O uso do teste de 4cidos nucleicos para a confirmacéao de
agentes infectocontagiosos nos Bancos de Sangue do Brasil

DANIANE NOVAIS FERRARI

Biomédica, Farmacéutica, Pds-Graduanda “Lato-Sensu” em Hematologia e
Banco de Sangue — Academia de Ciéncias e Tecnologia de Sao José do Rio
Preto.

Resumo

A seguranca do sangue doado passou a ser prioridade, apés a descoberta de
virus que podiam ser facilmente transmitidos através de transfusfes sanguineas,
diante disso, ocorreu a necessidade de aumentar a sensibilidade dos teste de
triagem realizados nos bancos de sangue de todo o mundo, inclusive no Brasil e
no final dos anos 90 o NAT comecou a ser implementado para estudos no pais,
tratando-se de um método adicional aos testes soroldgicos utilizados nos bancos
de sangue do mundo todo. O objetivo dessa pesquisa foi mostrar a importancia
do uso do teste de deteccdo de &cidos nucleicos (NAT) e a sua relevancia para
a confirmacdo de doencas infectocontagiosas. O teste é capaz de diminuir o
periodo da janela imunologica de 22 dias para 11 dias para o HIV e de 70 para
apenas 12 dias no caso das Hepatites C, assim como de 50 para 39 dias no caso
do HBV, também é possivel observar uma diminuicdo nos casos de testes falso-
positivos para essas patologias, observando assim um valor ainda maior no uso
do teste para a seguranca da saude em todo o pais.
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Abstract:

The safety of donated blood became a priority after the discovery of viruses that
could easily be transmitted through blood transfusions, and there was a need to
increase the sensitivity of screening tests performed in blood banks around the
world, including In Brazil and at the end of the 90's the NAT began to be
implemented for studies in the country, being an additional method to the
serological tests used in the blood banks of the whole world. The objective of this
research was to show the importance of the use of the nucleic acid detection test
(NAT) and its relevance for the confirmation of infectious and contagious
diseases. The test is able to shorten the immunological window period from 22
days to 11 days for HIV and from 70 for only 12 days for Hepatitis C, as well as
from 50 to 39 days for HBV, it is also possible to observe a decrease in the cases
of false-positive tests for these pathologies, thus observing an even greater value
in the use of the test for health security throughout the country
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1. INTRODUCAO

A doacéo de sangue é valorizada na pratica médica em todo o mundo, por
ser uma importante alternativa terapéutica para doencas em que 0 sangue e
seus derivados constituem uma forma de tratamento.

A Portaria n° 158, de 04 de fevereiro de 2016 do Ministério da Saude, esta
vigente e é utilizada pelos Hemocentro do pais e segundo esta, a doacdo de
sangue é um ato anénimo, altruista, voluntario e ndo remunerado, envolvendo
trés etapas: 1) o registro do candidato, onde seria a identificacdo do candidato
através de um formulério; 2) a triagem clinica, responsavel por avaliar o estado
e 0 historico de saude, os habitos e comportamentos do doador (BORDIN,
LANGHI, COVAS, 2007; CARRAZZONE, 2004) identificando sinais e sintomas
de patologias nos candidatos (MONTEIRO, COMPARSI, 2015), e 3) a triagem
sorologica, que é uma analise dos testes laboratoriais, onde ira determinar se o
sangue ja coletado esta apto para a doacdo (BORDIN, LANGHI, COVAS, 2007;
CARRAZZONE, 2004).

Esta mesma portaria, define a obrigatoriedade da realizac&o dos testes para
o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1/HIV-2), Virus Linfotr6pico Humano
(HTLV-I/HTLV-IIl), Virus da Hepatite C (HCV), Virus da Hepatite B (HBV),
Tripanosoma cruzi (T. cruzi), Treponema pallidum (T. pallidum), Plasmodium
falciparum (em regides endémicas), sejam analisados obrigatoriamente em cada
doacdo e citomegalovirus (CMV, pacientes imunocomprometidos), caso nao
ocorra a possibilidade de execucdo da técnica de filtracdo e irradiacdo dos
hemocomponentes prontos para transfusao (BORDIN, LANGHI, COVAS, 2007).
Os testes utilizados para a deteccdo de HIV durante as triagens dos doadores
de sangue é o de deteccao de anticorpo contra o HIV, e detec¢do combinada de
anticorpo contra o HIV mais antigeno p24 do HIV, método este, usando o teste
de deteccédo de acidos nucléicos (NAT) (BRASIL, 2016), técnica também usado
para a deteccao do virus da Hepatite B e Hepatite C.

