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AVALIACAO DA CORRELAGCAO DE SOROLOGIA E TESTE DE
ACIDO NUCLEICO EM DOADORES DE SANGUE REAGENTES
PARA O ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

EVALUATION OF THE CORRELATION OF SEROLOGY AND
NUCLEIC ACID TESTING IN ANTI-HIV REAGENT BLOOD
DONORS

Thiago Ferreira DAvila', Deborah Veiga Santos?,
Cristine Blume Brietzke?, Laura Vicedo Jacociunas'

RESUMO

Introdugéo: As transfusdes sanguineas comegaram a ser realizadas no Brasil no
século XX como forma de tratamento terapéutico. Com a descoberta do virus HIV, a
seguranca do sangue doado passou a ser prioritaria. Assim, candidatos a doacéo de
sangue sao submetidos a uma triagem clinica e sorolégica, além do teste de acido
nucleico (NAT), obrigatério desde 2014 nos bancos de sangue.

Métodos: Estudo retrospectivo através da analise de dados dos doadores de sangue
de um Servigo de Hemoterapia em Porto Alegre/RS, nos anos de 2015 a 2017.
Avaliando resultados soroldgicos e da técnica NAT para HIV.

Resultados: Das 28.625 amostras de usuarios do servico de hemoterapia, 41
(0,14%) foram reagentes para o HIV e 21 (0,07%) foram reagente para o teste NAT.
Estes dados demonstram uma reatividade duas vezes maior nas amostras de bolsas
testadas sorologicamente quando comparadas com a metodologia utilizada no NAT.

Concluséo: O avanco cientifico e tecnoldgico tem auxiliado no que se refere a
reducdo dos riscos de transmissao de doengas infecto-contagiosa por transfusao
sanguinea. O teste NAT teve um acréscimo significativo na pesquisa dos virus para
a segurancga na liberagdo de hemocompoentes. O teste foi introduzido nas rotinas
de banco de sangue no intuito de reduzir o periodo de janela imunolégica quando
comparado aos testes soroldgicos, fato este ndo observado nos anos de coleta de
dados no Servigo de Hemoterapia referido neste estudo.

Palavras-chave: Sorologia; NAT; HIV; seguranga transfusional;, hemoterapia

ABSTRACT

Introduction: Blood transfusions began to be performed in Brazil in the twentieth
century as a form of therapeutic treatment. With the discovery of the HIV, the safety
of donated blood became a priority. Therefore, candidates for blood donation are
subjected to clinical and serological screening, in addition to the nucleic acid test
(NAT), which has been mandatory since 2014 in blood banks.

Methods: We conducted a retrospective study using data from blood donors at one
hemotherapy service in Porto Alegre, state of Rio Grande do Sul, from 2015 to 2017.
Serological and NAT results for HIV were evaluated.

Results: Of the 28,625 samples of users of the hemotherapy service, 41 (0.14%)
were HIV reagents and 21 (0.07%) had a reagent result for the NAT test. These data
demonstrate a two-fold higher reactivity in the samples of serologically tested units
as compared to the methodology used in NAT.
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Conclusions: Studies with different time periods are needed to further explain this
association. The NAT test had a significant increase in the search for viruses and
the safety in the release of blood components. The test was introduced in the blood
bank routines in order to reduce the window period when compared to serological
tests, a fact that was not observed in the years of data collection in the hemotherapy
service referred to in this study.

Keywords: Serology; NAT; HIV; transfusion safety; hemotherapy

Ha muitos anos, a doagdo de sangue era
considerada apenas como a transmissao de
material bioldgico, sem grandes riscos ao receptor".
Entretanto, a partir de 1980, com a descoberta do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), causador
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), a
segurancga do sangue doado passou a ser prioridade
nos hemocentros. O sangue por ser um tecido
Vvivo é capaz de transmitir uma série de patologias.
E necessario que o material coletado siga rigorosos
padrées de qualidade, desde 0 momento da coleta
até a selecao e protecao ao receptor?®. Desta forma,
ao longo dos anos observou-se um crescimento
significativo no que se refere a cuidados com a
seguranga transfusional e a necessidade de realizagao
de testes de triagem para doengas infecciosas cada
vez mais sensiveis fez-se necessario*.

Os procedimentos hemoterapicos, no Brasil, seguem
a portaria n°158, de 04 de Fevereiro de 2016, DOU
de 05/02/2016 (N° 25, Secao 1, pag. 37) daAgéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)°. Esta
conduta visa atenuar as possibilidades de transmissao
de patdgenos infecciosos nos hemocomponentes a
serem transfundidos. O processo de transfuséo é
dividido em etapas que vao desde a captacgéo do
doador até a transfusdo de sangue ao receptor.
A primeira etapa € constituida pela triagem clinica
que compreende um questionario onde o candidato
devera responder algumas perguntas, sempre
avaliando seu trajeto clinico e relacionando com seu
comportamento, visando detectar riscos eminentes.
A segunda etapa refere-se a triagem sorolégica que
busca evitar infecgbes por varios agentes etiologicos.
Apods a doacdo o sangue passa por uma triagem
laboratorial que contém testes imunohematoldgicos,
soroldgicos, e complementares, como o Teste de
Acido Nucléico (NAT). O NAT consiste em detectar
acidos nucleicos do HIV, que detecta o virus de forma
precoce em comparagé&o com os testes sorologicos®®

