo de aproximadamente seis milhdes
de habitantes e propicia 99,5% dos hemocomponentes que sao
transfundidos nos hospitais de Santa Catarina. O HEMOSC é composto
por um Hemocentro Coordenador localizado na capital Florianépolis e
por seis hemocentros regionais (Blumenau, Chapecd, Cricitima,
Joacaba, Joinville e Lages) e trés unidades de coleta (Canoinhas, Jaragua
do Sul e Tubardo). A rede HEMOSC ¢ uma das poucas hemorredes
ptblicas 100% certificadas pela norma ISO 9001:2010. Em razdo da
necessidade de implementa¢do do laboratério que realizaria testes de
amplificacdo de dcidos nucléicos para os virus da hepatite C e da
imunodeficiéncia humana, no ano de 2007 ocorreu a centralizagdo das
atividades de triagem soroldgica para marcadores infecciosos em
Florianépolis, fato que ocorreu em paralelo com a informatizagdo das
unidades que compdem a rede.

O estudo foi realizado no HEMOSC, apés a elaboragdo de um
banco de dados composto pelas varidveis obtidas através do seu sistema
de informdtica. Apds cada doagdo, as amostras de sangue dos doadores
foram submetidas aos testes de triagem para anti-HCV, dois testes para
anti-HIV-1 e 2 (sendo um deles de quarta-gerag@o), anti-T.cruzi, VDRL
ou anti-T.Pallidum, anti-HTLV, HBsAg e anti-HBc, conforme as
determinagdes legais brasileiras.

Os kits utilizados na triagem do HIV e do HCV e os seus
respectivos periodos de utilizagcdo na rotina estdo descritos no Quadro 1.

A rotina do NAT foi realizada em minipools de seis amostras.
Quando o minipool apresentava RNA detectado, as amostras eram
repetidas individualmente (abertura do pool) para a identificacdo da
amostra positiva. Os casos reagentes ou inconclusivos nos testes
sorolégicos foram confirmados através dos testes [Imunoblot
Innogenetics® para o anti-HCV e para o anti-HIV.

A anilise estatistica utilizou os valores exatos da distribuicdo de
Poisson para determinar os intervalos de confianca (IC) de 95% para os
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numeradores da prevaléncia e da taxa de incidéncia. Para os doadores de
repeticdo, o tempo de exposicdo para soroconverter a0 HIV ou HCV foi
estimado como a metade do periodo do intervalo de tempo entre a
doacdo atual e a doacdo anterior ndo reagente por qualquer um dos testes
soroldgicos (SCHREIBER et al. 1996).

O risco residual foi calculado pelo método de Schreiber et al.
(1996), ou seja, multiplicando-se a taxa de incidéncia pelo tempo da
duragdo da janela imunoldgica. Foram considerados os seguintes valores
da duracdo da janela: 22 dias para o kit anti-HIV, 17 dias para o HIV
Enzygnost®, 14 dias para o HIV Combo Architect ® e 58,3 dias para o
anti-HCV (Barreto et al., 2005; Almeida Neto et al., 2013). Para o NAT,
foram aplicados os valores da janela de nove dias para ambos os agentes
virais. No periodo analisado antes da implantagdo do NAT entre 01 de
janeiro de 2007 a 19 de julho de 2010, a duragdo das janelas foi de 17
dias para o HIV e 58,3 para o HCV e de 10 a 12 dias para ambos os
virus apds a implementacdo do NAT no periodo entre 20 de julho de
2010 a 31 de julho de 2013.

Os cdlculos estatisticos foram realizados com o auxilio do
software estatistico Stata 11.0.

Resultados

No periodo total do estudo correspondente a seis anos, 293.725
candidatos a doacdo de sangue compareceram ao HEMOSC para
realizar 719.223 doacdes que foram avaliadas com todos os testes
laboratoriais previstos pelo protocolo vigente a época.

Devido ao nimero reduzido de coletas, os dados das Unidades
de Coleta de Jaragud do Sul, Canoinhas e Tubardo foram agrupados aos
dados dos Hemocentros de Joinville, Joacaba e Criciima,
respectivamente.

O perfil sécio demogrdfico dos doadores de sangue sofreu
algumas alteracdes significativas no periodo apds a introducido do NAT.
Destacam-se o aumento de primodoadores de 69,7% para 91,6%, e das
mulheres, de 38,1% para 44,6%, assim como a participagdo do
hemocentro de Blumenau que subiu de 4,2% para 22% do total de
doadores. Os doadores de repeti¢do nos 12 meses anteriores diminuiram
de 10,1% para 0,6%, enquanto a reducio daqueles com intervalo maior
entre duas dltimas doagdes foi de 20,2% para 7,8%. Também houve um
aumento de 31% para 34,8% dos jovens doadores entre 18 e 24 anos. A
escolaridade, raca autoreferida e a presenga das outras infeccdes nio
tiveram alteragdes significativas antes versus depois do NAT. Os dados
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relativos as caracteristicas das doagdes realizadas no periodo do estudo
sofreram a influéncia da criagdo do Hemocentro Regional de Blumenau
em 2010, motivo pelo qual foi verificado o elevado percentual de
doadores de primeira vez.

A prevaléncia do HIV por mil doadores foi 1,46 no periodo de
2007 a 2013, com valor de 1,38 no periodo antes do NAT e 1,58 apds a
sua implementacdo (Tabela 1). Os doadores de repeti¢do tiveram a
prevaléncia significativamente maior que os primodoadores,
principalmente aqueles que doaram nos 12 meses anteriores. Os
doadores do sexo masculino tiveram o dobro da prevaléncia do sexo
feminino. Observa-se um aumento da prevaléncia associado a faixa
etdria (Figura 1). Baixa escolaridade (até 1° grau completo) também foi
associada a aumento da prevaléncia, assim como a co-infec¢éo por outro
virus, principalmente o da hepatite B. Os hemocentros de Floriandpolis,
Criciima e Joinville tiveram as prevaléncias significativamente maiores
que os de Blumenau, Chapecé e Joagaba, com o hemocentro de Lages
numa posicao intermedidria. Este aumento também pode estar associado
ndo s a uma maior exposi¢do dos doadores, como também a melhoria
do desempenho dos testes diagndsticos.

Em relacdo ao HCV, a prevaléncia calculada por mil doadores
foi 1,22 por 1.000 doadores antes da introdu¢do do NAT e 1,35/1.000
doadores apds a introdu¢ido do NAT, resultando na média ponderada de
1,28 (Tabela 2). Os primodoadores tiveram a prevaléncia
significativamente mais alta que os de repeti¢do, assim como os homens
em comparagdo com as mulheres. Os hemocentros de Florianépolis e
Criciima mostraram uma significativa elevacdo da prevaléncia em
comparagdo com os de Blumenau, Joacaba e Joinville. O aumento da
prevaléncia foi nitido com relacdo a maior faixa etdria e baixa
escolaridade, assim como na presenga da outra infec¢fo, principalmente
a da hepatite B.

As taxas de incidéncia do HIV e HCV, que utilizaram o
estimado tempo de exposicdo para doadores de repeticdo, refletiram
aproximadamente os mesmos fatores de risco e as magnitudes
semelhantes aquelas observadas com relag@o a prevaléncia. Para o HIV,
a incidéncia por mil doadores-ano foi mais de dez vezes maior entre
aqueles que doaram sangue nos 12 meses anteriores comparado com
aqueles cuja doagdo anterior ocorreu num periodo mais distante. A
incidéncia entre homens foi o dobro daquela em mulheres. A faixa etdria
com maior incidéncia foi a de 25 a 34 anos. A taxa de incidéncia foi a
mais alta em Cricitima e entre os doadores com co-infeccao.

Vale a pena destacar uma clara tendéncia temporal de aumento
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da prevaléncia do HIV no periodo analisado entre os candidatos a
doacdo de sangue do sexo masculino na faixa etdria entre 16 e 24 anos
(Figura 1). Embora as mulheres na mesma faixa etdria apresentassem
uma tendéncia semelhante até 2011, houve uma queda menor no ano
seguinte, seguida por uma redug@o grande no préximo ano.

Houve um aumento de prevaléncia (14,5%) e incidéncia
(54,2%) do HIV no periodo pré-NAT versus p6s-NAT, porém este dado
ndo foi significativo (Tabela 1). J4 o risco residual diminuiu quase 2,5
vezes com a realizacdo do NAT (Tabela 3). Para o HCV, o aumento de
prevaléncia (29,5%) e a reducdo da incidéncia pela metade depois do
NAT, tampouco foi significativo, embora o risco residual tenha
diminuido mais de trés vezes.

Discussao

O expressivo aumento da participacdo dos primodoadores (de
quase 70% para mais de 90%) e das mulheres (de 38% para quase 45%),
assim como a redug¢do dos doadores de repetigdio nos 12 meses
anteriores (de 10% para 0,6%) entre os doadores testados com NAT,
podem ter influenciado as taxas de incidéncia do HIV e do HCV e,
consequentemente, o risco residual. A interacdo desses fatores e
complexa e merece uma discussdao maior.

Publicacdes tem registrado maior soroprevaléncia das infeccdes
transmitidas via sangue entre os primodoadores, inclusive no Brasil
(KUPEK, 2001*" ¢ 2004, BARRETO et al., 2005; MARESCH et al.,
2008, SABINO et al., 2012), o que logicamente indica uma incidéncia
maior. Porém, os dados do presente estudo mostram o contrdrio: as
soroprevaléncias do HIV e do HCV foram aproximadamente trés e dois
vezes maiores em doadores de repeticdo no dltimo ano, respectivamente,
em comparagdo com os primodoadores. O aumento da prevaléncia do
HIV no periodo analisado foi expressivamente maior entre homens na
faixa etdria entre 16 e 24 anos em comparacdo com qualquer outro
segmento demogrifico (Figuras 1 e 2), reforcando a hipétese de
utilizacdo da doagdo de sangue para verificar a existéncia da infec¢do
por HIV em alguns candidatos a doa¢do de sangue. As evidéncias desse
comportamento foram verificadas em doadores de Sao Paulo, em estudo
no qual estimaram em 9% os doadores que buscavam o teste para HIV
no banco de sangue, e mostraram maior prevaléncia de comportamento
sexual de risco neste grupo (GONCALEZ et al., 2006 e 2010; SABINO
et al., 2012). Em Santa Catarina, observou-se um aumento significativo
da soroprevaléncia de HIV no inicio da década de 2000 apds uma
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consistente reducdo durante a década de 1990, possivelmente atribuivel
a mesma motivacao de fazer o teste de HIV em vez de doar sangue por
motivos altruisticos (KUPEK, 2004). A incidéncia do HIV por mil
doadores de repeti¢do que aumentou de 0,36 (IC 95% de 0,13 a 0,79) no
fim da década de 1990 (KUPEKb, 2001), para 0,86 (IC 95% de 0,73 a
1,00) entre 2007 e 2013 ¢ preocupante e exige medidas adicionais para
melhor selecionar os candidatos a doadores. Além disso, pode significar
uma melhor sensibilidade dos testes soroldgicos utilizados.

E importante lembrar que o nimero de soroconversdes em
doadores de repeti¢do para calculo do risco residual é tipicamente menor
que para célculo da taxa de incidéncia porque o primeiro exclui os
individuos com qualquer teste soroldgico reagente. Estes testes incluem
os marcadores das doengas sexualmente transmissiveis, tais como
hepatite B e sifilis e, portanto indicam comportamento sexual de risco. A
exclusdo desses individuos como potenciais doadores de sangue reduziu
a incidéncia do HIV por mil doadores entre os doadores de repeticdo nos
12 meses anteriores de 6,25 (Tabela 1) para 1,91 e 1,80 (Tabela 3) nos
periodos antes e depois da implementacio do NAT, respectivamente.
Com essa reducio, a taxa de incidéncia para risco residual até diminuiu
um pouco de um periodo para outro, apesar do aumento da
soroprevaléncia em homens jovens no sentido contrdrio. Em resumo,
ndo foi a mudanga em incidéncia do HIV e sim a redugdo da janela
diagndstica apds a introdugdo do NAT que reduziu risco residual pela
metade esse grupo de doadores (Tabela 3). O risco entre os doadores de
repeti¢cdo com intervalo maior de 12 meses foi reduzido 2,62 vezes. Em
todos doadores de repeti¢do, o risco residual foi reduzido quase 2,5
vezes devido ao NAT.

A incidéncia do HCV no HEMOSC diminuiu pela metade
depois da implementacdo do NAT. Embora ndo se apresente como
estatisticamente significativa, essa diminuicdo contribuiu para reducio
do risco residual por mais de quatro vezes em doadores de repeticao.
Durante a década de 1990, ja foi observada uma grande reducdo da
incidéncia do HCV em doadores do HEMOSC para 0,51 por mil
doadores de repeticdo (KUPEK", 2001). O presente estudo confirma a
continuacdo dessa tendéncia, atingindo um nivel cinco vezes menor. Por
outro lado, a incidéncia foi vinte vezes maior em doadores de repeticio
nos 12 meses anteriores do que naqueles com doacdo prévia num
periodo mais distante. Embora a transmissdo sexual do HCV seja
relativamente rara, a infeccdo € um marcador de comportamento de
risco. Portanto, o tamanho desse efeito reforca a hipdtese de busca do
teste para HIV em alguns individuos que doam sangue nos intervalos
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menores de um ano.

A semelhanca entre os fatores de risco para soroprevaléncia e
incidéncia, tanto do HIV quanto do HCV, refor¢a a nocdo de prevaléncia
como incidéncia cumulativa e a validade de utiliza-la para estimar o
risco de soroconversdo em primodoadores (ZOU et al., 2008). De um
modo geral, maior risco de infec¢do por HIV entre homens e entre as
pessoas com baixa escolaridade ja foi evidenciado na populacio geral do
pais (FONSECA e BASTOS, 2007) e em doadores de sangue (SABINO
et al., 2012), assim como para capital Florianépolis com rela¢do a
demais regides do estado (Rosini et al., 2003; Maresch et al., 2008).
Chama atengdo o alto risco da infeccdo por HIV e HCV nos doadores de
Cricidma. Existem poucos estudos desse tipo para comparar oS
resultados obtidos. Em um deles, as capitais dos estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais juntas registraram a incidéncia do HCV
de 3,11 por 100.000 doadores-ano, com risco residual de 0,5 por
100.000 em 2007 (ALMEIDA-NETO et al., 2013). Embora a incidéncia
do HCV fosse significativamente maior esses estados em comparacio
com Santa Catarina, em todos eles foi registrada a tendéncia temporal de
reducdo desse risco.

O aumento de incidéncia do HIV e HCV ap6s a introdugdo do
NAT ¢ condizente com a maior sensibilidade desse teste para detectar
doadores infectados, em comparacdo aos testes soroldgicos. O aumento
do risco da infec¢do por HIV em doadores de sangue também ficou
evidenciado pela alta soroprevaléncia de 1,46 por mil doadores, um
valor préximo a 1,51 por mil na Africa do Sul, mas consideravelmente
mais alto que 0,23 nos paises da Europa mediterranea e central ou 0,34
no sudeste asiatico, conforme relatado numa revisiao recente de dados
dos paises que implementaram NAT como teste individual em doadores
de sangue (BRUHN et al., 2013).

Vale a pena destacar que esse é o primeiro relato da efetividade
da plataforma brasileira NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos, no pais com
maior nimero de doadores de sangue na América Latina. O risco
residual de 2,51 por 100.000 doadores para HIV, observado no
HEMOSC entre 2007 e 2013, é préximo as estimativas de 2 por 100.000
na virada do século (KUPEK®, 2001 e 2004) na grande Florianépolis e
em Lages (SPADA et al., 2005), porém menor que o risco de 3,82
estimado por Maresch et al. em 2008, no estado de Santa Catarina. Os
dados compilados nos hemocentros de Sdo Paulo, Belo Horizonte e
Recife para periodo 2007-2008 apontaram o risco residual para HIV de
1,13 por 100.000 e projetaram sua reducdo com a introducdo da triagem
com NAT em torno de 1,66 vezes com uso de minipool de seis amostras
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(janela diagnéstica de 9 dias) e 2,69 vezes com o uso de teste individual
- janela diagndstica de 5,6 dias (SABINO et al., 2012). O risco residual
para HIV calculado, de 2,51 por 100.000 doadores de repeticdo no
presente estudo encontra-se proximo a estas estimativas, assim como a
sua reducdo pelo fator 2,49 apds a introdug@o do NAT com minipool de
6 amostras.

As limitacdes do presente estudo incluem o foco no risco
transfusional residual, ou seja, o risco de uma doag¢do contaminada
entrar no pool de transfusdo, deixando de lado o risco de transmissdo do
receptor da sangue contaminado, que ainda depende da dose infectante e
da reacdo imunoldgica do receptor. O risco de transmissdo tem sido
objeto dos estudos na drea (VERMEULEN et al., 2009, BRUHN et a.,
2013) e pode ser abordado no futuro com os dados do NAT brasileiro.
Outra limitac@o € a baixa precisdo das estimativas com base nas poucas
soroconversdes, principalmente nos agregados menores, tais como
hemocentros regionais. Em fungdo disso, as comparacdes geogrificas
ficaram prejudicadas, mas futuros dados podem reduzir este problema.