As pesquisas de agentes virais, para testes laboratoriais com amostras de
doadores de sangue, tiveram inicio em 1963, com o teste para a pesquisa do
antigeno de superficie “S” do virus da hepatite B (HBsAg) (DWYRE, FEERNANDO
E HOLLAND, 2011), no entanto, apenas em 1975 houve a implementacao do
teste para HBsAg (BRASIL, 2003), e somente em 1993 a deteccdo de
marcadores para o virus da hepatite C (HCV), assim como para o virus da



imunodeficiéncia humana (HIV) nos anos 1980 e 1990 no Brasil, diminuindo
significativamente os riscos de infec¢cdes transmitidas pelas transfusdes
sanguineas aos receptores (DWYRE, FERNANDO E HOLLAND, 2011; PETRY,
2013).

No final dos anos 90 o NAT comecou a ser implementado para estudos no
Brasil, no mesmo periodo em que técnicas de amplificacdo tonaram-se comuns
nos laboratérios de biologia molecular. O teste é capaz de diminuir o periodo da
janela imunolégica de 22 dias para 11 dias para o HIV e de 70 para apenas 12
dias no caso das Hepatites C, através da deteccdo do RNA do virus dessas
infeccbes (AZEVEDO et al., 2009). O periodo da janela imunoldgica € um fator
preocupante para a seguranca do sangue a ser doado, jA que mesmo com 0S
avancos nas técnicas de diagnostico dessas doencas ainda € possivel a
transfus@o dos componentes sanguineos infecciosos no periodo de tempo em
gue os resultados de todos os testes analisados séo negativos, possibilitando a
transmissao do agente infeccioso para o paciente receptor do sangue doado
(PETRY, 2013).

Dessa forma, esse estudo possui como objetivo, mostrar através de uma
revisdo bibliografica, a importancia do uso do teste de deteccdo de &cidos
nucleicos (NAT) e a sua relevancia para a confirmagdo de doencas
infectocontagiosas, como o HIV e o HCV, assim como o de HBV, durante a

doacédo de sangue.

. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica narrativa ou tradicional de artigos
cientificos, tese e dissertacdes, apresentando uma tematica mais aberta, sem
uma questao especifica e bem definida, onde ndo possui a necessidade de um
protocolo rigido para sua confeccdo, as fontes ndo sdo pré-determinadas e
especificas, com uma selecéo de artigos mais livres (CORDEIRO et al., 2007).
Nesse trabalho serd abordado o uso do teste de detec¢édo de &cidos nucleicos
(NAT) nos bancos de sangue do Brasil, para a confirmacdo das patologias de
HIV, Hepatite B e C.

A pesquisa foi realizada nas bases de dados eletrbnicos, nacionais e
internacionais, Scientific Eletronic Library On-Line (SCIELO), US Library of
Medicine (PUBMED), Biblioteca Virtual da Saude (BVS) e Google Académico,

3



utilizando as palavras chave: deteccdo de acidos nucleicos, NAT, banco de

sangue, HIV, Hepatite B, Hepatite C, assim como suas versdes no idioma inglés
3. DESENVOLVIMENTO

O teste de amplificacdo de acidos nucléicos (Nucleic Acid Amplification Test
- NAT) é um método adicional aos testes sorologicos utilizados no banco de
sangue, como o teste de ELISA e de quimioluminescéncia e ndo apresenta a
capacidade de substituir esses métodos, j& que com o avanco da infeccdo, a
carga viral em algum momento € indetectavel (KLEINMAN et al., 2009). A
introducdo do NAT como método nas amostras de doadores de sangue foi
buscar uma maior seguranca no sangue doado pela deteccao de infec¢cdes virais
agudas em fase da janela imunoldgica que ndo sao detectaveis apenas com 0s
teste de triagem de pesquisa de anticorpos. O NAT utiliza principalmente uma
técnica de biologia molecular, o PCR (Polimerase Chain Reaction) capaz de
amplificar e identificar o RNA viral presente no plasma do doador infectado, uma
vez que pequenos niveis de RNA viral podem ser detectados ja no inicio da
patologia, reduzindo assim o periodo da janela imunoldgica (KUCIRKA et al,
2011; LIMA, 2011).

