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Resumo

O teste do acido nucléico — NAT — € uma tecnologia desenvolvida para
deteccao do material genético de agentes infecciosos virais como HCV (virus da
hepatite tipo C) e HIV tipo 1 (virus da imunodeficiéncia humana tipo 1). Esses
testes foram implantados em muitos paises desenvolvidos a partir de 1999 com
0 propodsito de identificar doadores de sangue com niveis de anticorpos
indetectaveis pelos exames soroldgicos convencionais (5,8). Assim, esses testes
moleculares executam um importante papel no diagndstico clinico de uma
variedade de doengas infecciosas (13) A incorporagdo do NAT na triagem dos
doadores diminui o periodo de janela imunologica, reduzindo o risco de
transmissdo de HIV e HCV por transfusbes de hemocomponentes, e desse
modo, aumenta a seguranga transfusional.
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Introducao

A transmissdo de doencas infecciosas através da transfusdo de
hemocomponentes contaminados tem diminuido constantemente devido aos
grandes avangos dos testes laboratoriais, a cautelosa entrevista com os
doadores antes da coleta e ao amplo trabalho de conscientizagdo desenvolvido
junto a populacao (8).

Desse modo, a norma que regulamenta os procedimentos hemoterapicos,
(RDC n° 153 de 14 de julho de 2004) determina o descarte imediato de bolsas
com qualquer teste que durante a triagem demonstre resultados positivos.

Para o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1, HIV-1, sédo realizados
dois tipos diferentes de testes sorolégicos, sendo um ensaio
Quimioluminescente, que identifica o antigeno viral especifico, € um do tipo
imunoenzimatico, responsavel pela detec¢cao de anticorpos (5,10). O virus da
hepatite tipo C, HCV também é identificado por ensaio imunoenzimatico, ou
ELISA de terceira geragao, que detecta anticorpos anti-HCV presentes no soro
do doador (13).

A sensibilidade do teste ELISA é dada pela deteccédo de anticorpos anti-
HIV em 22 dias apds a infeccdo e anti-HCV em aproximadamente 70 dias. A
esse intervalo entre a fase inicial da infeccdo e a caracterizagdo de uma
resposta imune do organismo, denominamos janela imunoldgica, onde néo se
detecta a presencga de anticorpos nos exames convencionais (14).

Procedimentos para a doagdo de sangue requerem medidas de
prevengdo a contaminagdes que possam estar ocultas devido a janela
imunoldgica, sendo este um obstaculo importante para a obtencdo de uma
transfusao mais segura (14).

Do inglés, “nucleic acid amplification technology”, NAT — é um teste que
apresenta a capacidade de amplificar sequéncias de acidos nucléicos

especificas de um organismo.



O NAT teve inicio no final dos anos 90, ano em que as técnicas de
amplificacédo se tornaram comuns nos laboratérios de biologia molecular (1).
Essa técnica apresenta alta sensibilidade de detecgdo de acidos nucléicos e
permite detectar a presengca do material genético, RNA viral, nas amostras de
sangue do doador o que o torna capaz de diminuir o periodo da janela
imunolodgica. O NAT HIV/HCV pode reduzir este periodo de janela imunolégica
de 22 para 11 dias, com deteccdo do RNA do virus HIV, e no caso de HCV, de
70 para apenas 12 dias. Desse modo, o NAT se faz necessario para
complementar os testes sorolégicos de pesquisa de anticorpos e antigenos (14),
sendo um teste relevante para minimizar o risco infeccioso das transfusdes e
contribuindo para um indiscutivel aumento da seguranga transfusional.

Introduzido em muitos paises desenvolvidos a partir de 1999, o NAT na
Europa ocidental tem rendimento para deteccdo de HCV e HIV-1 de
aproximadamente 1:10 doagbdes e 0,3:10 doagbes respectivamente (8). Em
centros transfusionais italianos reduziu em 80% o risco de transmissdo de HCV
pela transfusdo, quando comparado com técnicas imunoenzimaticas (7).

Entretanto nesses paises a prevaléncia dessas infecgdes virais € muito
baixa e o rendimento do NAT é principalmente para doagdes feitas no periodo
de janela imunoldgica (8).