Apesar da expressiva reducdo do risco residual com
implementacdo do NAT em Santa Catarina, a incidéncia em doadores de
sangue de aproximadamente um por mil doadores-ano continua alta,
ultrapassando a incidéncia dos paises como Franca, Alemanha, EUA,
Canadd e Austrdlia em quase cem vezes (GLYNN et al., 2000; DODD et
al., 2002, CHIAVETTA et al., 2003; SEED et al., 2005; BUSCH et al.,
2005 e PILLONEL et al., 2005). O resultado obtido ressalta a
necessidade de implantar com urgéncia medidas preventivas efetivas na
populacdo geral para maiores reducdes do risco transfusional no futuro
(SABINO et al., 2012). Sem a reducdo do comportamento sexual de
risco, os avangos tecnoldgicos como NAT, inclusive o teste individual,
terdo um efeito protetor ainda limitado. Portanto, a integracdo das
politicas de saide para sangue e hemoderivados e para prevengdo das
doengas sexualmente transmissiveis deverd dominar a pauta de
planejamento das a¢des futuras nessa drea.
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Quadro 1 — Tecnologias utilizadas para detec¢do de HIV e HCV em doadores de
sangue, por periodo do estudo (2007 a 2013).

Periodo Kit para deteccdo | Kit para deteccdo de | Anti-HCV NAT
de anti-HIV anti-HIV Ag/Ab HIV/HCV
Janeiro de |Anti-HIV 1, 2 O|Anti-HIV 4* geracdo | Anti-HCV Prism | Ndo utilizado
2007 a | Prism Enzygnost Integral II Abbott
junho de | Abbott Siemens — Marburg | Laboratories
2010 Laboratories Alemanha Wiesbaden -
Wiesbaden - Alemanha
Alemanha
Julho de | Anti-HIV 1, 2 O/| Anti-HIV Combo | Anti-HCV  Prism | NAT
2010 a julho | Prism Abbott | Architect Abbott HIV/HCV
de 2013 Laboratories Laboratories Laboratories Bio-
Wiesbaden - | Wiesbaden — Alemanha | Wiesbaden - | Manguinhos
Alemanha Alemanha FIOCRUZ -

RJ
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Tabela 1. Soroprevaléncia e incidéncia do HIV associado aos fatores de risco na Hemorrede de Santa Catarina, no periodo de
2007 a 2013.

Variavel Categoria n Casos Prevaléncia Casos Incidéncia
HIV+ (IC 95%)* incidentes (IC 95%)"
Todos * 293.696 430 1,46 (1,33-1,61) 163 0,86 (0,73-1,00)
Periodo Pré-NAT 168.318 232 1,38 (1,20-1,55) 86 0,72 (0,57-0,89)
NAT 125.378 198 1,58 (1,36-1,80) 77 1,11 (0,87-1,38)
Tipo de Primodoador 232.240 267 1,15 (1,02-1,30) - -
doador Repeticao nos ultimos 12 meses 17.711 62 3,50 (2,63-4,37) 62 6,25 (4,80-8,02)
Repeticdo no periodo >12 meses 43.745 101 2,31 (1,86-2,76) 101 0,56 (0.46-0,68)
Género Masculino 173.774 322 1,85 (1,66-2,07) 133 1,02 (0,86-1,21)
Feminino 119.950 108 0,90 (0,74-1,09) 30 0,51 (0.34-0,72)
Faixa 16-24 95.797 117 1,22 (1,01-1,46) 45 0,28 (0,20-0,37)
etdria 25-34 97.659 168 1,72 (1,47-2,00) 71 0,92 (0,72-1,15)
35-44 59.091 86 1,45 (1,16-1,80) 30 0,54 (0,36-0,76)
45-65 41.177 59 1,43 (1,09-1,85) 17 0,43 (0,25-0,69)
Hemocentro Blumenau 34.771 26 0,86 (0,58-1,23) 4 0,83 (0,22-2,12)
Chapec6 36.991 24 0,84 (0,57-1,19) 7 0,22 (0,09-4,56)
Cricitima 45.199 59 1,90 (1,52-2,35) 27 1,53 (1,01-2,23)
Florianépolis 71.852 69 1,99 (1,68-2,34) 74 0,83 (0,65-1,04)
Joagaba 25.284 13 0,59 (0,33-0,98) 2 0,56 (0,07-2,02)
Joinville 58.869 59 1,65 (1,34-2,01) 38 0,80 (0,57-1,09)
Lages 20.758 17 1,35 (0,90-1,95) 11 0,47 (0,23-0,84)
Escolaridade Analfabeto 401 2 4,99 (0,60-17,9) 0 0
1° incompleto 36.289 69 1,90 (1,48-2,41) 16 0,63 (0,36-1,01)
1° completo 29.035 68 2,34 (1,82-2,97) 21 1,00 (0,62-1,53)
2° incompleto 20.390 36 1,77 (1,24-2,44) 17 1,51 (0,88-2,41)
2° completo 110210 148 1,34 (1,13-1,58) 67 0,94 (0,73-1,19)
3° incompleto 44.344 58 1,31 (0,99-1,69) 20 1,09 (0,67-1,69)
3° completo 42.481 37 0,87 (0,61-1,20) 19 0,54 (0,33-0,85)
Pés-graduagao 754 0 0 0 -
Ignorado 9.820 160 1,33 (1,13-1,56) 3 0,90 (0,71-1,14)
Co-infecgdo” Ausente 277.368 373 1,35 (1,21-1,49) 156 0,83 (0,70-0,97)
Presente 16.356 57 3,40 (2,58-4,40) 7 5,57 (2,24-11,47)

* por 1000 doadores ° por 1000 doadores de repeti¢do por ano  © excluindo os resultados inconclusivos  por HBV, HCV, HTLY, T.pallidum ou
T.cruzi
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Tabela 2. Soroprevaléncia e incidéncia do HCV associado aos fatores de risco na Hemorrede de Santa Catarina no periodo de
2007 a 2013.

Varidvel Categoria n Casos Prevaléncia Casos Incidéncia
HCV (+) (IC 95%)* incidentes (IC 95%)"°
Todos * 293.510 375 1,28 (1,15-1,41) 19 0,10 (0,06-0,15)
Periodo Pré-NAT 168.229 206 1,22 (1,06-1,39) 15 0,12 (0,07-0,21)
NAT 125.310 169 1,35 (1,14-1,55) 4 0,06 (0,02-0,15)
Tipo de Primodoador 232.127 356 1,53 (1,38-1,70) - -
doador Repeticao nos ultimos 12 meses 17.688 10 0,73 (0,29-1,51) 10 1,01 (0,48-1,85)
Repeticdo no periodo >12 meses 43.724 9 0,07 (0,03-0,14) 9 0,05 (0,02-0,09)
Género Masculino 173.651 252 1,45 (1,28-1,64) 12 0,09 (0,04-0,16)
Feminino 119.888 123 1,02 (0,85-1,22) 7 0,12 (0,05-0,24)
Faixa 16-24 95.787 46 0,48 (0,35-0,64) 1 0,06 (0,00-0,33)
etdria 25-34 97.586 91 0,93 (0,75-1,15) 3 0,04 (0,00-0,12)
35-44 59.046 125 2,12 (1,76-2,52) 10 0,18 (0,08-0,33)
45-65 41.120 113 2,75 (2,26-3,30) 5 0,13 (0,04-0,29)
Hemocentro Blumenau 37.767 17 0,49 (0,28-0,78) 0 0
Chapecé 36.980 22 0,59 (0,37-0,90) 0 0
Cricitima 45.166 99 2,19 (1,78-2,68) 4 0,22 (0,06-0,58)
Florianépolis 71.797 132 1,83 (1,53-2,18) 6 0,07 (0,02-0,15)
Joagaba 25.270 20 0,79 (0,48-1,22) 2 0,56 (0,07-2,02)
Joinville 58.815 57 0,97 (0,73-1,25) 3 0,06 (0,01-0,18)
Lages 20.744 28 1,35 (0,90-1,95) 4 0,17 (0,04-0,43)
Escolaridade Analfabeto 401 4 9,97 (2,72-25,34) 0 0
1° incompleto 36.260 80 2,20 (1,75-2,74) 9 0,35 (0,16-0,67)
1° completo 29.018 59 2,03 (1,55-2,62) 0 0
2° incompleto 20.376 31 1,52 (1,03-2,16) 1 0,09 (0,00-0,49)
2° completo 110156 123 1,12 (0,93-1,33) 6 0,08 (0,03-0,18)
3° incompleto 44315 34 0,76 (0,53-1,07) 2 0,11 (0,01-0,39)
3° completo 42.457 34 0,80 (0,55-1,18) 1 0,03 (0,00-0,15)
Pés-graduacao 754 0 0 0 0
Ignorado 9.802 133 1,11 (0,93-1,31) 0 0,07 (0,02- 0,17)
Co-infecgio” Ausente 276.719 303 1,09 (0,97-1,22) 0 0,10 (0,06-0,15)
Presente 16.820 72 4,28 (3,35-5,39) 19 0,63 (0,02-3,53)

 por 1000 doadores; b por 1000 doadores de repeti¢éo por ano; © excluindo os resultados inconclusivos; d por HBV, HIV, HTLYV, T.pallidum ou T.cruzi



Tabela 3. Risco residual antes e depois da implementa¢do do NAT associado ao tipo de doador
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Rendimento do NAT Risco residual
Virus Tipo de doador Periodo n' Pessoa-ano Incidéncia RR por 100.000 Fator de
(IC 95%)" (IC 95%)° doadores redugdo
Repeti¢ao nos ultimos 12 Pré-NAT 34 17.811 1,91 1:11.242 8.89
meses (1,32-2,67) (1:8042, 1:16267) (6,15-12,43) 2,00
HIV NAT 28 15.644 1,80 1:22.529 4,44
(1,19-2,59) (1:15657, 1:34677) (2,88-6,39)
Repeti¢do no periodo >12 Pré-NAT 52 142.510 0,36 1:59.547 1,68
meses (0,27-0,48) (1:44735, 1:79530) (1,26-2,23) 2,62
NAT 40 150.94 0,26 1:155.967 0,64
(0,19-0,36) (1:112643, 1:213429) (0,47-0,89)
Todos de repeticao Pré-NAT 86 160.320 0,54 1:39.765 2,51
(0,43-0,66) (1:32535, 1:52373) (2,00-3,07) 2,48
NAT 68 166.586 0,41 1:98.906 1,01
(0,32-0,52) (1:77984, 1:126723) (0,79-1,28)
Repeti¢ao nos ultimos 12 Pré-NAT 39 18.091 2,16 1:5.183 19,29
meses (1,53-2,95) (1:3795, 1:7318) (13,66-26,35) 4,26
HCV NAT 2 1.080 1,85 1:22.099 4,56
(0,22-6,69) (1:6061, 1:155967) (0,54-16,50)
Repeti¢do no periodo >12 Pré-NAT 47 132.630 0,35 1:31.989 3,13
meses (0,26-0,47) (1:23822, 1:43063) (2,32-4,20) 4,53
NAT 1 3.589 0,28 1:144.827 0,69
(0,01-1,55) (1:26162, 1:4055150) (0,02-3,82)
Todos de repeticao Pré-NAT 66 122.244 0,54 1:20.727 4,82
(0,42-0,69) (1:16221, 1:26.658) (3,75-6,16) 3,06
NAT 3 4.668 0,64 1:63.362 1,58
(0,13-1,88) (1:21570, 1:311934) (0,32-4,64)

* Numero de soroconversdes por virus analisado sem resultado reagente nos outros testes sorolGgicos

® Incidéncia por mil pessoas-ano

¢ Risco residual com intervalo de confianca de 95%, assumindo a duragio da janela imunoldgica para HIV de 17 e 9 dias antes e depois da
implementa¢ao do NAT, respectivamente, e de 32,6 ¢ 9 dias para HCV, na mesma ordem.
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Figura 1. Propor¢@o de homens doadores de repeti¢@o infectados por HIV, por
faixa etdria na Hemorrede de Santa Catarina, no periodo de 2007 a 2013.
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Figura 2. Propor¢@o de mulheres doadoras de repeti¢do infectadas por HIV, por
faixa etdria na Hemorrede de Santa Catarina no periodo de 2007 a 2013.
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ARTIGO II — Ganho do NAT na detecg¢do do virus da imunodeficiéncia
humana e hepatite C em doadores de sangue brasileiros: resultados
preliminares.

Autores:
Petry A1, Kupek EJ?, Genovez G3, Martins, JT!3 Evangelista, GBB3

! Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina — HEMOSC
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3 Coordenacao Geral de Sangue e Hemoderivados do Ministério da
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Resumo

O proposito desse estudo é de demonstrar os primeiros resultados
relacionados aos doadores de sangue do Brasil, que foram submetidos a
triagem pelo NAT. O estudo inclui aproximadamente trés milhdes de
doacdes testadas em 14 servicos de hemoterapia com a plataforma
brasileira NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® (metodologia PCR —
multiplex). A taxa de ganho ou yield por milhdo de doacdes foi de 4,38
para HIV e 1,01 para HCV. Para o HIV o ganho com a utilizacdo do
NAT variou de zero na regido Centro-Oeste a cinco na regido Sudeste. O
rendimento do NAT brasileiro foi similar aos estudos publicados com
resultados da Europa Mediterrinea e de paises do Sudeste Asidtico
enquanto que para o HCV foi menor do que o esperado.

Palavras-chaves: doadores de sangue, NAT, ganho, HIV, HCV,
prevaléncia, Brasil.

Abstract

The purpose of this study is to demonstrate the first results of blood
donors in Brazil screening by NAT. The study includes approximately 3
million donations tested in 14 hemotherapy services through the
platform Brazilian NAT HIV / HCV Bio-Manguinhos ® (PCR
methodology - multiplex). The rate of yield or yield per million
donations for HIV was 4.38 and 1.01 for HCV. HIV yield ranged from
zero in the Midwest to five in the Southeast. The yield of NAT Brazilian
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was similar to published studies with results of Mediterranean Europe
and Southeast Asian countries while HCV was lower than expected.

Key-words: blood donors, NAT, yield, HIV, HCV, prevalence, Brazil.

Introducao

No ano de 2010, teve inicio no Brasil a implementacdo do teste
de triagem utilizando a técnica de amplificacio de dcidos nucléicos
(NAT) na triagem de doadores de sangue para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e virus da hepatite C (HCV). O kit
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® foi registrado nos Orgios
reguladores brasileiros e utiliza a metodologia PCR em tempo real,
multiplex, sendo discriminatério para o HIV e HCV. Este kit foi
desenvolvido por um grupo de pesquisadores virologistas e bidlogos
moleculares e estd sendo produzido e distribuido por Bio-Manguinhos
(Fiocruz, Rio de Janeiro) com o apoio financeiro do Ministério da
Satde. Este kit foi aprovado para utilizacdo na triagem de doadores em
27 de dezembro de 2010. O niimero de laboratérios de triagem NAT
instalados em hemocentros chegou a 14 em 2013, cobrindo todas as
principais regides geograficas do pais. O objetivo desse comunicado
breve € de fornecer os primeiros resultados do rendimento da utilizagdo
do NAT na triagem sorolégica de doadores de sangue no Brasil.

Material/Métodos

O inicio da implantacio do NAT ocorreu em 2010, em quatro
hemocentros: HEMOSC (Santa Catarina), Fundagdo Pré-Sangue-
Hemocentro de Sdo Paulo, HEMORIO (Rio de Janeiro) ¢ HEMOPE
(Pernambuco). A implantagdo foi gradualmente expandida para outros
hemocentros e foi concluida em 2013. Os laboratérios de testagem sdo
conhecidos como SIT-NAT e foram distribuidos estrategicamente no
Brasil, para facilitar o transporte das amostras, ja que o pais apresenta
extensdo continental. Os dados foram coletados entre maio de 2011 a
julho de 2013.

As plataformas NAT sdo compostas por um conjunto de
equipamentos, insumos e reagentes e sao disponibilizados gratuitamente
pelo Ministério da Sadde para quatorze centros de testagem NAT
distribuidos no Brasil. Estes servicos centralizam a realizacdo de mais
de trés milhdes de testes em amostras de doadores de sangue
provenientes de servicos integrados ao SUS (Sistema Unico de Satide),
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mantido pelo governo federal. O SUS preconiza o acesso universal aos
servicos de aten¢do a satide no Brasil. Os kits de diagndstico de NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos® sdo fornecidos sob a forma de 96 reacdes
(quatro controles e 92 reagdes para serem utilizadas em minipool de seis
amostras) e utilizados para a deteccdo simultdnea de HIV e HCV nos
servicos de hemoterapia, a fim de reduzir o risco de transmissdo desses
agentes com a transfusdo.

A metodologia da plataforma brasileira HIV/HCV é multiplex, e
baseia-se na técnica de PCR em tempo real. A tecnologia NAT foi
desenvolvida com o objetivo de detec¢do do dcido nucleico viral no
periodo que precede a produgdo sistémica de anticorpos, denominado
periodo de janela diagndstica. A sensibilidade do kit NAT HIV/HCV
Bio-Manguinhos® corresponde a 1.800 Ul/ml (em minipool de seis
amostras - MP6) e 300 Ul/ml nas amostras individuais. A reacdo de
amplificag@o requer a etapa de transcri¢do reversa, uma vez que os virus
apresentam seu genoma composto por RNA.

