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RESUMO

Para introducdo de metodologia quimioluminescente automatizada em rotina de
triagem soroldgica de doadores de sangue, foi realizada a testagem de 357 amostras
de doadores em paralelo com metodologia em uso no setor (ensaio de
microparticulas), no periodo de setembro a outubro de 2010. Devido a baixa
probabilidade de deteccdo de resultados reagentes em doadores foram acrescidas ao
comparativo todas as amostras com resultados reagentes ou indeterminados obtidas
de soroteca de um periodo de 6 meses (dezembro de 2009 a abril de 2010),
totalizando 176 amostras distribuidas entre os marcadores descritos. A comparacao
demonstrou uma boa concordancia de resultados: 99,45% (361/363) para HBsAg;
93,46% (415/444) para Anti-HBc; 90,46% (370/409) para anti-HCV; 99,2% (373/376)
para HIV Ag/Ac. A introducdo de equipamento de quimioluminescéncia (CMIA)
reduziria o descarte de numero consideravel de bolsas de sangue, com impacto

significativo principalmente na deteccdo de anti-HCV e anti-HBc.

I. Introdugao

A doagdo sistematica de sangue teve inicio no Brasil por volta de 1940 e
caracterizava-se por um sistema transfusional baseado na remunera¢do de doadores,
com grande impacto na qualidade do sangue obtido (Amorim Filho, 2000). Apds
intensas criticas e pelo aparecimento da AIDS e sua relagdo com a tranfusdo sanguinea
na década de 1980, percebeu-se a necessidade da criacdo de novos procedimentos
para a rotina transfusional com a substituicao da doa¢do an6nima pela personalizada e
a conscientizagdo e disciplina em relagdo ao uso do sangue e seus componentes pelos

profissionais de saude (Junqueira e cols, 2005).

Até este periodo, a realizagdo de exames sorolégicos nos servicos de
hemoterapia nacionais era raramente exigida e fiscalizada pela vigilancia sanitaria. Em
1980, o governo federal criou o Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados - PRO-

SANGUE, junto a Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (SBHH), visando



a organizacdo das atividades no campo transfusional em todo o pais, uniformizando
sua pratica e definindo alguns procedimentos obrigatérios em toda a hemorrede.
Estabeleceu-se, assim, um verdadeiro sistema nacional de hemoterapia,
proporcionando maior seguranca no uso de sangue, estendendo a atividade a diversas
categorias profissionais (técnicos de laboratério, enfermeiros, biomédicos, médicos,
bidlogos) e regularizando um padrdo técnico, filoséfico e administrativo da atividade
transfusional, regulamentado através da chamada Lei do Sangue (Saraiva, 2005;

Junqueira e cols., 2005).

Como qualquer atividade da area de saude, o servico de Hemoterapia recebe
aperfeicoamentos constantes, com a regulamentacdo e padronizacdo dos
procedimentos hemoterapicos de coleta, processamento, testagem, armazenamento,
transporte e utilizacdo de hemocomponentes, visando garantir a eficiéncia do servico e
a qualidade do produto final. Atualmente, a legislacdo que rege o servico transfusional
caracteriza-se pela RDC n? 57, de 16/12/10 (ANVISA, 2010) e pela Portaria n2 1353, de
13/06/11 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Em relacdo ao controle de infeccdes com possibilidade de transmissao através
da transfusdo sangliinea — através do Virus da Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C
(HCV), Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1/2), Virus Linfotrépico de Célula T
Humana (HTLV-I/Il), Trypanosoma Cruzi e Treponema pallidum - os testes soroldgicos
utilizados para a triagem das bolsas de sangue devem possuir registro na ANVISA e ter
alta sensibilidade.

Ao identificar a necessidade da introducao de um novo teste na triagem
sorolégica, deve-se ter assegurado a disponibilidade de aquisicdo no mercado, registro
no Ministério da Saude, equipamentos e treinamentos necessarios. A alta
sensibilidade dos testes, exigida para uso nos servicos de hemoterapia, visa aumentar
a seguranca para o receptor. Porém, a alta sensibilidade com consequente reducdo na
especificidade acarreta resultado falso-positivo, podendo trazer sérias conseqiiéncias
aos doadores de sangue que terdo que lidar com o estigma de um teste supostamente
reagente, até o esclarecimento diagndstico. Para os servicos de hemoterapia isso
implica descarte de bolsas e desperdicio de sangue (Motta e cols, 1999; Salles e cols,

2003). Os testes chamados de primeira geracdo, em que o antigeno é obtido por



intermédio do lisado do patdgeno, utilizados especialmente nas ultimas décadas de
80/90, causaram fortes danos emocionais em doadores falso-positivos e um alto custo
para os servicos de hemoterapia, com o descarte de bolsas com suspeita de infec¢ao
(Salles e cols, 2003). Nos ultimos 30 anos, novos testes de triagem soroldgica foram
sendo introduzidos, na medida em que os agentes patdgenos eram identificados e
reagentes disponibilizados. Atualmente, o ELISA é o mais utilizado nos servicos de
hemoterapia, por permitir boa reprodutibilidade, facil execugao e possibilidade de
automacdo, além da utilizacdo de antigenos recombinantes e peptideos sintéticos,
reduzindo possiveis reacdes cruzadas. Outros tipos de testes também sdo utilizados
em triagem de doadores de sangue, como por exemplo, hemaglutinacdo, aglutinacdo
de particulas e quimioluminescéncia (Chamone e cols, 2001).