O numero de doagdes de sangue por ano no Brasil, segundo o Ministério
da Saude é de cinco milhdes. A presencga do HIV entre os doadores de sangue é
de 0,1% e para HCV o indice sobe para 0,3% (2).

O teste foi recentemente recomendado pela legislagéo brasileira (Portaria
262/2002 do Ministério da Saude) e implantado em alguns bancos de sangue da
cidade de Sao Paulo, com o intuito de reduzir a transmissdo de HCV e HIV pela
transfusdo, tornando-se entdo obrigatério em toda Hemorrede Nacional,
incluindo bancos de sangue publicos e privados (10).

Implantado no Hemocentro de Sao Paulo, desde margo de 2004, a
tecnologia NAT possibilitou a identificacdo de dois casos de doadores na fase

aguda da infeccao por HIV-1 antes da soroconversao (10). A efetividade do NAT



€ dada pela deteccao de amostras NAT positivas e testes soroldgicos negativos
(5).

Estima-se que com a implantagdo do NAT, seja detectado entre zero a 23
doacbes contaminadas por HIV detectadas no ano, e para o HCV o numero
aproximado de contaminagdes evitadas pode estar entre zero a 131/ano (5).

Considerando que uma bolsa de sangue pode contaminar até 1,5
receptores, com a implantagdo do NAT espera-se evitar até 35 contaminacdes
por ano no Brasil e para o HCV este numero sobe para até 197 contaminagdes
por ano no Brasil (5).

O teste do acido nucléico ainda nao foi introduzido em todo pais devido a
algumas limitagdes como recursos, grande numero de servigos, pessoal
qualificado e espacos estruturalmente adequados, porém esses motivos nao

impedem a implantacéo do teste no pais (1).

Técnicas utilizadas para amplificagao de acidos nucléicos

O NAT pode ser feito através de varios tipos de técnicas, sendo as mais
comuns, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a amplificagdo medida por
transcricdo (TMA). Outras tecnologias como a amplificagcdo baseada na
sequéncia de acidos nucléicos (NASBA), técnica do DNA ramificado (bDNA),

também podem ser empregadas para fins diagnosticos.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Trata-se de uma técnica extremamente sensivel que permite clonar
fragmentos de DNA ou RNA relativamente curtos (abaixo de 10.000 pares de
nucleotideos) permitindo sua detecgdo por coloracdo fluorescente ou
eletroforese em gel (13).

Existem dois tipos de PCR, a convencional (PCR-C) e a real time (PCR —

RT), a diferenca esta no momento de analise e liberagao de resultados, pois a



PCR- RT avalia a amplificagdo no momento em que ela ocorre, € um método
quantitativo, mais sensivel, rapido e preciso, enquanto a PCR-C mede o produto
acumulado no final dos ciclos de amplificacdo, é semiquantitativa, necessita de
processamentos adicionais apds a amplificagdo e € imprecisa (6).

A aplicagao da técnica de PCR-RT no teste NAT faz-se necessaria por
sua alta sensibilidade. Com a utilizagao de seqliiéncias complementares ao RNA
viral do HCV e do HIV é possivel determinar se ha presenga desses genomas
em uma amostra de sangue, até mesmo com poucas copias virais. A rotina
laboratorial que utilizar a PCR-RT deve realizar a deteccdo em separado do
RNA do HCV e do HIV-1 através de dois conjuntos diagndsticos (kits) distintos
(5).

Para que a reacao ocorra, € preciso basicamente trés ciclos basicos de
oscilacdo da temperatura. No primeiro ciclo de desnaturagdo, com temperatura
entre 94-95°C as duas fitas de cDNA (DNA complementar - transcrito a partir de
RNA viral pela enzima transcriptase reversa) se separam, posteriormente ha um
resfriamento para 50-60°C permitindo que ocorra o anelamento dos primers, ou,
moléculas iniciadoras, que se ligam (hibridizam) especificamente com
sequéncias complementares nas duas fitas de DNA, delimitando a regiao a ser
amplificada. Também nesse ciclo, sondas fluorescentes se ligam ao DNA e
quando catalizadas pela enzima DNA polimerase, emitem um sinal fluorescente
que é utilizado para detecgao dos produtos amplificados (13,15).