O fluxo da rotina consiste na preparacdo do MP6, na etapa de
extracdo e purificacdo do RNA extraido, na amplifica¢do e detec¢do do
produto amplificado com a técnica de PCR em tempo real e
disponibilizacdo dos resultados.

De acordo com a legislagdo brasileira, em servicos de
hemoterapia devem ser utilizados testes soroldgicos de alta sensibilidade
(quimiluminescéncia e/ou testes imunoenzimaticos) na triagem de
doadores de sangue (Brasil, 2011), ou seja, os servicos realizavam dois
testes de triagem para anti-HIV (3 * e 4 * geracdo) e um teste de triagem
para o teste anti-HCV (3* ou 4* geracdo) durante o periodo da coleta de
dados.

Os resultados apresentados incluem dados de prevaléncia
obtidos dos relatérios fornecidos pelos laboratérios NAT e
encaminhados a Coordenacdo Geral de Sangue e Hemoderivados do
Ministério da Sadde mensalmente. Estes dados incluem: nimero de
amostras testadas no periodo, o nimero de amostras com resultados
sorolégicos, e os resultados dos testes de NAT com resultados
soroldgicos nao reagentes.Para descrever as estimativas de prevaléncia e
a variacdo do rendimento (yield) da implantacdo do NAT foi utilizada a
técnica de distribui¢do binomial de Poisson, com intervalo de confianga
de 95%.
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Resultados

Aproximadamente trés milhdes de doacdes de sangue foram
triadas para HIV e HCV pela plataforma multiplex brasileira, entre os
anos 2011 e 2013. Nesse periodo foram observados 13 casos nos quais
os testes soroldgicos se apresentaram nao reagentes, porém com NAT-
RNA detectdvel para HIV e trés casos com este mesmo perfil para o
HCV (Tabela 1). As taxas de rendimento de NAT total por milhdo de
doacdes foram de 4,38 para o HIV e de 1,01 para o HCV. Em todas as
regides geogréficas analisadas, o rendimento de HIV foi proporcional a
prevaléncia da infec¢do. Em relacdo ao HCV, devido ao niimero de
casos muito reduzido, ndo foi possivel definir esta relagdo. As
prevaléncias do HIV e do HCV foram de magnitude semelhante entre as
regides analisadas, com a maior prevaléncia de HIV observada na regido
Norte (Amazonia) e a maior prevaléncia do HCV relatada na regido
Centro-Oeste, sendo que estes dados podem ser observados na tabela 1.

Discussao

Estes sdo os primeiros resultados da introdugio da plataforma
multiplex HIV/HCV NAT na triagem de doadores de sangue no maior
pafs da América Latina. O rendimento do HIV NAT de 4,38 por milhdo
de doagdes de sangue observado no Brasil estd préximo de 4,8 relatado
no Sudeste Asidtico e consideravelmente maior do que 0,5 relatado para
o periodo de 1999-2008 nos Estados Unidos (Zou et al., 2010) e no
Norte da Europa Central (Bruhn et al., 2013). No entanto, a diferenca
ndo foi estatisticamente significativa em relacdo ao rendimento do HIV
NAT de 2,5 por milhdo para a Europa Mediterrinea (Bruhn e al, 2013)
de acordo com a andlise do intervalo de confianca de 95% no presente
estudo.

Apenas o rendimento Sul Africano do HIV NAT de 38,2 por
milhdo se dessaca como o maior valor relatado até agora (Bruhn et al.,
2013). No entanto, outro estudo recente utilizando dados do periodo
2005-2010 no mesmo pais mostrou um ndmero consideravelmente
menor de 3,08 por milhdo, uma vez foram excluidos casos de amostras
com o antigeno p24 presente ou reagente (Cable et al., 2013).

Vale a pena destacar que a variagdo do ganho da utilizagdo do
NAT nas diferentes regides do Brasil € quase tdo grande como a
relatada entre paises que utilizam o teste NAT individual para a triagem
de doadores de sangue (Bruhn et al., 2013). O rendimento do 1,01 por
milhdo do HCV NAT, no Brasil foi semelhante ao relatado na Africa do
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Sul, de 1,37 (Vermeulen et al., 2009), mas inferior do que 3,7 nos EUA
(Zou et al., 2010), 2,5 na Itdlia (Velati et al., 2009), 2,38 na Espanha
(Alvarez et al., 2005) e 2,25 na Alemanha (Niibling et al., 2009), embora
fosse superior a 0,5 verificado no Canada (O'Brien, et al 2007).

As limitacdes desse estudo derivam principalmente do fato de
que o niimero de doac¢des do periodo do estudo € relativamente pequeno
para andlise de eventos raros, como € o caso do ganho da implantagéo
do NAT, o que possibilita grandes estimativas de variancia. Além disso,
a implementag¢do parcial de triagem NAT no Brasil nos impede de
verificar a cobertura da populacdo total com os dados que estdo
disponiveis neste momento. Porém essa incerteza é atenuada pela
representagcdo de dados de todas as regides geograficas brasileiras.

Como conclusdo, verifica-se que os resultados preliminares do
NAT brasileiro na triagem de doadores de sangue mostram um
rendimento por milhdo de doag¢des semelhante ao obtido no Sudeste da
Asia e em paises mediterrineos da Europa em relagio ao HIV, enquanto
para o HCV o rendimento foi menor do que na maioria dos outros paises
onde esta tecnologia estd implantada hd mais tempo.

O acompanhamento sistemdtico do ganho do NAT em relagdo
aos testes soroldgicos € essencial para auxiliar no desenvolvimento de
medidas adicionais para melhorar a seguranca do sangue no Brasil e
contribuir para esses esforcos em todo o mundo como a selecdo e
recrutamento de doadores (Roth et al., 2013).
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Tabela 1. Prevaléncia do HIV e HCV e rendimento (yield) do NAT no Brasil, 2010-2013.
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Regido do Numero
Brasil de
doacgdes
de sangue
testadas n*
Sudeste 1672845
639
Sul 466645
285
Norte 166529
292
Nordeste 472775
271
Centro- 188381
Oeste 245
Total 2967175
1732

HIV

Prevaléncia®

IC 95%

38.20
(35.29-4128)

61.07
(54.19-68.59)

175.34
(155.81-196.65)

57.32
(50.70-64.57)

130.06
(114.28-147.40)

58.37
(55.66-61.19)

Nd

13

NAT yield”

IC 95%

2.99
(0.97-6.98)

4.29
(0.52-15.50)

24.00
(6.54-61.50)

4.23
(0.51-15.30)

0.00
(0.00-19.60)

438
(2.33-7.49)

nC

793

196

116

281

229

161
5

HCV

Prevaléncia®

IC 95%

47.40
(44.16-50.82)

42.00
(36.33-48.31)

69.66
(57.56-83.55)

59.44
(52.69-66.81)

121.56
(106.33-138.37)

54.43
(51.81-57.15)

Nd

3

NAT yield”
IC 95%

1.20
(0.14-4.32)

2.14
(0.05-11.90)

0.00
(0.00-22.20)

0.00
(0.00-7.80)

0.00
(0.00-19.60)

1.01
(0.21-29.50)

“por 100.000 doacgdes

" por milhdio de doacGes

¢ 0 niimero de casos positivos por NAT e testes sorologicos

4 0 niimero de casos NAT-positivos e testes sorolégicos nio reagentes (yield)
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Resumo

O teste NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® é uma plataforma utilizada
na triagem de doadores de sangue da Hemorrede Publica do Brasil,
sendo que a rede de testagem é composta por 14 laboratérios instalados
em Hemocentros. A triagem com a metodologia de amplificacdo de
dcidos nucléicos teve inicio em 2011 no Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Santa Catarina. No periodo compreendido entre maio de
2011 a setembro de 2013 foram testadas 424.125 amostras de doadores
de sangue, sendo que 305.855 procedentes de Santa Catarina e 118.270
oriundas do estado do Rio Grande do Sul. O percentual de concordancia
entre 0 NAT e testes sorolégicos reagentes foi de 83,19% para o HCV e
de 94,63% para o HIV. Foi detectada uma amostra em periodo de janela
para HCV e duas amostras para HIV (1/424.125 doagdes para o HCV e
de 1/212.062 doagdes para o HIV). Estes dados mostram que a
plataforma NAT Bio-Manguinhos-FIOCRUZ apresenta um bom
desempenho operacional aplicado a rotina de triagem de doadores de
sangue.

Palavras-chave: NAT, HIV, HCV, doadores de sangue, Santa Catarina,
rendimento.
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Abstract

The NAT testing HIV / HCV Bio-Manguinhos ® is a platform used in
screening blood donors from public blood bank of Brazil, where the
network consists of 14 testing laboratories installed in this transfusion
centers. The screening through the methodology of nucleic acid
amplification began in 2011 at the Center for Hematology of Santa
Catarina. In the period from May 2011 to September 2013 were tested
424,125 samples of blood donors, 305,855 were from Santa Catarina
state and 118,270 of the Rio Grande do Sul state. The percentage of
agreement between tests and serological NAT reagents was 83.19 % to
94.63 % of HCV and HIV. Was detected in a sample in window period
for HCV and two samples for HCV (1/424.125 donations for HCV and
HIV 1/212.062 donations). These data show that the platform NAT Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ has good operating performance in screening of
blood donors.

Key-words: NAT, HIV, HCV, blood donors, Santa Catarina, yield.
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Introducio

O Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina —
HEMOSC foi o primeiro servico hemoterdpico a utilizar a plataforma
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® na triagem de doadores de sangue,
utilizando técnicas de biologia molecular, com a participagdo no estudo
piloto para a avaliacdo do desempenho desse conjunto diagndstico.

O inicio do desenvolvimento da plataforma NAT brasileira
ocorreu devido a uma demanda do Ministério da Saude brasileiro e da
Coordenacdo Geral de Sangue e Hemoderivados devido ao elevado
custo a ser pago pelo NAT comercial. Com as agdes conjuntas do
Departamento de Reativos de Bio-Manguinhos, juntamente com o
Departamento de Virologia da UFRIJ, e o Instituto de Biotecnologia do
Parand (IBMP), a equipe de virologistas e biologistas moleculares
desenvolveu o kit diagnéstico e especificou os equipamentos
necessdarios para a sua realizacdo (CGSH, 2012).

Posteriormente esse produto, foi testado no Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina — HEMOSC devido a
algumas caracteristicas peculiares: informatizacdo dos processos,
centralizacdo da triagem soroldgica em um unico laboratdrio situado no
Hemocentro Coordenador de Florianépolis, por apresentar drea fisica
dedicada para o laboratério de biologia molecular e também pelas
caracteristicas epidemiolégicas dos virus HIV e HCV circulantes no
estado (CGSH, 2009). Depois de concluida esta fase do projeto, o
HEMOSC foi incluido no estudo multicéntrico, nos anos de 2010 e
2011, com o objetivo de avaliar o desempenho da plataforma NAT
juntamente com os hemocentros de Pernambuco (HEMOPE), Rio de
Janeiro (HEMORIO), Fundag@o Pré-Sangue de Sao Paulo (FPS), estes
identificados como sitios testadores do NAT (SIT-NAT), além dos
hemocentros do Rio Grande do Sul (HEMORGS), Rio Grande do Norte
(HEMONORTE), Paraiba (HEMOIBA), Espirito Santo (HEMOES) e
Hemonicleo de Santos (HEMOSantos), como unidades referenciadoras
e coletoras de amostras. O estudo foi finalizado com 219.791 amostras
testadas (CGSH, 2012).

Devido a politica de centralizacdo da realizacdo do NAT, a rede
de laboratérios NAT compreende 14 servicos centralizados no Brasil,
localizados em regides estratégicas os quais foram definidos pelo
Ministério da Saide, com a Coordenacdo Geral de Sangue e
Hemoderivados, conforme descrito na figura 1.

O ensaio NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® — FIOCRUZ
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consiste na preparagdo de um pool ou conjunto de seis amostras (MP6)
juntamente com uma particula calibradora biossegura, a extragdo
automatizada de 4cidos nucléicos, sua purificagdo, amplificacio e
deteccdo com a técnica de PCR em tempo real. A apresentacdo do kit
compreende 552 amostras (96 reagdes), sendo possivel realizar na
mesma reagdo amostras em minipool de seis amostras (MP6) e amostras
individuais (DIACM, 2011). Para a realizacdo de duas rotinas com 552
amostras sd0 necessdrios apenas dois técnicos capacitados em uma
jornada de 08 horas de trabalho.

O objetivo desse estudo foi de compilar os dados referentes as
amostras detectadas para RNA HIV e HCV em periodo de janela, a
concordancia entre os resultados soroldgicos para os testes anti-HCV e
anti-HIV e NAT, e questdes logisticas como: o tempo de liberacdo dos
testes e as repeti¢des da rotina: reagdes invalidas e rotinas perdidas.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no periodo de 02 de maio de 2011 a 30
de setembro de 2013. Este periodo foi escolhido devido ao fato de ser o
inicio da utilizacdo do NAT em 100% das doagdes realizadas em Santa
Catarina no HEMOSC (Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina). O HEMOSC € composto por sete Hemocentros
(Florian6polis, Blumenau, Criciima, Chapecd, Lages, Joacaba e
Joinville) e trés Unidades de Coleta localizadas em Canoinhas, Jaragud
do Sul e Tubardo. Devido ao nimero pouco expressivo de doagdes, os
dados das Unidades de Coleta foram agregados aos dados dos
hemocentros  regionais de Joacaba, Joinville e Criciima
respectivamente.

De acordo com o processo de centralizagdo, o laboratério NAT
localizado em Santa Catarina (HEMOSC) realiza os testes dos servicos
de hemoterapia da rede piblica do estado do Rio Grande do Sul e de
servicos contratados pelo Sistema Unico de Satde (SUS), como pode
ser observado na figura 1, na qual estdo marcados todos os laboratdrios
NAT do Brasil, incluindo informacdes referentes a data de inicio da
realizac@o das rotinas de triagem em doadores de sangue.

A conferéncia das amostras e a disponibilizacdo dos resultados
a estas unidades hemoterdpicas ocorrem com a utilizagdo do sistema
web GSM-NAT (Sistema de Gerenciamento Multicéntrico, disponivel
através do Departamento de Informdtica do Sistema Unico de Sadde -
DATASUS).

As informagdes referentes a estas doagdes foram obtidas do
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sistema informatizado de gerenciamento de dados do hemocentro
(HEMOSIS) ja que todas as unidades da rede de Santa Catarina sdo
integradas, e os dados das unidades referenciadoras do Rio Grande do
Sul (trés servicos em Porto Alegre e nove Servigos no interior do estado)
foram obtidos do GSM-NAT.

Na triagem de doadores de sangue sdo utilizados no HEMOSC
os testes laboratoriais apresentados no quadro 1. Sdo realizados na rotina
de triagem de doadores dois testes simultdneos para HIV (sendo um
teste de quarta geracdo) e um teste que pesquisa de anticorpos para o
HCV. Os testes de triagem utilizam metodologias de
quimioluminescéncia (CMIA e CHLIA).

Devido ao elevado numero de resultados falso-positivos
inerentes a atividade de triagem de doadores para as doengas
transmissiveis, houve a necessidade de caracteriza¢do dos casos de HIV
e HCV reagente ou inconclusivos. Os casos de HIV foram classificados
como inconclusivos quando um dos testes de triagem para anti-HIV
apresentou resultado reagente ou inconclusivo e o outro teste apresentou
resultado ndo reagente. Para o HCV foi utilizado o critério de valores de
S/CO superiores a 3,0 como reagentes (ACAR ET AL. 2010;
STRAMEtr et al 2012).

Os dados referentes as rotinas perdidas, repeticdes por
resultados invélidos e falso-positivos foram obtidos dos formuldrios
diarios de registro das rotinas realizadas no laboratério NAT do
HEMOSC.

O laboratério NAT do HEMOSC recebe as amostras
procedentes da coleta de 16 servicos do estado do Rio Grande do Sul,
devido a politica de centralizacdo do NAT em 14 laboratérios no pais.
Devido a dificuldades na obtencdo de informacdes, dados referentes aos
resultados soroldgicos das amostras desse estado ndo foram obtidos.
Somente o nimero total de amostras submetidas ao NAT e as janelas
detectadas estdo compilados esse estudo.

Resultados e Discussao

Entre maio de 2011 a setembro de 2013, foram testadas 424.125
amostras de doadores de sangue, sendo que 305.855 foram de Santa
Catarina e 118.270 do estado do Rio Grande do Sul.

Em relagdo ao tempo de liberacio dos resultados para as
unidades que encaminham amostras, verifica-se que no caso das
amostras de Santa Catarina e da capital do Rio Grande do Sul (Porto
Alegre), estas amostras chegam entre 21:30 h e 4:30h. A rotina tem
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inicio as 6:30 h da manhd, sendo disponibilizados os resultados até as
14:30h (correspondendo a cerca de 8:30h de trabalho). As amostras
oriundas do interior do estado do Rio Grande do Sul chegam ao
laboratério entre 08:30 h e 09:00h da manha, sendo os resultados
disponibilizados as 16:30 h.