O emprego dos testes de amplificacdo e deteccdo de acidos nucléicos (NAT) é
importante para o esclarecimento de reacdes indeterminadas nos testes de triagem
soroldgica, em virtude da elevada sensibilidade e especificidade que os mesmos
apresentam (Wang e cols, 2002; Machuca e cols, 2003). A partir da portaria n°
262/2002 do Ministério da Saude, o teste NAT passou a ser recomendado se ser
obrigatério para todos os doadores de sangue do Brasil. Desde entdo desenvolveu-se
uma plataforma NAT (testes de acido nucleico) com conjunto diagndstico fabricado
nacionalmente por Bio-Manguinhos/Fiocruz para detec¢do de HIV-RNA e HCV-RNA;
porém ainda estd em processo de implantacdao em todo territdrio nacional e ndo inclui

a detecgao do HBV-DNA.

Il. Objetivo

A introdu¢dao do sistema automatizado de metodologia quimioluminescente
(CMIA) no setor de Sorologia do Hospital Federal dos Servidores do Estado/RJ vem ao
encontro da constante busca por inovagdes tecnoldgicas que possam garantir a alta
sensibilidade, porém reduzir possiveis interferentes e o descarte desnecessario de
bolsas de sangue. Desta forma, este estudo visou comparar o desempenho da
metodologia CMIA (Architect i1000SR®/Abbott) para triagem soroldgica de doadores

de sangue com as metodologias em uso no setor.



lll. Materiais & Métodos
3.1.Populacdo estudada

O estudo envolveu a testagem de 533 amostras de soro obtidas de doadores de
sangue do Servico de Hemoterapia do Hospital Federal dos Servidores do Estado/RJ;
obtidas apds centrifugacao de tubos de sangue total com gel separador a 1800 g (4360

rpm na centrifuga Hettich Universal 320) por 10 minutos.

Destas, 357 amostras foram oriundas de rotina didria de doacdo de sangue entre
setembro e outubro de 2010. Porém, devido a baixa probabilidade de obtencdo de
resultados reagentes na populacdo de doadores de sangue, foram acrescidas ao
estudo amostras que obtiveram resultados reagentes ou indeterminados de soroteca
disponivel no setor, armazenadas a -20°C. A pesquisa em soroteca foi realizada em um
periodo de 6 meses, de dezembro de 2009 a abril de 2010, obtendo-se seis amostras
para HBsAg, 87 para anti-HBc, 52 para anti-HCV, 19 para HIV Combo e 12 para anti-
HTLV.

3.2.Processamento da amostra

As amostras de rotina foram submetidas aos ensaios de triagem soroldgica para
deteccdao de HBsAg, anti-HBc, anti-HCV e HIV Combo por ensaio quimioluminescente
automatizado ARCHITECT/ABBOTT (Figura 2a) em paralelo com a metodologia em uso
no setor de enzimaimunoensaio de microparticulas (MEIA) automatizado
AXSYM/ABBOTT (Figura 1a). As amostras de soroteca foram testadas apods
descongelamento em temperatura ambiente nos testes quimioluminescentes, sendo
os resultados dos testes MEIA resgatados através do sistema informatizado

HEMOVIDA/DATASUS/MS.

3.3. Principio dos testes soroldgicos

3.3.1. Imunoensaio de microparticulas (MEIA)



A tecnologia MEIA (Figura 1b) caracteriza-se por um ensaio imunoenzimatico com a

fase sdlida sendo constituida de particulas de latex revestidas com molécula de

captura especifica para o analito a ser determinado. O conjugado marcado com

fosfatase alcalina catalisa a hidroélise do substrato 4-metilumbeliferil fosfato (MUP) em

produto fluorescente 4 metil-umbeliferona apds excitacdo por fonte de luz, com

captacdo pelo sistema déptico do equipamento, proporcional a quantidade do analito

da amostra. O complexo imune fica retido em uma célula-matriz de fibra de vidro

onde ocorrem todas as etapas de lavagem, adicdo do substrato e leitura (Figura 1c).
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Figura 1. Imunoensaio de microparticulas (MEIA) automatizado AXSYM/ABBOTT