3.1. Histdria do teste de acidos nucleicos (NAT)

A primeira implantacdo do teste em um servico de hemoterapia foi em 1997
na Alemanha e sucessivamente outros paises foram adotando a tecnologia na
triagem dos doadores de sangue (ROTH et al, 2012), como nos Estados Unidos
que ocorreu em 1999 (DWYRE et al, 2011). No Brasil o Ministério da Saude
buscou desde 2002 a utilizacédo da tecnologia do NAT para os bancos de sangue
do pais, no entanto, em 2003, o valor cobrado nos kits NAT internacionais por
amostra testada eram muito elevados, o que gerou a necessidade do
desenvolvimento de um kit nacional, que fosse possivel para o pais e em
dezembro de 2010 a Bio-Manguinhos/FIOCRUZ obteve registro do kit NAT
aprovado pelo 6rgédo regulador (ANVISA), proporcionando uma implantagéo
efetiva do NAT nos servicos de hemoterapia do Brasil (CGSH, 2012). Apos a
fase experimental do kit, foi apenas no ano de 2013 que o Ministério da Saude
publicou a Portaria n°® 2.712 de 12 de Novembro de 2013, que tornou o teste
obrigatorio para todas as amostras de doadores de sangue coletadas nos bancos

de sangue publicos e privados do pais. No ano de 2014, ocorreu a
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implementacdo de um novo alvo no kit NAT, o HBV, virus responsavel pela
transmissao da hepatite B, com a reducgéo da janela imunoldgica para até 12 dias
(PORTELLA, 2016).

3.2. Técnicas do NAT

O teste pode ser realizado através de diferentes técnicas moleculares, onde
as mais vistas, segundo Barban, 2015, é a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e a amplificacao por transcrigcdo (TMA). A técnica usada por PCR, como
proposta na portaria n° 158 de 2013 do Ministério da Saude, mesma técnica
usado no kit NAT Bio-Manguinhos (PCR-RT), € um método extremamente
sensivel que permite a clonagem de fragmentos do RNA relativamente curtos
(menores que 10.000 pares de nucleotideos), onde permite sua detecgdo
através de uma coloracdo fluorescente ou eletroforese em gel (SAAD, 2006;
BARBAN, 2015). Séo dois tipos de PCR, o convencional (PCR-C) e o real time
(PCR-RT), diferenciando-se apenas no momento da analise e na liberacdo dos
resultados, ja que o segundo método analisa a amplificacdo no momento em que
ocorre e € um método quantitativo, mais rapido e sensivel (BRASIL, 2007;
BARBAN, 2015). Com a capacidade de detectar mais de um tipo de RNA viral
na mesma reacdo € um método mais usado e obrigatério para a triagem de

doadores de sangue em varios paises (LIMA, 2011).

Ja o teste de amplificacdo por transcricdo (TMA) € continuo e isotérmico de
amplificacdo do RNA a partir de primers capazes de interpretar a sequéncia a
ser amplificada. Diferentemente do PCR, a TMA néo necessita do termociclador,
j& que todo o processo ocorre em uma temperatura constante e a TMA usa
apenas um kit que permite a deteccdo simultanea (multiplex) do RNA viral
(BARBAN, 2015), o PCR usa dois kits para essa deteccédo (ANVISA, 2007).

3.3. Funcionamento da plataforma NAT.

Existem diferentes kits NAT registrados e aprovados pelo Ministério da
Saude, como o da empresa Gen-Probe, que usa a técnica de TMA e o da
empresa Roche, que assim como o kit Bio-manguinhos/FIOCRUZ também usa
a tecnologia por PCR-RT, todos citados no estudo de Petry em 2013 de uma
forma mais detalhada, no entanto, todas as técnicas séo realizados de maneira

semi-automatizada ou automatizada, sendo importante em um banco de sangue,



devido ao elevado numero de amostras na rotina diaria. Alguns kits utilizados
para esse diagndstico sdo capazes de detectar dois virus HIV e HCV e outros
podem detectar simultaneamente os virus HBV, HCV e HIV (LIMA, 2011).

A chamada plataforma NAT é composta por trés equipamentos integrados
(Figura 1), que realizam diferentes etapas no funcionamento do teste, como
ilustrado por Petry em 2013, na figura 2, pela técnica de PCR, usando um dos
kits nacionais. Segundo estudo de Phikulsod e colaboradores (2009) o
equipamento COBAS TaqScreen Multiplex Test MPX A da Roche é um dos
usados para a realizacdo do teste por sistema automatizado, com o auxilio de
um pipetador automatico, prepara as amostras em pool, em seguida a extracédo
se da através do equipamento COBAS AmpliPrep e consequentemente a
amplificac@o por real-time PCR e deteccdo através do equipamento de analise
COBAS TagMan. O sistema é todo controlado por um software, desenvolvido
pelo Ministério da Saude, junto com a Coordenacdo Geral de Sangue e
Hemoderivados (CGSH), responsavel também por interpretar os resultados

finais.