Na tabela 1 verifica-se o desempenho operacional das rotinas
realizadas no periodo de maio de 2011 a setembro de 2013. Foi
observado que 1,15% das rotinas testadas foram consideradas invélidas
devido a falhas nos controles do fabricante, ou nos equipamentos.
Estudo publicado por pesquisadores franceses (ASSAL, et al., 2009), no
qual foi realizado um comparativo entre as plataformas Tigris® e Cobas
S201®, obteve uma taxa de baterias ou rotinas invalidas de 8,51 e
8,74% respectivamente.

Em relacdo ao nimero de amostras invélidas devido a falhas no
calibrador interno (tabela 2), este mesmo estudo mostrou uma taxa de
0,41% para o Tigris® e 1,22% para o Cobas S201®. J4 para o kit NAT
Bio-Manguinhos este percentual foi de 0,79%. Coste e cols (2003) em
outro estudo mostram que para a plataforma Procleix a taxa de corridas
invdlidas variou de 1 a 4%, para a plataforma Roche de 0,1 a 6% e para
ensaios “in house” de 0 a 1,6%. Na Austrdlia, foi testada a plataforma
Procleix para ensaios individuais e em pool. Nesse estudo foi obtido
para os ensaios individuais, uma taxa de corridas invdlidas de 2,9% e
para os ensaios em pool de 4,2% (MISON et al., 2003).

O percentual de aproveitamento das placas de 96 reacdes (552
amostras) foi de 69% denotando que o laboratdrio ainda tem capacidade
de processamento de amostras e que 31% das amostras estavam sendo
testadas individualmente e ndo em MP6. Esse periodo foram testadas em
média 930 amostras/dia (tabela 2). Este indice de aproveitamento
precisa ser melhorado para um percentual de 80 a 90% ja que este fato
tem impacto sobre o custo dos testes realizados.

Nas tabelas 3 e 4 estdo descritos os resultados obtidos para o
NAT e na triagem com testes soroldgicos. Verifica-se um grande nimero
de amostras inconclusivas para HIV e HCV devido aos resultados falso-
positivos associados a elevada sensibilidade das técnicas. Resultados
inconclusivos correspondem a aproximadamente duas vezes mais casos
do que os confirmados como reagentes (PHIKULSOD et al., 2009;
STRAMER et al 2012). Os hemocentros com baixa frequéncia de casos
reagentes como Joacaba e Lages, apresentam um percentual
significativo de resultados inconclusivos.

Até o momento foram identificadas trés amostras com RNA
viral detectado e com testes soroldgicos negativos: uma para HCV em
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Santa Catarina e duas para HIV no estado do Rio Grande do Sul (tabela
5), com um rendimento de 1/424.125 doagdes para o HCV e de
1/212.062 doagdes para o HIV. No estudo publicado com dados dos
Estados Unidos e do Canad4, logo apds a implantagdo do NAT, o ganho
para o HCV € de 1/260.000 doacdes e para o HIV de 1/3150.000 para os
dois paises (STRAMER et al., 2000). Nota-se que ndo hd semelhanca
entre o rendimento do NAT para HCV entre o Sul do pais e os dados dos
paises da América do Norte.

Cabe ressaltar que houve trés casos nos quais, houve resultados
reagentes no teste anti-HIV Combo Architect com NAT reagente (com
valores de S/CO < 2,0) e teste anti-HIV Prism ndo reagente. Se fosse
utilizado na rotina de triagem de doadores somente um kit sorolégico
para a pesquisa exclusiva de anticorpos no periodo do estudo, em Santa
Catarina o rendimento para o NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos seria de
1/101.952 doagdes o que denotaria um ganho expressivo.

O percentual de resultados concordantes entre sorologia e NAT
(tabela 6) para as amostras de Santa Catarina foram de 83,19% para o
HCV e de 94,63% para o HIV. No estudo publicado por Roth e
colaboradores em 2012, mostrando os resultados da implantacdo do
NAT em todos os continentes mostra que a taxa de resultados
concordantes (NAT x Sorologia) varia muito para o HCYV,
correspondendo ao intervalo de 53,2 a 70,43%. Para o HIV, no entanto
varia de 86,59 a 94,81%. Percebe-se que existe uma excelente
concordancia entre os resultados sorolégicos e NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos® quando os dados do laboratério sdo comparados aos da
literatura.

Como limita¢do do estudo, pode-se citar a falta de dados das
unidades hemoterdpicas do estado do Rio Grande do Sul, que
encaminham amostras ao laboratério NAT do HEMOSC, no que se
refere a concordancia com os testes soroldgicos e NAT. Caso estes dados
estivessem disponibilizados, poderia haver diferengas nos percentuais de
concordancia do NAT e sorologia.

Conclusao

Através dos resultados obtidos verifica-se que a plataforma
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® apresenta excelente desempenho na
rotina, quando os resultados sdo comparados a estudos publicados
referentes a outros sistemas de testagem comerciais e disponiveis para a
utilizacdo em servicos de hemoterapia. Cabe salientar o elevado
percentual de concordancia entre os testes sorologicos e NAT obtido em
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Santa Catarina. Este desempenho confere ao sangue triado e
transfundido em pacientes atendidos pelo SUS (Sistema Unico de
Satde), maior seguranca em relacdo quanto ao risco de transmissdo do
HIV e HCV.
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Quadro 1 — Conjuntos de kits para diagndstico utilizados no laboratdrio de
sorologia do HEMOSC durante o periodo do estudo.

Kit para detec¢do de | Kit para detecgdo de Kit para detec¢ao de | Confirmatdrios
anti-HIV HIV Ag/Ab Anti-HCV

Anti-HIV 1, 2 O|HIV Combo Architect | Anti-HCV Prism | Anti-HIV Inno-Lia
Prism Abbott | Abbott Laboratories Abbott Laboratories | Score

Laboratories Wiesbaden Alemanha | Wiesbaden, Anti-HCV ~ Inno-Lia
Wiesbaden, Alemanha Score

Alemanha
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Figura 1 — Hemocentros onde estdo instalados os laboratérios NAT, més e ano
do inicio da realizagdo das rotinas e localiza¢do geografica (CGSH, 2013).

SIT— NAT Inmf: das
rotinas
HEMOSC maio/11
HEMORIO maio/11
FPS/SP maio/11
UNICAMP agosto/11
FHDERP abril/12
HEMOMINAS junho/11
HEMOPE maio/11
FHB maio/11
HEMEPAR junho/12
HEMOPA junho/12
HEMOCE junho/12

HEMOAM junho/12
HEMOSUL agosto/12
HEMOBA junho/13

Tabela 1 — Desempenho das rotinas realizadas na plataforma NAT HIV/HCV
Bio-Manguinhos no periodo de maio de 2011 a setembro de 2013.

Caracteristicas da rotina Rotinas Percentual
Total de rotinas realizadas 1.133 100%
Rotinas validas 1.120 98.,85%
Rotinas Invalidas 13 1,15%
Falhas nos controles 10 0,88%
Falhas nos equipamentos 3 0,27%

Tabela 2 — Desempenho da plataforma NAT em relacdo a repeti¢do de amostras
devido a ocorréncia de problemas técnicos ou resultados falso-positivos no
periodo de 2011-2013.

Repeticdes Amostras Percentual
Amostras testadas 424.125 100,00%
Repeticdo devido a resultados falsos positivos 649 0,15%
Repeti¢des devido a particula calibradora (Controle interno) 3.365 0,79%
invélido

Média de amostras/ rotina realizada 379 -
Aproveitamento das placas/kits de reacdo - 69%

Percentual de amostras testadas individualmente 31%
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Tabela 3 - Resultados obtidos nas amostras de doadores submetidas ao NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos® para o HIV.

Local Amostras Rel';lgn e % Incoﬂgixsivo % HIVNAT+ %

Florian6polis ~ 47.917 43 0,09 77 0,16 41 0,09
Blumenau 38.478 20 0,05 50 0,13 18 0,05
Chapeco 45.319 54 0,12 62 0,14 50 0,11
Criciima 70.678 76 0,11 105 0,15 74 0,10
Joagaba 26.826 12 0,04 53 0,20 13 0,05
Joinville 54.591 66 0,12 86 0,16 67 0,12
Lages 22.046 13 0,06 30 0,14 14 0,06
Total 305.855 284 0,09 463 0,15 277 0,09

Tabela 4 — Resultados obtidos nas amostras de doadores submetidas ao NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos ® para o HCV.

Local Amostras Riﬁ; e % IncoHnSlZsivo % HCVNAT+ %

Floriandpolis ~ 47.917 23 0,05 43 0,11 20 0,04
Blumenau 38.478 15 0,04 39 0,09 14 0,04
Chapec6 45.319 56 0,12 38 0,05 53 0,12
Criciima 70.678 82 0,12 61 0,23 82 0,12
Joagaba 26.826 8 0,03 22 0,04 8 0,03
Joinville 54.591 22 0,04 49 0,22 18 0,03
Lages 22.046 18 0,08 18 0,01 19 0,09

Total 305.855 224 0,07 270 0,09 214 0,07




94

Tabela 5 — Janelas detectadas nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul no periodo de 2011 a 2013, utilizando a triagem com a plataforma NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos.

HCV  Yield/doagdes HIV Yield/doagdes

Estado Amostras
Santa Catarina 305.855 1 1:305.855 0 )
. 0 1:59.135
Rio Grande do Sul 118.270 - 2
1 1:212.062
Total 424.125 1:424.125 2

Tabela 6 — Percentual de concordancia entre o NAT, testes soroldgicos e
testes confirmatérios para o HCV e HIV.

Virus Sorologia Imunoblot NAT
Reagente Reagente Concordancia
Detectavel Nio
detectdvel
HCV 119 119 99 20 83,19%

HIV 149 149 141 08 94,63%
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doadores de sangue submetidas ao teste de amplificacdo de &cidos
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Reativos

Resumo

A metodologia de amplificacdo de 4cidos nucléicos (NAT) utilizada na
triagem de doadores de sangue para os virus da hepatite C (HCV) e da
imunodeficiéncia humana (HIV) apresenta a vantagem de reducdo no
tempo de deteccdo destes agentes virais, proporcionando maior
seguranca as transfusdes sanguineas. Apesar da sensibilidade da técnica,
fatores pré-analiticos podem interferir no resultado final, devido as
caracteristicas relacionadas a logistica de transporte das amostras e a
metodologia NAT empregada. O objetivo desse estudo foi avaliar a
estabilidade das amostras de sangue doado, submetidas ao NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos®. A implantacdo de uma plataforma de
testagem com tecnologia nacional trouxe beneficios para o Brasil, como:
o desenvolvimento tecnoldgico, a autonomia brasileira com a producio
de um kit nacional e a redug@o nos custos dos testes. Na realizacdo desse
estudo foram verificadas as seguintes condi¢cdes: tempo entre a
centrifugacdo dos tubos e a realizacdo dos testes associada a temperatura
de acondicionamento das amostras. De acordo com os resultados
obtidos, verificou-se que as amostras de doadores de sangue e
componentes submetidas ao NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® devem
ser acondicionadas em temperaturas inferiores a 22°C por um periodo
médximo de 168 horas (correspondente a sete dias) e centrifugadas até
144 horas (seis dias) ap6s a coleta.

Palavras-chave: estabilidade, RNA, NAT, HIV, HCV, doadores de
sangue, Brasil.
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Abstract

The method of nucleic acid amplification (NAT) used in screening blood
donors for hepatitis C and human immunodeficiency virus has the
advantage of reducing the diagnostic window of time for these viral
agents, providing greater safety to blood transfusions. Despite the
sensitivity of the technique, pre-analytical factors can interfere with the
final result, due to the characteristics related to the logistics of
transporting the samples and methodology employed NAT. The aim of
this study was to evaluate the stability of the samples of blood donors
who underwent testing NAT HIV / HCV Bio-Manguinhos®. The
implementation of a platform for testing with national technology
brought benefits to Brazil, as technological development, the Brazilian
autonomy with the production of a national kit and the reduction in
testing costs. In this study were checked the following conditions: time
between centrifugation tubes and test procedures associated with
temperature sample packaging. According to the results, it was found
that samples of blood donors tested for NAT HIV / HCV Bio-
Manguinhos ® should be conditioned at temperatures below 22°C for a
maximum 168 hours (corresponding to seven days) and centrifuged up
to 144 hours (six days) after the collection.

Key-words: stability, HIV, HCV, NAT, RNA, blood donors Brazil.
Introducio

A implantagdo do NAT (teste de amplificacdo de &cidos
nucléicos) para a detecgdo dos virus da hepatite C (HCV) e do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) nas Unidades Hemoterdpicas Publicas
do territério brasileiro, foi concebida utilizando o processo de
centralizacdo da execucdo dos testes em 14 laboratdrios instalados esses
Hemocentros. Os laboratérios de testagem estdo localizados em regides
geograficas estratégicas, segundo regulamentacdo do Ministério da
Saide Brasileiro. Com esta centraliza¢do, as amostras coletadas nos
servicos de hemoterapia, destinadas ao NAT sdo encaminhadas aos
centros de testagem (SIT-NAT) diariamente, para que os resultados dos
testes sejam disponibilizados em tempo hdbil para a liberacdo dos
hemocomponentes.

A testagem das amostras € realizada com a plataforma NAT
brasileira, utilizando o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® (Rio de
Janeiro, FIOCRUZ, Ministério da Saude). Os kits NAT foram
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desenvolvidos pela UFRJ (Universidade Federal do Rio de Janeiro) em
parceria com a FIOCRUZ (Funda¢do Oswaldo Cruz) e IBMP (Instituto
de Biotecnologia do Parand) e contaram com recursos financeiros
disponibilizados pelo Ministério da Satde com a Coordenacdo Geral de
Sangue e Hemoderivados (CGSH). A implantacio da triagem de
doadores para o HCV e o HIV com a tecnologia desenvolvida
nacionalmente trouxe um grande beneficio tecnolégico para o Brasil,
com a produg@o nacional de insumos para testes de biologia molecular.
Além disso, esta implantagdo proporcionou um custo menor nha
execucdo dos testes quando comparados com os custos dos Kits
comerciais licenciados e existentes no mercado internacional. O custo
reduzido permitiu a implantagdo da tecnologia NAT na triagem dos
doadores de componentes sanguineos que serdo transfundidos nos
pacientes do Sistema Unico de Satide brasileiro. O kit produzido por
Bio-Manguinhos apresenta registro de produto pela ANVISA (Agéncia
de Vigilancia Sanitdria) do Ministério da Sadde Brasileiro, sendo que
este registro somente foi concedido apds ter sido avaliado pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satide (INCQS) com o mesmo
rigor dos protocolos aplicados aos kits comerciais NAT das empresas
Novartis e Roche.

Sabe-se que um fator importante associado ao bom desempenho
e a sensibilidade do NAT ¢ a estabilidade do RNA viral presente nas
amostras de sangue a serem testadas (JOSE et al., 2004). No Brasil o
transporte das amostras € uma atividade critica, j4 que o pais tem
dimensdes continentais e variacdes no tempo de transporte e na
temperatura ambiente sdo comuns entre as regides brasileiras. Na regido
Amazonica, por exemplo, as amostras sdo transportadas com o
transporte fluvial ou aéreo. A distancia entre o SIT-NAT e as Unidades
Coletadoras de Amostras (UCAs) ou Unidades Referenciadoras de
Amostras (URAs) pode chegar a mais de 1.200 quildmetros em alguns
estados brasileiros, sendo que o tempo entre o envio e a chegada das
amostras pode ser superior a 24 horas.

Existe a preocupacio dos servicos de hemoterapia e da CGSH,
com a estabilidade do RNA dos virus da hepatite C e da
imunodeficiéncia humana adquirida nas amostras dos doadores de
sangue, submetidas aos testes de amplificacdo de dcidos nucléicos.
Advém dessa preocupacio a realiza¢do desse estudo de estabilidade das
amostras submetidas ao NAT no territdrio brasileiro.

As amostras dos doadores de sangue utilizadas no NAT sdo
coletadas em tubos PPT-K® (Plasma Preparation Tube — BD
Preanalytical Systems, Franklin Lake, NJ), contendo K;EDTA como
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anticoagulante e gel separador composto por poliéster inerte, sdo
centrifugadas em cada Servico de Hemoterapia que realiza a coleta de
sangue ou componentes por aférese, sendo manipuladas somente no
laboratério NAT.

Estudos ja foram realizados na tentativa de determinar a
estabilidade do RNA das amostras. Para o HCV foram publicados os
estudos de HALFON et al., 1996, DAMEN et al., 1998, CARDOSO et
al., 1999, MOREAU DE GERBEHAYE, et al., 2002, JOSE et al., 2003.
Para o HIV os estudos de BRUSTEIN et al., 1997, DICKOVER et al.,
1998, GINOCCHIO et al., 1997, SEBIRE, et al., 1998, foram
publicados. Estudos relacionados aos servicos de hemoterapia foram
descritos por vdrios grupos de pesquisadores (LEE et al., em 2002,
GESSONI et al em 2004, JOSE et al., 2004 e mais recentemente
SCHULZE et al., em 2011). Este é o primeiro estudo brasileiro realizado
nas condicdes da rotina com a utilizagdo da técnica de amplificacdo de
acidos nucléicos utilizada na rotina dos hemocentros da rede publica.

A metodologia NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® ¢
caracterizada como um teste qualitativo, sendo que os resultados das
amostras com RNA detectdvel para HIV e/ou HCV, os controles
positivos e a particula calibradora (PC), em outras palavras o controle
interno da reagdo, sdo expressos em Cycle Threshold (CT).