Finalmente no ultimo ciclo, a uma temperatura de 72°C, ocorre a extensao
que é feita pela enzima DNA polimerase (Taq Polimerase — isolada da bactéria
termofilica Thermus aquaticus - estavel em altas temperaturas e nao é
desnaturada pelo aquecimento da reacdo), responsavel pela adicdo de
deoxirribonucleosideos trifosfatos (bases nitrogenadas) sintetizando desse modo
apenas sequéncias complementares de DNA a partir dos primers (15).

O ciclo segue-se novamente para a primeira etapa onde ira separar as
fitas de DNA recém-sintetizadas que servirdo também como moldes, esse

processo é repetido por 30 a 40 vezes, sendo assim, cada etapa duplica a



quantidade de DNA sintetizada anteriormente e, desse modo, a reagcdo ocorre
em ordem exponencial (13).

O instrumento de PCR real-time combina um termociclador, responsavel
pela oscilacdo da temperatura entre todas as etapas da reacéo e filtros que
detectam e mede a fluorescéncia emitida a cada ciclo, que é proporcional a
quantidade de DNA alvo amplificado. O resultado é observado em tempo real a

partir de graficos representados em um programa de computador.

Amplificagao mediada por transcricdao (TMA)

Essa reacdo utiliza um ciclo continuo e isotérmico de amplificacdo de
RNA a partir de primers que definem a seqiéncia a ser amplificada. A enzima
transcriptase reversa faz copias de fita dupla de DNA partindo do molde de RNA
viral, posteriormente ocorre a reagao inversa, ou seja, a RNA polimerase através
do molde de fita dupla de DNA, sintetiza novamente fitas simples de RNA,
obtendo ao final multiplas copias de RNA do segmento do acido nucléico de
interesse (DNA ou RNA). Esse processo gera até 10 bilhdes do produto alvo de
amplificacédo em 15 a 30 minutos (6).

Outras diferencas entre TMA e PCR é que na primeira ndo € preciso
utilizar o termociclador, pois todo o processo ocorre sob condicbes de
temperatura constante e a TMA emprega um unico kit que permite a detecgao

simultanea (multiplex) do RNA viral tanto HIV como HCV (5).

Tecnologia disponivel no mercado

Ha apenas duas empresas que fabricam testes comerciais autorizados
para deteccado do RNA de HCV e HIV pelo NAT, a Chiron e a Roche, porém os
kits sdo de custo elevado e podem ser menos especificos e sensiveis quando
aplicados em nossa regido devido a diversidade genética dos agentes

patégenos, e também, testes de desenvolvimento préprio — in house —



transformam-se em alternativas mais acessiveis para paises em

desenvolvimento como o Brasil (3).

Plataformas NAT

O COBAS TaqScreen Multiplex Test MPX A da Roche Molecular System
€ qualitativo e permite a deteccédo simultdnea de HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV
RNA e HBV DNA. O teste é realizado por sistema automatizado que, utilizando
um pipetador automatico, prepara as amostras em Pool (colegdo de pequenas
aliquotas de muitas amostras de plasma de doagdes individuais). A extragao &
realizada pelo instrumento COBAS AmpliPrep, seguido da amplificagao por real-
time PCR e deteccao através do analisador COBAS TagMan. Todo o sistema é
controlado por um programa de computador que ao final também é responsavel
pela interpretagcao dos resultados (8).

Ja o Procleix Ultrio da empresa Chiron Corporation também é qualitativo,
valendo-se da reacdo de TMA para detectar simultaneamente RNA HIV-1, RNA
HCV e DNA HBV. O teste é realizado no sistema TIGRIS, que € um instrumento
automatizado para o Procleix. Os resultados sao analisados e relatados pelo
programa de computador do TIGRIS (8).

Estudos realizados pelo National Blood Center da Tailandia em 2007 que
utilizam esses kits comerciais, demonstram a sensibilidade e especificidade
dessas plataformas. Os resultados obtidos foram promissores, pois 486.676
doadores de sangue soronegativos tiveram suas amostras testadas
individualmente no método da empresa Chiron e em Pool de seis amostras no
COBAS 201 da Roche. A especificidade do teste foi de 99,93 % para Procleicx
Ultrio e de 99,90% para o Cobas TaqScreen e os casos de janela para HCV e
HIV -1 foram detectados pelos dois testes, desse modo os dois sdo aceitaveis
para a rotina NAT, segundo o estudo (8).