Figura 1: Equipamentos da Plataforma NAT. Fonte: CGSH,2012.
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sdo de aproximadamente 8 horas e 30 minutos.

Figura 2: Esquema de execucéo dos testes NAT. Fonte: CGSH, 2012.
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3.4. NAT e os agentes infectocontagiosos.

Quando analisado a reducao da janela imunolégica com o0 uso do teste
NAT, foi observado que para o virus HIV de 16-20 dias nos testes soroldgicos
caiu para 10-12 dias, de 70 dias para 10 dias quando visto no virus HCV e de 50
para 39 dias o do HBV com o NAT (NUBLING et al, 2009; VELATI et al, 2008;
ZOU et al, 2010; LIMA, 2011). Estudo realizado por Lima (2011), na Fundacé&o
Hemocentro de Brasilia, analisou as concordancias e discrepancias entre os
testes NAT para HIV e HCV com os testes soroldégicos (ELISA e
Quimioluminescéncia), observou resultados de 99,81% para HIV e 99,87% para
HCV guando visto a concordancia entre os testes e quando analisados apenas
os resultados positivos foram de 14,71% do HIV e 13,63% do HCV, onde a maior
parte dos resultados foram de falso-positivos nos testes soroldgicos, concluindo
que a inclusdo do NAT foi ndo s6 importante para a reducao do periodo da janela
imunoldgica, mas também para o esclarecimento de resultados falso-positivos
dados pela sorologia, que também causa a inaptiddo dos doadores e descarte

das bolsas.

Uma pesquisa realizado por Kupek e Petry (2014) foram analisados mais de
700 mil amostras de doadores de sangue ao longo do periodo de 2007 a 2013
em sete hemocentros do estado de Santa Catarina, comparando o antes e
depois da introducao do NAT para o HIV e HCV (teste que durante esse periodo
ainda estava em fase experimental), foi observado nesse estudo um aumento da
prevaléncia em 14,5% e a incidéncia de 54,2% do HIV no periodo antes do NAT
contra o periodo pds NAT e o risco residual diminuiu 2,5 vezes com a introducéo
do NAT. Quando visto os resultados para o HCV, a soroprevaléncia aumentou
1,22-1,35 por 1.000 doadores e a incidéncia caiu 0,12-0,06 por 1.000
doadores/ano, assim como o risco residual também diminuiu mais de 3 vezes
apos a implementacdo do NAT, mostrando assim também a eficiéncia da técnica
em diminuir riscos de transmisséo do virus da Hepatite C através de transfuséo
sanguinea. Neste mesmo estudo observou também que a prevaléncia foi maior
em doadores de repeticdo, ou seja, em individuos que ja haviam doado antes e
individuos do sexo masculino com baixa escolaridade, diferente dos resultados
encontrados por Sabino e colaboradores (2012), que observou uma maior
prevaléncia em doadores que estavam doando pela primeira vez, ja que muitos

dos candidatos procuravam o teste HIV de rotina nos bancos de sangue. No ano
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de 2009, foi observado duas transmissdes de HIV através da transfusao
sanguinea em locais que ndo havia sido introduzido o NAT durante a fase
experimental (PINTO et al, 2012).

Estudo realizado por Almeida-Neto em 2013, mostrou que no Brasil, a
prevaléncia estimada de doadores NAT HCV positivos era de 0,2% e o0 risco
transfusional sem o NAT foi estimado de 1:200.000, no entanto, a incidéncia de
hepatite C pos-transfusional seria de 0,002% e o risco residual de 3,7 para cada
milhdo de transfusdes realizadas quando utiliza testes de anti-HCV na triagem
sorolégica de doadores (HAMERSCHILAK; SARAIVA, 2014).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo do NAT nos banco de sangue do pais nao foi apenas importante
para a deteccdo da janela imunoldgica de uma forma mais reduzida quando
comparado aos demais testes utilizados (testes soroldgicos), mas também para
esclarecer casos de resultados falso-positivos visto na sorologia, como
observado em estudos aqui citados. Ao longo dos anos podemos perceber uma
diminuicdo significativa nos casos das infecces adquiridas através de
transfusdo sanguinea. Um melhor entendimento da populacédo sobre o doacao
de sangue e o riscos que isso pode acarretar, seria relevante para causar uma
maior diminui¢do nos casos positivos de HIV, HCV e HBV, principalmente em
bancos de sangue em regidbes mais desenvolvidas do pais, ja que muitas
pessoas procuram 0s bancos de sangue para a realizacdo de teste de rotina,

aumentando assim esses numeros de casos nas patologias infecciosas.
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