Material e Métodos

Nesse estudo foram coletadas 28 amostras de sangue total de
dois individuos sauddveis e voluntdrios, correspondendo a 4,5 mL de
sangue venoso em cada um dos 28 tubos PPT-K® com gel separador no
laboratério NAT do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina (HEMOSC).

Antes da punc¢fo venosa dos voluntdrios, foram preparados 192
tubos plésticos de extragdo do tipo Falcon® (15 mL), utilizados na
realizacdo da rotina NAT nos sitios testadores. Nesses tubos
identificados, foram pipetados 500 pL de plasma comprovadamente
negativo, caracterizado nos testes soroldgicos e NAT, e 10 uL da
particula calibradora (controle interno) do kit NAT. Imediatamente estes
tubos foram acondicionados em freezer a -80°C até o momento da
retirada das aliquotas das amostras. Estes tubos, juntamente com as
aliquotas de 100 pL retiradas das amostras-teste compuseram o minipool
de 600 pL que foi utilizado na extracdo do RNA.

Apbs a coleta do sangue dos voluntdrios, as amostras de sangue
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coletadas nos tubos PPT-K foram individualmente inoculadas com 10
UL de plasma HIV-1 + HCV preparado com a mistura entre uma bolsa
de plasma HCV positivo e outra bolsa de plasma HIV positivo. A
amostra HCV positiva foi caracterizada com a pesquisa de anti-HCV
(Prism Abbott Diagnostics fabricado em Wiesbaden, Alemanha) e
confirmada com imunoblot (/nno-Lia HCV Score - Innogenetics
fabricado em Gent, Bélgica) e RNA detectdvel pelo kit NAT HIV/HCV
Bio-Manguinhos®. A outra unidade que compds o plasma positivo
apresentou resultado anti-HIV reagente com a s técnicas de triagem anti-
HIV-1 e 2 Prism e Anti-HIV Combo Architect (Abbott Diagnostics
fabricado em Wiesbaden, Alemanha), confirmada através do ensaio
Imunoblot (Inno-Lia HIV 1 e 2 Score - Innogenetics, Gent, Bélgica) que
se apresentou reagente ¢ RNA detectavel pelo kit NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos®). Cada tubo de sangue coletado foi cuidadosamente
homogeneizado com a inversdo dos mesmos durante aproximadamente
15 segundos.

Os tubos PPT-K® foram separados em dois grupos: o primeiro
grupo foi utilizado para determinar qual € a influéncia da temperatura de
acondicionamento e do tempo de realizacdo dos testes ap6s a coleta em
relacdo a estabilidade do RNA viral e o segundo grupo de amostras foi
utilizado para verificar qual a influéncia do contato do plasma com
células sanguineas (centrifugac@o) e a temperatura de acondicionamento
com a viabilidade do RNA viral. As amostras foram infectadas com os
dois agentes virais, para a verificagdo da estabilidade do RNA dos virus
HIV e HCV simultaneamente.

Como controles da estabilidade do RNA viral (tempo=0), foram
utilizados dois tubos de amostras imediatamente centrifugados apds a
inoculacio com o plasma duplamente infectado. Para seu
acondicionamento foi retirada uma aliquota de 200 uL de plasma e
acondicionados 100 pL respectivamente em dois tubos de extracdo
(Falcon®), sendo acrescentados aos 500 UL de plasma negativo
previamente congelado a -80°C. Os tubos de extracdo apds receberem a
aliquota de 100 pL foram imediatamente acondicionados em freezer a -
80°C.

Os 28 tubos foram separados em dois grupos: o primeiro formado
por quatro tubos constituiu o grupo para estudo da influéncia do tempo
entre a coleta das amostras, a temperatura de acondicionamento e a
realizac@o do teste e o segundo grupo formado por 24 tubos, no qual foi
estudada a influéncia da centrifugaco e da temperatura na realizacdo do
NAT.
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a) Influéncia do tempo entre a coleta das amostras, a temperatura
de armazenamento das amostras e a realizaciao dos testes:

Foram separados quatro tubos PPT-K de amostras de cada
voluntdrio, os quais foram imediatamente centrifugados a 4000 rpm por
10 minutos. Um conjunto composto por um tubo de amostra de cada
voluntdrio foi acondicionado em refrigerador de amostras (2 a 8°C),
outro conjunto de tubos foi armazenado a temperatura ambiente (17 a
22°C) e os demais tubos restantes foram armazenados em estufa a 30°C.
A temperatura de cada local de armazenamento dos tubos foi monitorada
através do sistema de monitoramento de temperatura Kooltrak ®
(Kiedrich, Alemanha), durante todo o periodo de tempo do estudo em
cada uma das condicdes estabelecidas para o acondicionamento das
amostras.

O objetivo da utilizacdo de aliquotas de 100 uL em 500 pL de
plasma negativo foi o de simular a preparacdo do minipool de seis
amostras (MP6) utilizado na rotina de execucgdo do NAT.

A cada tempo (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas) ap0s a
coleta das amostras e a inocula¢do do plasma infectado, aliquotas de 100
UL foram retiradas e pipetadas nos tubos de extracdo como
anteriormente descrito. A figura 1 descreve o desenho do estudo
realizado.

b) Influéncia do tempo entre a separacao das células do plasma e a
temperatura de acondicionamento antes da realizacio do NAT.

Esta etapa do estudo de estabilidade foi realizada simultaneamente
com o teste anterior, porém esse caso as amostras ndo foram
centrifugadas. As 24 amostras de cada voluntdrio foram divididas em
trés grupos e acondicionadas em refrigerador, temperatura ambiente e
estufa, conforme descrito anteriormente. Apds cada tempo determinado
(0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas apés a coleta), as amostras
foram centrifugadas e delas foram retiradas duas aliquotas de 100 pL,
que foram pipetadas nos respectivos tubos de extracdo. O desenho dessa
etapa do estudo estd detalhado na figura 2.

Todas as amostras foram testadas na plataforma NAT Bio-
Manguinhos seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante. Os
testes foram realizados apds o descongelamento completo dos tubos de
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extracao.

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através do
software Stata 12.0, sendo utilizada a técnica de regressdo linear,
ajustando os resultados pela temperatura de acondicionamento das
amostras e pelo tempo entre a coleta e a realizag¢do dos testes.

Questoes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Santa Catarina sob o nimero CAAE:
173.16613.1.0000.0110.

Financiamento

Este estudo foi financiado pela Coordenacdo Geral de Sangue e
Hemoderivados através do fornecimento de kits NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ® para a realizacdo dos testes de estabilidade.

Resultados

A plataforma NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® ndo permite a
quantificacdo da carga viral das amostras, por tratar-se de um teste
qualitativo onde os resultados obtidos sdo expressos em CT (Threshold
Cycle - “Ciclo Threshold”). O CT € definido como o ciclo no qual a
fluorescéncia detectada de uma determinada amostra intercepta a linha
de threshold acima do background de fluorescéncia, ou seja, onde tem
inicio a fase exponencial. Este ponto permite a detec¢do exata e
reprodutivel do material amplificado. Cabe ressaltar que o valor do CT é
inversamente proporcional a concentracdo de RNA das amostras.

A temperatura do acondicionamento das amostras, obtida com a
utilizacdo de dispositivos de monitoramento e do software Kooltrak®
demonstraram que as amostras acondicionadas em refrigerador ficaram
a uma temperatura entre 2-8°C, as amostras que ficaram a temperatura
ambiente se mantiveram entre 17-22°C e as amostras em estufa foram
conservados a temperatura entre 27- 32°C.

Todas as amostras coletadas de cada voluntdrio e submetidas ao
teste NAT apresentaram resultados detectdveis apos a amplificacio e os
resultados das particulas calibradoras foram satisfatérios e validados,
significando que nao houve testes falhos.
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Estabilidade do RNA do HCV

Na tabela 1 e na figura 3 estdo demonstrados os resultados das
amostras submetidas ao teste NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos. Em
relacdo a influéncia do tempo entre a realizacdo dos testes apds a
centrifugacdo das amostras, verifica-se que o CT do RNA do HCV se
mantém muito semelhante (varia¢do pouco significativa + 2,47) até 168
horas apds a coleta das amostras, quando os resultados sdo comparados
com o tubo controle.

No intervalo compreendido entre 0 hora e 192 horas, observa-se
que houve um aumento significativo do CT do RNA-HCV em relagao
ao tubo controle, principalmente na temperatura de 30°C (8 CTs).
Quando o valor do CT do tubo controle foi comparado com as
deferentes temperaturas de acondicionamento das amostras: 2 a 8 °C, 17
a 22 °C e 30°C verifica-se que ndo existe significativa variacio
estatistica (p>0,01), apesar de ser evidenciado que a temperatura
ambiente apresenta resultados semelhantes aos obtidos nas amostras
acondicionadas em refrigerador.

Quando analisados os resultados das amostras centrifugadas
apods o tempo de acondicionamento (24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192
horas), observa-se o mesmo comportamento frente a temperatura de
armazenamento, porém a concentragdo do RNA sofre um decréscimo a
partir da 144 horas de acondicionamento (figura 3), quando comparada
com o tubo controle (tempo 0). Na tabela 1, nas amostras ndo
centrifugadas, a maior variacdo de CT observada para o RNA do HCV
foi de 8,15 CT (30,25 para 39,40 CT) para as amostras nao
centrifugadas e acondicionadas a 30°C durante o intervalo de 168 a 192
horas apés a coleta.

Estabilidade do RNA do HIV

Na tabela 2 estdo descritos os resultados obtidos para o RNA do
HIV. Observa-se que, em comparacdo ao tubo controle, que é
centrifugado imediatamente apds a coleta, 0 RNA viral se manteve
estavel até 168 horas (Figura 1). Para as amostras ndo centrifugadas,
observou-se uma pequena redu¢do na concentracdo do RNA, no
intervalo entre 144 e 168 horas apds a coleta, quando se compara com o
tubo controle (Figura 4). A diferenca entre o CT da amostra controle e
das médias das amostras acondicionadas a 30°C por até 192 horas foi de
33,42 a 34,54 correspondendo a uma diferenca de 1,38 CT. Este
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comportamento foi diferente do observado com o HCV onde a variacio
foi maior. Na figura 4, pode-se observar que em relacdo a temperatura
de acondicionamento das amostras imediatamente centrifugadas, a
temperatura de acondicionamento de 30°C parece causar um decréscimo
na concentra¢cdo de RNA do HIV, quando comparada ao CT do tubo
controle. Quanto a estabilidade das amostras que foram centrifugadas
nos diferentes tempos de acondicionamento, a temperatura e o tempo de
acondicionamento para o HIV sofre uma pequena variacdo quando as
amostras sdo centrifugadas até 168 horas apds a coleta e se as mesmas
estiverem mantidas na temperatura ambiente (17 a 22°C).

Discussao

O objetivo principal desse estudo foi de encontrar as condigdes
pré-analiticas ideais para serem adotadas pelos laboratdrios de testagem
NAT e as unidades de coleta e de referenciamento das amostras, que
utilizam o kit NAT HIV-HCV Bio-Manguinhos® no que se refere a
centrifugagdo, transporte e acondicionamento das amostras destinadas
aos testes de amplificacdo de dcidos nucléicos para HIV e HCV.

Este estudo foi realizado de forma a tentar simular as condi¢des
reais, mais semelhantes as condi¢des da rotina de testagem das amostras
de doadores de sangue, com o minipool de seis amostras (MP6) e
utilizag@o de controle interno de amplifica¢do. A utilizacdo de amostras
duplamente infectadas (HIV+ HCV+) foi escolhida para tentar simular
condicdes mais extremas onde dois RNAs virais estdio na mesma
amostra.

Os estudos realizados em 2011 por Schultze e colaboradores,
utilizaram grupos de amostras separadamente para HIV e HCV, nos
quais foram empregados métodos de triagem NAT que diferiam para
cada um dos virus. Esse estudo utilizaram-se tubos sem gel separador
com anticoagulante EDTA. Os pesquisadores evidenciaram que as
condi¢des e que as amostras que se mantém ideais para a realizacdo dos
testes sdo aquelas em que o plasma € removido do contato com as
células sanguineas e quando a temperatura de armazenamento ¢ de 5°C.
O uso de tubos com gel separador, como os utilizados na rotina dos SI'T-
NAT brasileiros, possibilita a separacdo das células, consequentemente
mantendo o RNA mais estdvel (HOLODNIY et al., 2000, FERNANDES
et al., 2009).

Os resultados obtidos comprovam que condigdes pré-analiticas
(temperatura, centrifugacio e tempo decorrido entre a coleta e a
realizacdo do NAT) podem interferir no resultado final da técnica,
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quando se utiliza o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®.

Em relacdo ao aspecto visual das amostras, as que foram
mantidas sem centrifugacdo em estufa a 30°C por até 144 horas
apresentaram hemodlise verificada apdés a centrifugacdo. Esta hemdlise
foi pouco significativa e ndo comprometeu o resultado final dos testes
realizados.

Como uma das limitagdes do estudo, o nimero reduzido de
amostras € um fator a ser considerado, porém os custos envolvidos na
realiza¢do dos testes e as vdrias etapas na realizagdo do estudo foram
fatores que impossibilitaram um quantitativo maior de amostras a serem
analisadas. Porém para o estudo de estabilidade este nimero de amostras
parece ser significativo. O fato das aliquotas das amostras terem sido
congeladas antes da realizacdo dos testes ndo interferiu no desempenho
dos testes, devido a estabilidade do RNA do plasma congelado como
demonstrado por Jose et al., em 2004 e Baleriola e colaboradores em
2011. Outra limitagdo pode ser o uso de amostras co-infectadas
simultaneamente com HIV e HCV.

As condicOes ideais nas quais os RNA do HCV e do HIV das
amostras estdo mais preservados sdo aquelas nas quais as amostras
podem ser mantidas (transportadas e acondicionadas) em temperatura
inferior a 22°C por 168 horas (correspondente a sete dias) e
centrifugadas até 144 horas (seis dias) apds a coleta.

Estar atento as condi¢des ambientais de temperatura de
acondicionamento, tempo entre a realizagio dos testes e o tempo até a
separacdo do plasma das células com a centrifugacido, tornam muito
seguros os processos de transporte e centralizacdo da realizacdo do NAT,
mesmo em longas distdncias e com variagdes de temperatura ambiente,
garantindo a confiabilidade dos resultados dos testes realizados nas
amostras.
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Figura 1 — Desenho do estudo relativo a influéncia do tempo entre a coleta e a
realizacdo dos testes.
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Figura 2 — Desenho do estudo da influéncia do tempo entre a separagdo das
células e da temperatura de acondicionamento.
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Figura 3 — Estabilidade do RNA do HCV em relag@o ao tempo de realizagdo dos
testes, a centrifugagio e a temperatura de armazenamento das amostras.
Comparativo entre amostras centrifugadas apds a coleta em relacdo as ndo
centrifugadas.
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Figura 4 - Estabilidade do RNA do HIV em relag@o ao tempo de realizacido dos
testes, a centrifugacdo e a temperatura de armazenamento das amostras.
Comparativo entre amostras centrifugadas apds a coleta em relacdo as ndo
centrifugadas.
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Tabela 1 — Resultados obtidos nas amostras, referentes a estabilidade do RNA viral do HCV expressos em CT com intervalo
de confianga de 95%.

Temperatura de

acondicionamento 2a8°C 17a22°C 30°C
das amostras
Centrifugacdo das  Amostras ndo Amostras Amostras nao Amostras centrifugadas ~ Amostras ndo Amostras centrifugadas apds a

amostras centrifugadas centrifugadas apés a  centrifugadas ap6s a inoculagdo centrifugadas inoculagdo
inoculacao

Tempo de CT CT (IC95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC 95%)
armazenamento

0 30,25 29,00-32,92 30,25 29,00-32,92 30,25 29,00-32,92 30,25 29,00-32,92 30,25 29,00-32,92 30,25 29,00 - 32,92
24 30,76 29,03-32,48 31,00 29,72-3227 31,95 30,23 -33,68 32,16 30,88 -33,43 35,38 33,63-37,11 3548 34,16 - 36,80
48 30,27 28,54-31,99 3043 29,18-31,67 31,46 29,74 -33,19 31,59 30,35-32,83 34,89 33,15-36,63 3491 33,66 - 36,17
72 31,45 29,62-33,28 31,75 30,51-33,00 32,64 30,82 -34,47 3291 31,67 -34,16 36,07 34,12-38,01 36,24 34,98 - 37,49
96 30,79 29,07-32,52 31,06 29,82-32,30 32,00 30,27 -33,72 32,22 30,98 -33,46 3542 33,68 -37,16 35,54 34,28 - 36,80
120 30,96 29,19-32,73 32,76 31,49-34,04 32,16 30,39-33,93 33,92 32,64 -3520 35,58 33,74 -37,42 36,68 35,36 - 38,00
144 32,47 30,78-34,15 31,30 30,06-32,55 33,67 32,02-3531 3246 31,22 -34,63 37,09 35,60-39,26 35,78 35,36 - 38,00
168 32,81 31,04-34,58 32,20 30,95-33,48 34,00 32,24 -35,78 33,36 33,71-36,14 3743 35,60-39,26 37,25 35,92 - 38,57
192 34,77 33,05-36,50 33,76 32,52-35,00 35,97 34,25-37,69 36,73 34,57-38,90 39,40 37,66 -41,13 38,25 36,96 — 39,54
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Tabela 2 — Resultados obtidos nas amostras, referentes a estabilidade do RNA viral do HIV expressos em CT (IC 95%).