Controle de qualidade e validagao dos testes

Consideravelmente esforcos tém sido realizados ndo somente para
desenvolver maior sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo em métodos NAT,
mas também para padronizagéo desses ensaios (7).

O Controle de qualidade torna-se importante a medida que monitora a
eficiéncia das etapas de reagédo de deteccdo dos virus (3). Cada ensaio NAT
deve incluir um controle interno para controlar a extragao, a transcri¢ao reversa,
a amplificacao e os passos de deteccdo, e também controles externos (controles
da corrida), sendo um positivo e outro negativo que servira como calibrador da
reagao (11).

A introducao do controle de qualidade interno e externo permite assegurar
que os laboratérios produzam e reproduzam resultados de alta qualidade,
auxiliando nas analises laboratoriais como também na implantagdo de medidas
preventivas e corretivas (7). Para avaliar o indice de obtengdo de resultados
falso positivos, sdo utilizados painéis com diluicbes seriadas de RNA viral e

amostra negativa como forma de testar a proficiéncia dos laboratérios NAT (11).

Rotina do Laboratério NAT

As etapas do método incluem a preparagdo da amostra de sangue, a
extracdo do acido nucléico e sua purificagao, a amplificacdo do RNA ou do DNA
complementar alvo e finalmente a detecgcdo do produto amplificado e
interpretacao dos resultados.

Para os testes realizados em Pool que obtiverem resultados positivos,
deve-se fazer novamente o teste, misturando quantidades menores de amostras
de plasma dos doadores a fim de identificar a amostra positiva, ou entao realizar
o teste individual para a amostra suspeita.

A vantagem do Pool de amostras € que o custo da técnica e o tempo para

liberagao dos resultados diminuem, ndo havendo interferéncia na sensibilidade



nem na especificidade, porém, é a quantidade de amostras presentes no Pool e
o limiar de sensibilidade das provas que influenciam na eficacia da técnica (1).

Pela sorologia séo realizados dois testes ELISA para HIV, sendo que os
servicos de hemoterapia que realizarem NAT, somente poderdo suspender a
realizagdo do segundo teste soroldgico para o HIV depois que o laboratorio NAT
tenha seu desempenho validado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, segundo a PORTARIA n°® 79 do Ministério da Saude.

Sugere-se que as estratégias de triagem implantadas nos bancos de
sangue sejam constituidas por uma combinacdo de NAT e ELISA de terceira
geracgao para HCV e HIV, obtendo desse modo um melhor desempenho destas
duas estratégias associadas para melhor deteccdo de doadores contaminados
(5).

A introducdo do laboratorio NAT requer passos preliminares importantes
como a definicdo da epidemiologia local e regional, a realizagédo de um projeto
piloto para estudos dos dados e para estabelecer parametros operacionais de
financiamento e, também estratégias para questbes técnicas e operacionais a

fim de determinar o custo beneficio da implantagao (9).

Consideragoes Finais

A implantacdo de novas tecnologias e novas estratégias para reduzir o
risco de infecgdes pelo HIV e HCV por doagdes no Brasil € necessaria, visto que
em paises com alta prevaléncia e incidéncia de tais infecgdes tém
provavelmente um rendimento maior de detecgdo de periodos de janela
imunolégica durante a doacdo. Dados da implantacdo do NAT nos paises com
maior prevaléncia mostraram altos rendimentos como um caso positivo de HCV
para 3100 doadores (9).

Apesar da tecnologia possuir altos custos, o beneficio da implantagéo é
maior, visto que garantira um melhor controle de qualidade no sangue a ser

doado. Estudos adicionais realizados pela ANVISA junto a



Bio-Manguinhos/Fiocruz para a produgédo de kits para teste NAT no ambito
nacional estdo sendo considerados como uma forma alternativa de reduzir o
custo do teste (5).

Dentre outros beneficios alcangcados com a implantagdo desse teste no
pais, além da seguranca transfusional, estd o avango tecnoldgico na area de
biologia molecular que agrega muitos beneficios no ambito cientifico e de
diagndsticos laboratoriais, garantindo um passo importante para o Brasil na area

da saude.
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