3.3.2. Imunoensaio de quimioluminescéncia

Areacdo CMIA (Figura 2b) envolve a interacdo de microparticulas magnéticas

(Figura 2c) revestidas com molécula de captura do analito desejado (antigeno ou

anticorpo), conjugado rotulado com acridina — um composto quimioluminescente - e

solucdes ativadoras de H,0, (pré-ativador) e NAOH (ativador) que promovem a reacao

guimica com liberacdo de féton captado pelo equipamento.
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Figura 2. Imunoensaio quimioluminescente (CMIA) automatizado ARCHITECT/ABBOTT

3.4. Analise dos dados

Para comparagao dos dados obtidos nos equipamentos utilizados no estudo, foram
construidas tabelas de contingéncia 2X2 para compara¢ao de dois sistemas analiticos
com diagndstico verdadeiro desconhecido, quando o método comparativo nao é de
referéncia e cdlculo do coeficiente kappa (MedCalc® Versao 11.6). Resultados
reagentes e indeterminados foram englobados em uma Unica categoria, pois ambos
estdo associados a inviabilidade do hemocomponente para transfusdao e consequente

descarte.

Iv. Resultados

Os resultados obtidos por CMIA apresentaram concordancia global em
comparagdo com metodologia MEIA de 99,20% para HIV Ag/Ac; 93,47% para anti-HBc;
99,45% para HBsAg e 90,46% para anti-HCV. Os valores de kappa foram

estatisticamente significativos (p<0,001) e estdo descritos na Tabela 1.



Marcador  kappa IC95% Concordancia (Agresti, 2007)

HBsAg 0,797 0,697-0,808 Substancial
Anti-HBc 0,782 0,691-0,872 Substancial
Anti-HCV 0,435 0,353-0,517 Razoavel

HIV Ag/Ac 0,765 0,667-0,864 Substancial

Tabela 1. Concordancia entre resultados das metodologias MEIA e CMIA

As concordancias para resultados reagentes e ndo-reagentes foram,
respectivamente: 62,5% e 100% para HIV combo; 69,47% e 100% para anti-HBc; 66,7%
e 100% para HBsAg; 31,48% e 100% para anti-HCV. Os resultados encontrados e as

amostras discordantes estao descritos na Figura 3.

HBsAg TOTAL:363 amostras
R Axsym /R Architect 1,1% (4 amostras)
R Axsym I N Architect: 0,5% (2 amostras)
N Axsym /N Architect 98% (357 amostras)

HIV Ag/Ac  TOTAL: 376 amostras
R Axsym/ R Architect: 1,3% (5 amostras)

R,Ind Axsym | N Architect: 0,5% (3 amostras)
N Axsym/ N Architect: 97 8% (368 amostras)

anti-HBc TOTAL: 444 amostras
R Axsym /R Architect 14% (66 amostras)

Anti-HCV ~ TOTAL: 409 amostras
R Axsym/ R Architect: 2,4% (17 amostras)

R Axsym [ N Architect: 5% (29 amostras)
N Axsym /N Architect: 78,6% (349 amostras)

R Axsym / N Architect: 9,2% (38 amostras)

N Axsym/ N Architect: 85,8% (353 amostras)

Figura 3. Resultados da triagem soroldgica pelas metodologias
MEIA (Axsym) e CMIA (Architect)

As baixas concordancias demonstradas para resultados reagentes esta associada
a grande quantidade de resultados indeterminados e reagentes fracos no Axsym - com
relacdo densidade otica/valor de corte do teste (DO/CO) menor que 3,0 - que

passaram a nao-reagentes no ensaio quimioluminescente.

Em todos os marcadores soroldgicos analisados observou-se reducdo no
numero de bolsas que seriam descartadas através da introdugdo do equipamento
Architect® i1000SR na rotina de triagem sorolégica de doadores de sangue, além de

boa concordancia entre os equipamentos analisados. Isto vem de encontro a demanda



do servico de Hemoterapia durante anos pela quantidade considerada elevada de

descarte no setor de triagem soroldgica.

A reducdo no descarte, principalmente para os marcadores anti-HCV e anti-
HBc, poderia ser explicada pelas caracteristicas da metodologia de
guimioluminescéncia como producdo de sinal estavel e rapido de reacao (féton) e pela
forma de lavagem da reacdo (particulas magnéticas sdo capturadas por ima e lavadas
isoladamente), que reduziria a presenca de interferentes na deteccdo. Uma melhor
avaliagdo de aumento da especificidade do Architect em comparagdo ao Axsym
poderia ser feita com a utilizacdo de painéis soroldgicos e metodologia de referéncia
para definicdo do verdadeiro status soroldgico das amostras, o que nao foi avaliado no

presente estudo.

V. Conclusao

Obteve-se uma boa concordancia de resultados entre os equipamentos AXSYM® e
Architect® na rotina de triagem sorolégica de doadores de sangue, sendo a nova
metodologia aprovada para uso pela chefia médica do Servico de Hemoterapia;
verificou-se consideravel redugao do numero de bolsas descartadas, principalmente
com relagdo aos marcadores anti-HCV e anti-HBc, adequando-se a demanda do

Servigo.
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