Temperatura de
acondicionamento

das amostras

2a8°C

17a22°C

30°C

Centrifugacdo das

Amostras nao

Amostras centrifugadas

Amostras nao

Amostras centrifugadas

Amostras nao

Amostras centrifugadas

amostras centrifugadas ap6s a inoculagdo centrifugadas apo6s a inoculagdo centrifugadas apos a inoculagdo
Tempo de CT CT (IC95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC 95%) CT CT (IC 95%) CT CT (IC95%) CT CT (IC 95%)
armazenamento

0 33,42 32,81 -34,03 3342 32,81-34,03 3342 32,81 -34,03 33,42 32,81 -34,03 33,42 32,81-34,03 3342 32,81-34,03
24 33,20 33,79-33,58 32,78 32,36-33,19 33,26 32,87 - 33,66 33,06 32,64 33,48 34,16  33,77-34,56 33,76 33,34 -34,19
48 33,23 32,84-33,63 3331 3291-3372 3351 33,12-3391 33,59 33,19-34,00 3441 34,01-3481 3430 33,89-3471
72 33,48 33,06-33,90 33,29 32,89-33,70 33,76 33,34 -34,18 33,57 33,17-33,98 34,66 34,22-35,10 34,28 33,90-34,71
96 33,46 33,06 -33,86 33,35 32,95-33,76 33,73 33,34 -34,13 33,63 33,22-34,10 34,63 3424-3503 34,33 33,87-34,68
120 33,05 32,66 -33,45 3342 33,02-33,83 3333 32,94 -3373 33,70 33,29-34,10 34,23 3384-34,63 3441 34,00-34.81
144 32,99 32,59-33,40 33,10 32,71-3351 3327 32,87 - 33,68 33,78 33,48-34,23 34,17 33,776 -34,59 34,09 33,68 -34,49
168 33,63 3323-34,02 33,56 33,15-33,96 3391 33,51 -34,30 33,83 33,43-3424 34,80 34,41-352 34,54 34,14 -34,95
192 33,24 32,85-33,62 3325 3286-33,65 33,52 33,14 -33,89 33,53 33,15-33,92 34,42 34,03-34,81 3425 33,84 -34,63
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Resumo

A utilizagdo de controles de qualidade internos e lote a lote em reagentes
utilizados na triagem de doadores para doencas infecciosas € uma
obrigacdo descrita nas normas regulamentadoras da atividade
hemoterdpica brasileira. O objetivo desse estudo foi o de elaborar um
protocolo de produgédo de painel de desempenho lote a lote ou remessa
dos kits NAT HIV HCV Bio-Manguinhos® e controle de qualidade
interno. Este protocolo de produgdo € importante para os laboratdrios
que executam o NAT, pois a utilizacdo desses controles é uma exigéncia
legal. No controle de qualidade interno foram utilizadas amostras em
pool, para simular o mais aproximadamente a rotina de realizag¢do desses
testes. J4 o controle lote a lote foi preparado com a utilizacdo de
amostras diluidas em plasma com testes soroldgicos nio reagentes. Com
o uso dos controles por um periodo de nove meses foi possivel verificar
que os mesmos apresentam grande estabilidade quando armazenados a
temperatura de -80°C. A anélise dos resultados dos 12 lotes recebidos no
periodo de janeiro a setembro de 2013 permitiu verificar que os kits
NAT  HIV/HCV  Bio-Manguinhos® apresentam  excelente
reprodutibilidade entre os mesmos, e que o controle de qualidade interno
utilizado a cada uma das rotinas apresentou um coeficiente de variacio
médio para o HIV de 1,23% e para o HCV de 2,36%. A utilizacdo desses
controles assegura maior confiabilidade nos resultados dos testes
executados nos laboratdrios de testagem.

Palavras-chave: controle de qualidade, doadores de sangue, NAT, HIV,
HCV
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Abstract

The use of internal quality control and batch to batch reagents used in
donor screening for infectious diseases is an obligation described in
regulatory standards activity hemotherapy in Brazil. The aim of this
study was to develop a protocol panel production performance batch to
batch or shipment of kits NAT HCV HIV Bio-Manguinhos ® and
external quality control (customer). This production protocol is
important for laboratories that perform NAT assays, since the use of
these controls is a legal requirement. In quality control extern samples
were used in pool, to simulate more about the routine of performing
these tests. But the control batch to batch was prepared by use of plasma
samples diluted in negative. Through the use of controls for a period of
nine months was possible to verify that they have great stability when
stored at -80°C. Was verified by the results of the 12 lots received in the
period January-September 2013. The kits NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos® show excellent reproducibility between them, and that
the internal quality control used for each of the routines presented a
coefficient of variation for HIV and 1.23% to 2.36% of HCV. The use of
these controls ensures greater reliability in the results of tests performed
in the laboratory testing.

Palavras-chaves: quality control, HCV, HIV, NAT, blood donors.
Introducio

O uso de ferramentas de inspe¢do a cada recebimento de novo
lote ou remessa do fornecedor e de controle interno das rotinas antes da
disponibilizacdo dos resultados nos laboratérios de testagem para
doengas infecciosas em hemoterapia (sorologia e testes e amplificacio
de 4cidos nucléicos - NAT) sdo requisitos legais e obrigatérios da
legislacdo brasileira que regulamenta a atividade hemoterapica no pais
(BRASIL, 2013). A implantagdo desses controles de qualidade ¢ um
desafio, principalmente para os laboratdrios responsdveis pela realizacao
do NAT devido ao fato de inexistirem manuais ou normas que
descrevem as préticas de producio, forma de utilizagdo dos controles,
interpretacdo dos resultados obtidos com estes controles a cada lote ou
remessa ou na validacdo das rotinas.

Este artigo procura descrever de maneira pratica um processo
alternativo de preparacio e implantag¢do de painéis de desempenho lote a
lote e de controles internos didrios aplicados a plataforma NAT — Bio-
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Manguinhos® disponibilizada aos servicos da Hemorrede publica
brasileira, e que pode ser também uma opcdo para 0s Servigos que
utilizam outros fornecedores de kits NAT em sua pratica didria. O kit
NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® foi desenvolvido com o uma
demanda do Ministério da Sadde brasileiro com o uma parceira formada
pela UFRJ (Universidade Federal do Rio de Janeiro), pela FIOCRUZ
(Fundacdo Oswaldo Cruz) e pelo IBMP (Instituto de Biotecnologia do
Parand) e contaram com recursos financeiros disponibilizados pelo
governo brasileiro com a CGSH - Coordenacdo Geral de Sangue e
Hemoderivados (CGSH, 2009).

As plataformas sdo formadas por um conjunto de equipamentos,
insumos e reagentes e sdo disponibilizados gratuitamente pelo
Ministério da Sadde a quatorze centros de testagem distribuidos no
territério brasileiro. Estes laboratérios centralizam a realizagdo de mais
de 3.000.000 testes em amostras de doadores de sangue procedentes de
servicos integrados ao SUS (Sistema Unico de Saidde). Este sistema de
satde proporciona o acesso universal aos servigos de satde no territorio
brasileiro. Os laboratérios de testagem conhecidos como SIT-NAT estdo
distribuidos de forma geograficamente estratégica com o objetivo de
facilitar o transporte das amostras, ja que o Brasil é um pais com
extensdo territorial continental e ha a necessidade de realizagdo dos
testes de maneira o mais rapida possivel a devido ao prazo de validade
dos hemocomponentes, principalmente das unidades de concentrado de
plaquetas, cuja validade estd entre 3 e 5 dias (CGSH, 2012).

Os kits diagnésticos NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®, sdo
fornecidos no formato de 96 reacdes, sendo empregados para a detecgéo
simultdnea do HIV (virus da imunodeficiéncia humana adquirida) e
HCYV (virus da hepatite C) a ser utilizado exclusivamente em servicos de
hemoterapia, visando reduzir o risco transfusional de transmissdo desses
agentes. A metodologia NAT da plataforma brasileira é multiplex, a qual
combina a deteccdo simultanea do HIV e HCV, e tem como base a
técnica de PCR em tempo real. O NAT foi desenvolvido para a detecgéo
do 4cido nucleico viral no periodo que precede a producéo sistémica de
anticorpos, sendo que a reacdo de amplificag¢do é baseada em alvos RNA
e requer a etapa de transcri¢do reversa, jd que os virus apresentam
genoma RNA. O fluxo metodolégico consiste no preparo das amostras
em minipool composto por seis amostras ou individual, pela etapa de
extracdo e purificacdo de RNA e pelas etapas de amplificacdo e deteccio
com a técnica de PCR em tempo real (DIACM, Bio-Manguinhos, 2011).

A legislacdo brasileira (Brasil, 2013) determina que os
laboratdrios que realizam triagem para doengas infecciosas em doadores
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de sangue, a cada lote recebido pelo laboratério ou a cada nota de
remessa do fornecedor os kits sejam submetidos a testes antes de sua
utilizacdo na rotina. Uma das funcdes do uso do controle de qualidade
lote a lote ou a cada remessa de kit NAT, é a de avaliar se as condi¢des
de transporte dos kits foram obedecidas e que sua integridade foi
mantida até a chegada ao laboratério que realizara os testes.

O controle interno, com concentra¢do conhecida € responsavel
pelo monitoramento frequente da reprodutibilidade de um ensaio
analitico. Seu objetivo € de verificar se a variabilidade do processo estd
controlado, identificando desvios para a elimina¢do de causas. E uma
oportunidade para que ocorra o aprimoramento das atividades
executadas no laboratério, buscando sempre a melhoria da qualidade dos
servicos prestados (OLIVEIRA e MENDES, 2011).

O objetivo da utilizagdo do controle de qualidade interno é de
avaliar diariamente a ocorréncia de erros laboratoriais, uma possivel
perda de sensibilidade dos testes e avaliar o desempenho dos
equipamentos utilizados na rotina dos testes laboratoriais (FERREIRA,
et al 1998; BRASIL, 2005; BRASIL, 2013). Além disso, seu uso
assegura o cumprimento de todos os procedimentos estabelecidos para a
rotina do laboratério e o monitoramento da precisdo dos resultados com
a constru¢do de gréficos de controle (figura 3), com o propdsito de
corrigir eventuais erros que possam ocorrer (CURA e WENDEL, 1994).

Material e Métodos

O kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® apresenta como
caracteristica principal a de ser um reagente para diagndstico, que
detecta simultaneamente e de maneira discriminatdria o HIV, o HCV e o
controle interno da reagfo representado pela particula calibradora (PCA)
responsavel por validar cada reagdo e que acompanha todas as etapas de
execucdo da técnica. Os equipamentos que compde a plataforma
brasileira NAT estdo descritos no Quadro O1.

A apresentacdo do kit € composta por trés modulos: controles,
amplificag@o e extracdo, sendo possivel a realizacdo de no maximo 552
amostras (92 pools de seis amostras). Cada médulo apresenta diferentes
formas de conservagdo: o mddulo de controle € armazenado na faixa de
temperatura de -80°C a -60°C, o médulo de amplificacdo é mantido de -
30°C a -10°C e o médulo de extracdo é armazenado entre 15 e 25°C.

A cada rotina sdo utilizados quatro controles do fabricante: dois
negativos e dois controles positivos (HIV e HCV) que sdo responsdveis
pela validacio da rotina. A particula calibradora que valida cada reagao é
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adicionada a cada minipool de amostras. Este controle apresenta-se
quantificado (10.000 cépias/mL) e € responsdvel pela validacdo
individual de cada uma das reagdes.

As amostras dos doadores de sangue utilizadas no NAT sdo
coletadas em tubos BD Vacutainer PPT-K® com gel separador
composto por material inerte e sdo centrifugadas em cada Servico de
Hemoterapia que realiza a coleta de sangue ou componentes por aférese
e sdo manipuladas somente nos laboratérios NAT.

A metodologia NAT € caracterizada como um teste qualitativo,
sendo que os resultados das amostras com RNA detectdvel para HIV
e/ou HCV, os controles positivos e a particula calibradora (PCA), sdo
expressos em Cycle Threshold (CT).

Preparo e utilizacdo do painel de desempenho lote a lote

Na producio dos painéis de desempenho foram utilizados duas
unidades de plasma fresco congelado previamente testado e negativo
para todos os testes soroldgicos e NAT e destinado a transfusdo, uma
unidade de plasma NAT HIV RNA detectado (teste Prism Abbott®
reagente, teste Architect Abbor®t reagente e Inno-Lia Innogenetics®
anti-HIV 1 e 2 reagente) e uma unidade NAT HCV RNA detectado
(Prism — Abbott® reagente, Architect Abbott® reagente e Inno-Lia anti-
HCV Innogenetics® reagente).

No preparo inicial dos controles as duas unidades positivas
(HIV e HCV) foram misturadas em quantidades iguais jd que seria
necessario que a solu¢do-mie fosse composta por ambos os agentes
virais, jd que o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® tem a capacidade
de diferenciar a presenca dos dois virus. As duas bolsas apresentavam
um CT inicial correspondente a 23,4 para o HIV e 24,2 para o HCV.

Apds a mistura e homogeneizacdo do controle o mesmo foi
submetido ao NAT em dilui¢des seriadas com plasma negativo variando
de 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320 e 1/640 com o objetivo de
determinar o valor do CT correspondente a cada diluicdo. Estes testes
foram realizados em triplicada para cada diluicdo e foram testadas
individualmente e a diluicdo foi realizada com as unidades de plasma
negativo selecionadas previamente com o kit NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos® lote 120NT031Z. Os valores obtidos em cada réplica
estdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Para efeito de praticidade, foram escolhidas seis diluicdes das
amostras para serem utilizadas na preparacdo dos painéis, visto que as
rotinas necessitam de amostras em multiplos de seis. Apds a realizagdo
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dos testes, a partir da solugdo méae foram realizadas as dilui¢des seriadas
escolhidas. Foram preparados 40 mL de cada dilui¢do, obedecendo aos
cuidados de preparo e homogeneizacdo e posteriormente foram
alicotados 1000 uL em tubos novos PPT-K previamente identificados
com a dilui¢do respectiva para a constituigdo do painel. Antes do
armazenamento uma amostra do painel foi submetida novamente ao
NAT para verificar se a diluicdo estava correta. Estando os valores de
CT dentro do esperado, as aliquotas dos painéis foram congeladas em
freezer a temperatura de -80°C.

A cada lote novo de kit que chega ao laboratério, um painel é
descongelado e incluido na rotina em duplicada, com o objetivo de
avaliar o desempenho do lote a ser utilizado. Para a andlise do
desempenho dos lotes, foi criada uma planilha de controle e nela sio
digitados os valores obtidos do CT para os virus e para cada dilui¢do
respectiva, sendo calculada a média das duas determinagdes de cada
diluicdo e de cada um dos virus.

Preparo do controle de qualidade interno

O controle de qualidade interno foi preparado utilizando a
matriz produzida com as duas unidades de plasma (HIV e HCV), ambas
reagentes nos testes de triagem, confirmatérios e no NAT que foram
descritas previamente, na producgéo do controle lote a lote.

Para caracterizacdo do controle interno, foram utilizadas as
dilui¢des 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320. Diferente do painel de
desempenho, as amostras do controle de qualidade interno devem seguir
todas as etapas de execu¢do do NAT. Para isso foram preparados tubos
PPT-K® contendo 500 uL de plasma negativo, para que juntamente com
as dilui¢des escolhidas, fizesse parte da composicdo de um pool de
amostras. Dessa forma cada diluicdo foi testada em pool, juntamente
com 05 tubos de plasma negativo. As diluicdes submetidas ao teste (em
pool), em duplicata, apresentaram os seguintes resultados: 1/10; 1/20;
1/40; 1/80; 1/160 e 1/320 de acordo com as tabelas 3 € 4.

Entre os resultados obtidos, foi selecionada a diluicao
correspondente a 1/40 devido a sua maior proximidade com os
resultados da particula calibradora do kit (33 +/-2,46 CT).

Resultados e Discussao
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Uso do controle de qualidade lote a lote

A implantacdo do controle lote a lote ocorreu em janeiro de
2013 e até setembro de 2013, 12 diferentes lotes foram inspecionados.
Os resultados obtidos nos lotes podem ser visualizados nas figuras 1,
para o HIV e na figura 2 para o HCV. Existe uma grande
reprodutibilidade entre os lotes analisados (em vermelho estd
representado o lote novo e a linha azul o painel validado).

De acordo com os resultados obtidos nas figuras 1 e 2, pode-se
evidenciar que os lotes do kit NAT Bio-Manguinhos demonstraram
excelente reprodutibilidade quando diferentes lotes foram submetidos ao
mesmo lote de painel de desempenho, para ambos os virus. Por se tratar
de um produto diagndstico novo, este é um fato que denota que o
produto tem excelente padrao de qualidade.

A utilizacdo de amostras diluidas e a apresentagdo grafica dos
resultados obtidos pode auxiliar o laboratério no momento da andlise e
aprovacdo de um novo lote antes de sua utiliza¢do na rotina. Em relacio
ao painel de desempenho e o armazenamento a -80°C durante os nove
meses desse estudo ndo prejudicaram o desempenho dos mesmos.

Uso do controle de qualidade interno

A implantagdo do controle de qualidade interno ocorreu em
janeiro de 2013, no mesmo periodo da implantacido do controle interno.
Todas as rotinas nas quais o controle interno foi utilizado foram
validadas pelo critério, de mais ou menos dois desvios padrdes em
relacdo a média obtida na caracteriza¢do do controle interno (figura 3).
Estes resultados demonstram que com o uso do controle interno
produzido no laboratério mostram que o sistema de testagem € estdvel e
que ha grande reprodutibilidade entre as rotinas realizadas.

Em todas as rotinas os resultados obtidos foram digitados em planilha
eletronica com o objetivo da construcdo de grafico de controle
semelhante ao utilizado para os laboratérios de sorologia (FERREIRA et
al., 1998; CURA & WENDEL, 1994). O coeficiente de variacio (%) foi
calculado através do coeficiente entre desvio padrio e média dos
resultados, sendo obtido um valor de para o HIV durante o periodo de
janeiro a setembro de 2013 de 1,23% e de 2,36% para o HCV. Este
coeficiente mostra que o desempenho do kit entre as rotinas € bastante
estavel. Dessa forma € possivel evidenciar a reprodutibilidade e precisido
do teste. O estudo publicado por Coste et al em 2003, mostrou que
alguns paises utilizavam os chamados “controles de qualidade da corrida
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externos”, que na maioria eram variou de 0 a 3,24%.

E possivel verificar na figura 3, no grifico do controle positivo
do fabricante que houve uma altera¢éio na concentragdo no final do més
de janeiro de 2013, a qual foi informada por Bio-Manguinhos a todos os
usudrios do kit com o comunicado aos clientes.

A utilizacdo de amostra duplamente infectada para HIV e HCV,
no caso do controle de qualidade pode ser uma limitacdo do estudo,
visto que, em tubos separados, seria possivel a verificacdo da pipetagem
individual para os virus. Outra limitacdo seria a necessidade de
quantificacdo da carga viral das amostras controle, pois, segundo
recomendagdes do “Guideline” Europeu, recomenda que este controle
apresente um valor trés vezes maior do que o limite de detec¢do da
técnica utilizada. Apesar dessa recomendac@o, verifica-se que a maioria
dos paises da Europa, Asia e América do Norte utilizavam valores mais
altos (COSTE et al., 2003). No caso do kit NAT Bio-Manguinhos os
controles internos deveriam apresentar a concentragcdo de 1800 UI/mL or
amostra.

Conclui-se com este estudo que os laboratérios usudrios do kit
NAT Bio-Manguinhos podem fazer uso desse método de preparo de
painéis de desempenho de lote e de controle de qualidade interno e que
os mesmos podem ser eficazes, vidveis economicamente e que podem
ser uma alternativa a ser utilizada no monitoramento didrio das rotinas e
a cada lote ou remessa de kis recebidos.
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Quadro 1 — Equipamentos que compde a plataforma NAT — HIV/HCV Bio-
Manguinhos® - FIOCRUZ: etapas e tempo de execugdo.

Equipamento - Fabricante

Etapa

Tempo de execugdo

Janus® — Perkin Elmer

Pipetagem das amostras e da
particula calibradora

2 horas

MDX® — Qiagen

Extragdo e purificacdo de RNA

2 horas e 40 min

Janus® — Perkin Elmer

Pipetagem do PCR setup

30 minutos

ABI 7500®- Life-Thermo

Amplificagdo e deteccio

2 horas e 30 min

Tabela 1 — Valores de CT obtidos nas dilui¢Ges seriadas para o RNA do HIV:

Diluicao Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 HIV Meédia
HIV HIV HIV HIV
1/10 26,60 26,40 26,50 26,40 26,50
120 27,70 27,40 27,20 27,70 27,50
1/40 28,40 27,90 28,70 28,50 28,40
1/80 30,70 29,60 29,40 29,10 29,40
1/160 30,40 30,50 30,10 30,70 30,40
1/320 31,40 31,30 30,50 31,70 31,20
1/640 32,50 32,70 32,20 32,30 32,40

Tabela 2 — Valores de CT obtidos nas dilui¢des seriadas para o RNA do HCV:

Diluicao Réplical Réplica 2 Réplica3 Réplica 4 Média
HCV HCV HCV HCV HCV

1/10 26,50 26,00 27,00 26,50 26,50
120 27,00 27,10 26,90 27,10 27,00
1/40 28,20 27,60 27,90 28,90 28,20
1/80 29,00 30,50 29,20 29,00 29,40
1/160 30,20 30,20 30,40 29,90 30,10
1/320 30,90 30,90 30,60 30,30 31,00
1/640 31,40 31,30 31,10 31,00 31,20
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Tabela 3 — Valores de CT obtidos nas dilui¢des seriadas em pool de seis
amostras para o RNA do HIV.

Diluigdo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica4 HIV Média

HIV HIV HIV — HIV
1/10 29,1 29,5 28.1 30,1 292
1/20 30,2 30,1 30,5 30,0 30,2
1/40 324 327 31,9 324 323
1/80 35,6 35,8 357 358 35,7
1/160 38,7 376 376 38,1 38,0
1/320 42,0 415 40,4 40,1 41,0

Tabela 4 — Valores de CT obtidos nas dilui¢des seriadas em pool de seis
amostras para o RNA do HCV.

Diluicdo  Réplical Réplica 2 Réplica3 Réplica 4 Meédia

HCV HCV HCV HCV HCV
1/10 28,7 28,6 28,1 29,1 28,6
1/20 29,2 29,7 29,4 29,5 29,4
1/40 314 315 31,8 31,0 31.4
1/80 35,6 36,5 37,1 35,0 36,1
1/160 38,7 38,4 38,1 38,2 38,3

17320 41,5 41,4 40,3 40,4 40,9




124

Figura 1 - Gréficos de desempenho do controle de qualidade lote a lote dos kits
NAT HIV HCV Bio-Manguinhos® para o HIV (em vermelho estd representado
o novo lote e em azul o resultado esperado).
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Figura 2 - Gréficos de desempenho do controle de qualidade lote a lote dos kits
NAT HIV HCV Bio-Manguinhos® para o HCV (em vermelho estd
representado o novo lote e em azul o resultado esperado).
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Figura 3 — Apresentacgdo grafica dos resultados obtidos em relacdo ao controle
de qualidade interno para os virus HIV e HCV submetidos ao kit NAT
HIV/HCV Bio-Manguinhos®, dos controles positivos do fabricante e da
particula calibradora do controle negativo, no ano de 2013, no laboratério NAT
do HEMOSC.
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IIT - CONSIDERACOES FINAIS

Esses anos de desenvolvimento, implantacdo e utilizagdo na rotina
dos servicos de hemoterapia, o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®
sofreu descrédito por parte de alguns segmentos da sociedade, que ndo
acreditavam no seu desempenho, nem na sua aplicabilidade na rotina
dos Hemocentros. Porém a Hemorrede Brasileira sempre acreditou esse
produto e na sua efetiva implantacdo e utilizacio na rotina de triagem de
doadores de sangue.

Verificaram-se vérios aspectos relacionados a implantagdo e
utilizacdo na rotina dos testes de amplificagdo de dcidos nucléicos na
triagem para o HIV e HCV em doadores de sangue: em relacdo as
questdes epidemioldgicas verificou-se a reducdo do risco residual, a
prevaléncia e a incidéncia para o HIV e HCV antes e apds a implantacio
do NAT e a experiéncia do laboratério SIT-NAT do HEMOSC na
utilizagdo do kit na sua rotina de triagem. Também foram discutidos
aspectos logisticos relacionados a fase pré-analitica, como a estabilidade
das amostras, e relacionados a fase analitica, como o preparo e
utilizacdo do controle de qualidade. Evidenciou-se a importancia do
NAT para o Brasil, os esforcos do Ministério da Saide para que o
sangue doado no territdrio brasileiro tenha menor risco de transmissao
de HIV e HCV aos receptores. Cabe ressaltar ainda o ganho do pais em
termos tecnoldgicos e na reducdio de custos de triagem das amostras,
quando se compara os custos do NAT brasileiro com os valores dos
testes que sdo praticados no mercado internacional.

O kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® pode ser considerado um
marco em relacdo ao diagndstico e triagem laboratoriais para doengas
infecciosas no Brasil, devido a dois aspectos principais: a constatacdo
que houve aumento na seguranga do sangue e componentes
transfundidos em relacdo ao HIV e HCV, e também devido ao
desenvolvimento tecnoldgico que retirou o pais da posicdo de refém
absoluto de grupos internacionais produtores de kits diagndsticos nessa
area. Os avancos tecnoldgicos obtidos com a implantagdo do NAT com
certeza poderdo ser aplicados a outros segmentos nos servigos de saide
vinculados ao SUS, que visam & melhoria da satide da populacdo e
podem ser voltados para as ac¢des preventivas na drea diagndstica.
Infelizmente o Brasil ainda n3o detém a tecnologia voltada ao
desenvolvimento de equipamentos para a drea diagndstica.
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Observou-se que 13 transmissdes de HIV e trés de HCV foram
evitadas no periodo do estudo (2011-2013), o que j4 justifica a
implantagdo dessa tecnologia nos servigos de hemoterapia, bem como o
investimento financeiro realizado pelo Ministério da Satide. Mesmo com
este ganho, ainda podem ocorrer casos em que o NAT ndo detecta o
agente viral, como o descrito no artigo publicado (Anexo I), que trata do
relato de um caso onde a transmissdo do HIV ocorreu em fase de janela
diagndstica, que pode ser confirmada com o uso de técnicas de
sequenciamento do genoma viral, sendo realizada a andlise comparativa
entre os virus do doador e receptor.

Cabe ressaltar ainda que, por se tratar de novo produto para
diagnéstico, o kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos®-FIOCRUZ estd
sujeito a processos de melhorias, um dos quais se refere ao aumento da
sensibilidade do teste. Outra mudanga que ocorrerd em um futuro
préximo, e que estd em fase de desenvolvimento é a possibilidade de
deteccdo dos virus da hepatite B e dengue nas amostras de doadores,
com este mesmo conjunto diagndstico.

Outro aspecto a ser destacado € a publicagdo da portaria 2.712 de
13 de novembro de 2013, a qual torna obrigatéria a triagem NAT para o
HCV e o HIV na totalidade das bolsas de sangue coletadas no territério
brasileiro pelos servicos hemoterdpicos o que torna o sangue
transfundido mais seguro para os receptores.

Em relacdo aos aspectos logisticos, foi possivel estabelecer o
periodo mdximo para que as amostras sejam centrifugadas e processadas
apods a coleta, bem como a temperatura ideal para o armazenamento dos
tubos de coleta.

Foi possivel demonstrar a produgdo e utilizacdo do controle de
qualidade interno e do controle lote a lote, os quais apresentam custo
baixo, sdo de facil execucdo e pode ser preparados em todos os
laboratérios que utilizam a plataforma NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos®. Além disso, pode ser constatada grande
reprodutibilidade entre os lotes recebidos tanto para a deteccdo do HIV
quanto para o HCV.

Espera-se que novos estudos possam ser realizados em
continuidade ao que foi desenvolvido nesta tese, principalmente
associados ao rendimento do NAT HIV/HCYV e célculo do risco residual
para toda a Hemorrede Publica, pois é de grande importincia a
divulgacdo de dados referentes a seguranca transfusional para a
comunidade médica e cientifica mundial.
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Case report of a haemovigilance investigation using
phylogenetic analysis of HIV-1 in Brazil
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SUMMARY

Objectives: The alm of thiswark Is bo provide e first report of a
transfuslon-aoquired HTV .1 infection and ta e fy transmibsslon
from the danar ba the redplents using phylogenstic analysls of
HIV-1 DMA sequences ina Brazilan Blood bank.

Background: Althongh hasmovigilance procedures based an
phylcgenetic analysis of HIV have been reported in several
oountries, this type of sody has yet to be conducted tn Latin
Amerlca

Materlals and Metheds: Upon |dentifring a EIIV- L-postite
repeat blood donar by enzyme Immmunoassy (ELA) blood
screzning. all eaciplents of the donoc’s previcas donation were
tdenttfied andrested for HIV- L by E1A meldcackd amplifiction
test and HIV -1 DA sequencing and phylogenetic anal yis.
Remults: One of the reciplenis bested poskive for HIV-1. The
phylogenetk: analysis showed a high genetic stmilarkty among
the vimses, thns supporting the bypothess of transmissian from
thiz denor to the peciplent.

Conclusions: Phylogenetic analysis of HIV-1 DNA saqnences
has been a declshve ool In verifying suspected transmission of
the virns from hlocd donoe bo reciplent In Brazl.

Key words blood donation, HTV, phylogensic analysis,
‘transfusion.

Haemovigllance & a st of procedures almed at Improving
hlood transfosion safety by redocing transfusion complications,
among which TRALI [iransfusion-related ambe lung Injory)
has recetved particular attention (Flesland, 2007) [n the 215t
century, sgnificant advances have been made to better oo-
ordinate haemovigilance sysbems In place, both within and
between the counirles [Faber, 2008). Desplie these efforts,

Cammpsndanen: Emd Fupak, Drparmmt of Public Hukhi005,
Univarsideds Faderal ds Sania Crisrin, B0M4)-300 Forimcpelin SC,
Brasil.

Teal: 455 48 30258127; fa- +55 48 IT2I954L,
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der-reparting of | ks stil 2 majer
problem even In developed couniries. I:u ‘Braxl, the notifictlon
of perious . When a
Jld.thanﬂ:o\nlﬂoc:l.mmdtmnﬁumu.the Braxdian Minktry
of Bealth guiddines instroct the officials to contact the stake
blood bank assaclation which then Intiates 1 haemevigilance
Investigation (Minktério de Sande, 2003). First, blood hank
compaberised donor recoeds are searched toddentify the donors
whodonated the Hood compenents tmvoheed in the trans faslon
suspected to have cmsed the complications. S2cond, the doner
are vertfied for subsaquent donations and possible posttive
test results by serology screening. IF no subsaqoent denation
tock place, the donors are nvited for seealegy testing at a
blood bank. For all investigations, suspected danars' plasma,
which had been frazen at —20°C follmwing thelr st denatinn,
Is suhmitbed for serological besting. In the cse of suspeched
HIV transmibsion, these tests involve snmpme Immunoassy
[ELA), Western bloi and pobmerase chain reaction {FCR)
fior HIV.

Inthe lastdecade, Braxlian Ministry of Heahhibas crsatedtwo

natienal databases for haemerigilance known s
SINEPS and HEMOVIGI, as well as an el ectronic publication of
Ahse maln resnlis (Ministéro de Sadde, 39001 Fovwesver, nnder-
reporting of iransfislon comphications was estimated o he 8k
In 2007 (Minkbicko de Saade, 2000} This may explin why
only three cases of transfosken-transmitied Infectious diseases
have been reportad in this source, despite high rasidnal ik
estimutes that smggest much higher figores (Kopsk 2001,
2004).

Diespite signtficant technelogical advances in Bood safety in
Braril, such as recent Introduction of nudek acid amplification
test [WAT) technlques for hlood soeening In some blood
banks. a panctiy of poblished research on haemoviglance
exbis, Even well established epldemiclogical stodies bassd on
Inakback methodolagy have bezn lacking in Brari. The atm of
thils work s bo diminkh the gap between recently established
‘technological advances In blood safety and thelr application
‘o hasmovigllance In the couniry, To this end, we describe
an application of phrdogenstic analysls of HIV-1 as means of
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verifying HIV transmission from a blood donor to 2 bleod
reciplert.

MATERLLLS AMD METHODS

In 2008, a suspicion was ratsed that @ patient who recetved
elght blood components [sdx fresh frozen plasma (FEF) and
o comcentrated red blood cell (REC) uns| during a surgical
remieval of an aeary ystwas contaminatsd with HOV-1 byblaod
transfusion on this occsion. The blocd bank which provided
the blood components was cantacted by the hospttal where the
surgery took place ind mandted o Ineestigate the tsue. The
HIV testing history af both blood danor and racipient medical
history are depictsd In AR, | and explained below. Finally, the
amalysls of genetic linkage of HIV in the blood of bath the donar
and the recipient 15 presented in arder to vertfy If HIV was
transmitted by bood transfosion.

Blood recipient meaical history

The blood redplent reported fever, [ymphadencpathy and
hamatological alberations approdmately 2 week after the ahave.
mientloned surgery, prompting her physiclan to suspect HIV
seroconversion and request the HIV antibody test 2 weeks after
recehving the bood transfusion. Although Western blot and
E14 prosuced negative test results at that pednt of time, the
test for p 24 was positive, ths triggering a Jockbade procedure
(Fg. 1). shartly afterwards, the hushand of the infected blood
reclplent was imvibed to test for HIV. He agresd and bested
ngathve o twi El 45 Enxygnost Integral O {Skemens Healtheare
Diagnostics Products GmbH, Marbarg, Germany) and CHLi
(Frlsm, Wekhaden, Germany).

The bbokhack procedure

The search of the blood bank records showed that the eight
blood companents transfused to the HIV-nfectsd neciplent
were donabed by eight different blood donors who seere then

commmunicabed to previde 4 fresh blood smple ot the blood
bank. &l of the donors consented and ware tasted for HIV by
antl-HIV Enrygnast Inbegral 11 Slemens Healthcars Dlagnostics
Products GmbE) and anthHIV CHLR (Frism). Cme donoe
tasted posttive oo bath basts and sobsequently on all bands of
HIV Blot 2.2 [MF Dlagnostics, MF Blomedicals Asia Factfic
Pz Lid., Hngapare). The HIV-posttive domer had madz o
fresh plasma donation £5 days before the lookback besting book
place {Fig 1). On that oocson, about 1.5 ml of plisma was
stored at— 30 “.C for forther research and!or lookback purpusss.
This sample was unfrozen for Jookback parpose and bested for
HIV-1 R through Cobas Amplicar HIY Montter Test { Rache
Diagnostics Corporation, ndimdpalls, [, USA), with 2 Hmit
of detection of 75.coples per millilikve. The mbssquent results of
this test were nsgacive. The same sample was re-tested by redl-
tme PCR (NAT Blomanguinhcs FIDCRUZ, Rio de Janeirg,
Brail) with the Hmit of detest|on of 13 copies per millilites and.
agaln produced a negative test rast, Minl poal NAT testing
wats not avwallable at the tlme of blood donation,

TheJadkbadk idznttfisd the HIV. postiive donor as 1 34-year-
old woman vwho dedared no risky somal behavioar during the
pre-danation imterviss. Howeever, she constlbed her phyysiclan
5 days afber performing the blosd domation becmez ofsymptoms
which Indnded mphadenopathy (n cervical region, fever
and some hazmatokgial dterations. Inklally, the physican
requested labartory tests for Epstein-Barr, cytomegalovims
and hepattils C vims botnat far V. Her hlaad was transfised
to theee redplents a 77.year-cld patlent with chronlc myeoid
lenkaemia recefved a platelet concemirate (n Angust 2008, an 85
year-old patient with lymphoma recelved 2 REC concentrate In
September 200 and a 3 year-old woman recebved the FFE. The
fiest tvem patterts died within 2 wesks of rece ving the transfuslon.
becmse of the severtty of their baemabdlogical diseases and
were not testid for HIV. The third recplent was cantacted
during the lookback procedurnes and imvited to colabarate
with the haemovigilance Investigation. She was tnterriewed and
asked to provide 2 fresh blood sample which was analysed by
Wistern blat | Genelabs, Gentanr BVEA - Rlozys, Kampenhou,

Realplertt

Doy 5l ] 4 A
Bicdcarica:  Sarooceveic Froah sumphs
Bl CHi,  mpmplons Bk, W
plama.
freans
Donar

(P, Wi Waisian ek, FT PCAFial 1 pofymarsss chanmazion

Fig; 1. Timalinefor HIY certing of nupsctod blacd denar and the redpisnt af this boad danatian who ssbisquendy denlapsd HIY.
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Belgium] that showed sirang reacitvity for p24 hand and veeak

reacthvity far gpl 20 and gpléo hands (Fig. 1). Her serologicl
‘st fior HIV wer aleo pasitive

Amplificaiion and seguemcing of HIV- 1 provire! DNA

Provirl DA were sxtracted from donor and raciplent whale
blood samples using the G lagen G 1Amp Blood Midi kit (Glagen,
Inc., Chatswarth, M1, U54) and amplified by a two.moand FPCR
wiith nested primers. Gplz0 envelope [eny) reglon wis amplified.
using EDG (5'ATGGIATCARAGDCT A L L GOCATETE) and
ED2 (5 AGTECTTOCTGETGITOOCA MG AMDOCANG) 1
outerprimers,and KD {5'0CTCAGCCATTACACAGGOCTS
TOCAALG) and ED33 (5 TTACAGTAGAL A AATTOOCCTC)
15 Inner primers (Deheart eral, 1956). The polymerass (paf]
reghen was amplified neing P10 (5 TAACTOOCTCTCAGAAG
CAGGAGCOS) and MMATS (8 TTTTACATCATTAGTGTGS
) ascater primers, ind DFI&(5'OCTCAA ATCACTCTTTGEC
440 ) and MMETS (5 TAAATTTEATATGTOCAT TS asinner
primers [Belloeral, 2008 ). Amplifications werecarried ont nsing.
120 ng of tolal DA and EAP4 HIFI DNA Polymerass (Kapa
Biosyshems Inc., Woburn, MA, US4) according o mammfac-
turer's instmatlons. & Mastercyder Gradient® thermal cyder
(Eppendorf, Humburg, Germany) wis used in the following
conditieme initlal denaruration temperatars a 95 “C (2 min),
denaturation af 58 *C (20 &), anmealing at 55 {155), exten-
sham 1t €3 °C (1 minl, Eellowed by 35 cpdes with denaturaiton
1t 98 °C {20 5], annealing at 55 “C (15 5) and extension at 63 °C
(1 min. & final extension of S min wa sstat&d *C. Forsecond-
ronnd PCR, a 4L aliquet of the first-round PCR mixtuee
was wed with the same canditions. Amplificition resuks were
cheded on agares: pel dextrophorests and ethidiom bromide
staining, The PCR producs were porifisd nsing GFX™ FCR
w4 and Gel Band Porification ¥k [GE Healthcare, Focking-
‘hamshire, L7E ). Purifisd D74 was sequenced using I TEnamic®
ET Dope Terminator{ GE' Amershan Riosclen: es [nc., Plcataway,
B, US4 ready reaction kit and processed in an awtomated
MegaBace 1000% D4 Analyes Spbem (GEAmershan Blo-
sclences [nch

TheHIV -1 sequenceanalysts was canducted as following. The
baslclocal allgnment szarch toal (BLAST) {wwrw biiv.lanl gevi
nbent/sequence fRASIC_BLAST basic_blas thiml) was used in
comparedanar and redplent saqnences sgainst the entire HIV- L
sequence database.

‘The sequences with the highest simiarky soare to donor and
reclplent, and withoat gaps or stop codons, were chosen for
this robsequent phyagenstic andyele The reference saqnences
Included in the alignment by the similartty criterion seee HIV-1
subtype C, inchiding 15 sequences fram Bragl, | sequence
from Argemting and 1 sequence from Uroguay. Ales, reference
sequences foam HIV-1 sobtype B and F1, which co-circolates
In Brazd with smbiyps C and from HIV AL were Induded as
out-group sequences. Huclentide sequences were aligned nsing.
CLUSTAL X {Thampsan eraf, 1957 ). Two distinct allgnments
wee ballt, one of 513 bp sanming the emv.gp] AHCIVE reglon

@ 2017 The Adirois
Trarafusion Wedicna & 201 | British Bosd Transhusion Sodaly

HV phylopanatic analysis i Brantan blocd donors 6

[mudectides 68577370 relative to HXEZ) and ancther of 1250
bp covering the probease (PR and reverse fransoriptase (RT) of
ol gen (nnd sotides 226435 L4 relattve to ECRZ).
Fhylogenetic analyses were performed by the nelghbor-
Joining (37} akgortthm based on a D4 distince matriz using the
Tamura el nudeotids sbstkution medd, n 1000 bootstrap
replicates, Ting MIck wi program (Tamori, 1993, 2007).
Marimm-Hkdbood (ML) anayses were perfonmed in the
PliyML 3.0 anline program {wow.atge- montpelbier. friphyml)
using the Kimora two-parameter algorithm (Eimura, 2001
Guindon & Gasmd, 2003). For the M) analyss. the ssquences
were upkaded in & standard PHYLIP file of aligned D4,
originated by hand edking of the CLUSTAL X alignment saved

In.afasta fommat. In both anabyses, an HIV-1 mbiype 41 sequence
v 1sed a5 out- roup.

Etfica isues

All'blood donors simed a consent document allowing the use
of thedr data for ressarch porpeses. The Ethics Committee of
‘thie Federal Unlvarsty of Santa Catarima approved the rassarch
under the protoeol mumber 34310,

RESULTS

BIIV-1 sequence analyses of the ey and po genss from bath
donor and reciplent demanstrated the virsss were very dossly
related. Four muckeotides divergences in the 513bp sequence
spanning the esv-gol 2602V 3 neglon and fust 3 divergences in
thie 1258 saquence spanming the FR and KT reglon. of pol gene
were observed. [n bath reglons analyssd, the smiarky between
donor and reclplent was higher than %, whereas the mog
dnsely related vy squence of the Lo Alimos HIV Ditahase
(hittpef wewrw kv Janl gorv) had 91% of stmilacity and the dessst
ol ssquence had 55% of similartiy.

Fhylogenetic analyses showed donor and redplent HIV-1
seiquences helong tothe Erariian sobtype Cchister and formed
1 menaphyletic dade within the HIV.1 dade C. Ome thomsind
bootsteap replicabe of the data set, inalysed by both 37 and
thie ML method (dita net shoven), showed 100% bootstrap
suppart for the donor-recipient dade In the env tree (Fig. 2)
nd 5% of bootstrap in pof tree ( Flg, 3), thos confimming the
dnzz epideminkagical relatadnizss.

DISCUSSION

This Is the first repart of the s of phylogeneti: analyds
of HIV-1 in Brazll and Latin Amenca In the context of 2
‘hagmoviglance nvastigation. Redatively few poblications wsing
this technique can be found workdwide, The fint repaorts of
this kind from Singapore (Ling eral, 2000) and South Afria.
(Bredell erail, 2003 ) coverad the period befure the Introduction
of NAT blood screening, In the Unked Stabes, twoconfirmations
of transfusion-transmitted HIV based on phrlogenetic linkage
of mspected hlooddanarand s rectplentwerepoblished nearky

Transtusion idecicing, 2012, 12, 57-62
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5 years after minfpocl MAT screening was mandated in 1953
{Deetwarter al, 2004 Phelps evad, 2004). & detalled Investigation
of one of thess casss conduded that HIV-1 RXA was reliably
detected by indtidual-sample 2AT but caly Inconsistently
by minjpocl WAT (Dehvart sral, 2004) due to & lmit of
debection. & mars recent report on transmikting HIV via blood
tramsfsdon. In Germany attrbuoted the fallure 1o detedt the
virns by minipeol BAT to low vl load and mismatches n
the primerfprobe region (Schmidt eral, 2009). The anthars
argued that nsing several conserved reglons of HIV-1 genome
simultanzously might reduce the risk of such falure wihout
castly Implementation of individual-sample 24T

Varks Inokback Investigations indicate the low viral load
during the nfactions windme period as 2 major ohstade for
detecting HIV by minipool AT screening [Ling eral, 20005
Dehwart eval, 2004; Sdmidt eral, 2008) doe to 1k lmk of
detection. Om the other hand, the huge cost of Individoal doner
MAT screening for roatine Bood screening and relachvely low
yiel with thistechnlque over minl pocl MAT (Assal e al, 2009)

Tensteson idscioine, 2012, 22, 57-82

has made the former Inacczssible even for developed countries,
For sxamiple, a study conducted in the Unked States foand this
izl 1o be four to siz additional casss in 2-3 milien bloed
denations [Basch & Dodd, 2000}, whereas an Enropean study
found this pield to be rero in 3.6 millian blood donations {Raoth
etal, 200Z). Mare recently, the yeld for HOV and HIV was
estimated at 1-2 addittonal casss in 10 million domaticas in
Germany {schmidt eral, 2009).

In the view of these findings, the few qses of very recently
Infected Hood doners with low viral load 15 Lkely to remain
und ectable by minlpool XAT for HIV and HCY, which has
been tmplemented in some blood banks in Brazd in 2010 This
underlines the importance of haemevigilance procsdurss, such
s Jookback and phylogenestic inalysks, for encidating dese rare
cases in arder tolook for additional sirabsgles to further improve
blood salety.

In the present stody, high stmilarky betwesn doner and
reclplent HIV-1 sequences with less than 1% of nucleotide
divergence was obssreed. This finding & consistent with the

2011 The Auihors
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147

A CULF EOEH. TRASCA
CHAR 008 BROaSC 81
| CBA SO0 ORI
CBR2004 JEDES

0. BF SO0 38H 1
CEA. 100 BRES-d

R BRI L2432

HIV ptwlaganatic analys’s v Branifan blood dono 61

i CARSIH ARG

0B ST+ AR

CBR 2004 BEED
CEA LB

(LT T L]
0 CH. SR

] PR HINEE copy LA
BBR-BIiET
I-I:—nmmmﬂmn
LEnRHE

186138 AT ke
EBR200 DEARNE

! ]amq,paﬂ

Eublyps B

A UG FSRELIASS L4EEA

L]

Fig.3. Phylopenstic salyiia of pr and v of ped regicn by M1, Bactrirap valoe: grester

than T arencted, and the Brardion nbtyps C seqoimcesmest

rulsted with donar—recipient sampley sre bokled. Black dismands ars nated on doner (D] and recipient () squences, snd Hack drdi s nated on

ihiaforeign smoqarna wih the highat similiciti wi dorar -necipiene

high mutational rate for HIV, remlting in @ divergent vical
evalmtlon In jost a few weeks. It Is a rzmarkable fmakore of
HIV due to the lack of proofreading activity of the viral BT
enzyme, which comiers @ motational rate per replication cde of
approzimately 34 « 107" mutations per hase pair. Considaring
theviral baseline productioned 1000 virkn per day and a genome
of 104 bp, the production of millions of HIY varants wihin
anyinfected person n a single day 1s feasble. However, differant
mutaiional rabes are observed within distinet reglons of HIV
gename, with the pal pane being bwo tothras times Jass divergant
thian the eov gens. The prassnt study shows a higher similarity
of domar and reciplent pol saquences, In camparisan with ey
sequences, which could be explained by the highly consered
proteins encoded by pol gene: BT and PR enzymes. Other
studles have alneady stressed the role of phylogensticanal pis in
enhancing epldemiclogical Investigation of contact tracing for
Infectious diseases as a powerfal bool for dentiffing the soorces

2 2011 The Audhors
Trarefusion Medona & 301 1 Bitsh Bood Tramsiusion Sodaly

of Infection and defining prevention strateges (Deng e al,
2008, fnch analysis may be enhanced by the analysis of vieal
markers Mnatic and chimkal mantestations of danar—redplent
palrs in order to sstimate the Hiely date of infection.

The Jookback procedurs motivated some changes in the
procedures of the blood bark imvclved In adwance of man-
dabed MAT screening. To discourage test sszking for HIV, the
perind between serological testing and releasing the rembs
ihe blood donor candidates was prolenged from 1 wesk o
1 manth. In addition, sking dicectly if the purposs of blood
donatian was maotivated by best sesking for HIV has besn
Introduced and the risk of such attitnde emphasied during
ihe pre-donatlon Inberelew. As Braxll & preparing for the
Intreduction of mandatery minipool BAT blood screening, the
monltoring of this mandabe's impact on redncng transfosion-
transmikted diseasss and the Incorporation af this technique
Inte haemorviglan ce Investigation are bighly Imporiant.

Tensfunion Medong, 2012, 22, 57-52
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5.2 - Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo de
estabilidade

Titulo da Pesquisa: Estudo da estabilidade do RNA das amostras
submetidas aos testes NAT.

Voce estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se ird participar, € importante que saiba como esta pesquisa
serd realizada e de que forma as informacdes serdo utilizadas. Também
esclareceremos 0s possiveis riscos, beneficios e desconfortos
envolvidos.

O objetivo deste estudo € de avaliar a estabilidade do RNA dos
virus HIV e HCV em amostras de sangue. Para isto serdo selecionados
voluntdrios que permitam a coleta de aproximadamente 80 mL de
sangue em tubos de coleta especificos, para a realizacdo de simulagdes e
testes de biologia molecular.

A selecdo destes voluntdrios foi realizada pelo laboratério de
sorologia do HEMOSC, sendo composta somente por funciondrios da
Instituicdo com resultados negativos para todas as doencas transmitidas
pelo sangue e que sejam doadores de sangue.

Mesmo que decida participar, voc€ ainda sera livre para desistir
de sua participacdo no estudo a qualquer momento, bastando para isto
informar a sua desisténcia.

Apesar de ndo haver um beneficio direto para vocé, informamos
que estes resultados irdo contribuir futuramente com a qualidade dos
resultados dos testes NAT utilizados para a deteccdo dos virus HIV e
HCV em amostras de doadores de sangue.

Saliento que todos os resultados dos testes laboratoriais
realizados nas amostras coletadas serdo confidenciais e de conhecimento
apenas do pesquisador responsdvel. Os sujeitos da pesquisa ndo serdo
identificados em nenhum momento, mesmo quando os resultados desta
pesquisa forem divulgados em qualquer forma.

Em caso de qualquer ddvida ou esclarecimento, por favor entre em
contato com:
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Andrea Petry — pesquisadora responsdvel — fone 48-3251-9719
(andreap @fns.hemosc.org.br).

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE
CONSENTIMENTO e estou de acordo em participar do estudo
proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer momento, sem
sofrer qualquer puni¢do ou constrangimento.

Nome do participante:

Assinatura: Data:
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5.3 - Resultados da amplificacio do RNA-HCV e RNA-HIV das
amostras centrifugadas a cada tempo de acondicionamento
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5.4 - Resultados da amplificacio do RNA-HCV e RNA-HIV das
amostras previamente centrifugadas em relacdo ao tempo de realizacio

do teste.
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