Atriagem laboratorial exigida pela portaria vigente,
baseia-se na realizagdo de exames laboratoriais,
soroldgicos, para a determinacao de marcadores para
as seguintes patologias: sifilis, Doenca de Chagas,
Hepatite B, Hepatite C, Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) / Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), Virus Linfotropico da Célula T

http://seer.ufrgs.br/hcpa

Humana tipo | e/ou tipo Il (HTLV I/11)*7. No que diz
respeito a investigagédo da presencga do virus HIV no
sangue doado, a detecgdo de acidos nucleicos do
virus também é obrigatoria em toda a Hemorrede
Nacional desde fevereiro de 2014, através da portaria
2712 de 12 de novembro de 2013".

O virus da imunodeficiéncia humana é um
retrovirus, classificado na subfamilia dos Lentiviridae
com material genético de RNA®®. Existem dois tipos
virais: o HIV tipo 1 que é encontrado em todos os
continentes, sendo responsavel pela grande maioria
dos casos, e o tipo 2, que ocorre de forma restrita
e possui menor viruléncia'. Além disso, o HIV
apresenta heterogeneidade génica, resultando em
modificagdes do fendtipo com diferentes padrdes
de infeccdo e progresso da doenga'"'2,

Para a determinagao do HIV, existem testes
soroldgicos por métodos de ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay), ELFA (Enzyme linked
fluorescent assay), IFA (Immunofluorescence
assay), PA (Particle agglutination assay), CIA
(Chemiluminescence assays), MEIA (Microparticle
enzyme immunoassay) e NAT (Nucleic acid amplification
test)®. O desenvolvimento de técnicas moleculares
vem aumentando a sensibilidade e especificidade
dos testes realizados e consequentemente reduzindo
o periodo de detecgédo da janela imunoldgica, o
gue culmina uma maior seguranca transfusional™.
A mais recente metodologia aplicada na triagem
de doadores de sangue é o teste NAT, que utiliza
a técnica de biologia molecular chamada PCR
(Reagao em Cadeia da Polimerase) para amplificar
e detectar o RNA viral presente no plasma. Desta
forma, é mais sensivel que os testes soroldgicos,
considerando que baixos niveis de RNA viral podem
ser detectados no inicio da infecgdo. O NAT é mais
sensivel que as técnicas soroldgicas contribuindo
para a redugdo da janela imunoldgica'. Estudos
referem que para o HIV, a introducao do teste NAT
reduz de 30 para 7 a 10 dias do periodo minimo
para deteccao do virus'®.

Por exigéncia do Ministério da Saude (MS) todos
os testes para a investigagdo de anticorpos contra
o HIV, ou detecgdo combinada do anticorpo contra
HIV, incluindo pesquisa de antigeno p24 do virus e
deteccéao de acidos nucleicos devem ser realizados
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no material coletado. Caso algum desses testes
apresente resultado positivo, a bolsa de sangue deve
ser descartada e o doador chamado para receber
maiores orientagdes de como proceder®. De 2007 a
Junho de 2017, foram notificados no SINAN (Sistema de
Informagao de Agravos de Notificagéo) 194.217 casos
de infecg¢ao pelo HIV no Brasil, sendo: no Sudeste
foram 96.439 (49,7%), no Sul 40.275 (20,7%), no
Nordeste 30.297 (15,6%), no Norte 14.275 (7,4%)
e no centro-oeste 12.931 (6,7%). Ainda de acordo
com o SINAN, no mesmo periodo em relagdo ao
sexo, houve um total de 131.969 (67,9%) casos em
homens e 62.198 (32,1%) casos em mulheres'.
Estudo epidemiolégico em um banco de sangue na
cidade de Porto Alegre — RS aponta que nos anos
de 2014, 2015 e 2016 a prevaléncia foi de 0,18%,
0,14% e 0.16% respectivamente’®.

Diante do exposto, o presente estudo teve por
objetivo avaliar a prevaléncia do HIV através de
testes soroldgicos e teste complementar NAT, em
doadores de sangue de um banco de sangue de
Porto Alegre/RS no periodo de 2015 a 2017 afim de
demonstrar a correlagéo de detecgéo de antigeno
e anticorpo de ambas as metodologias.

METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo, através da
analise das informagbes de doadores de sangue
contidas no banco de dados do Banco de Sangue
do Laboratério Marques Pereira - Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, referente ao periodo compreendido
entre o dia 1° de janeiro de 2015 a 31 de dezembro
de 2017. Este estudo foi registrado e aprovado pelo
Comité de Eticaem Pesquisa do IPA, via Plataforma
Brasil, com parecer numero 2.178.342.

Aamostra do presente estudo foi constituida pelos
dados de 28.625 usuarios do Servigo de Hemoterapia
do Laboratério Marques Pereira. Os registros dos
dados foram avaliados através de um software de
gestéo para servigos de hemoterapia (Hemodot), e
por meio deste, coletadas as informacgdes referentes
a detecgédo de sorologia positiva HIV /Il e teste NAT,
a fim de promover uma analise da frequéncia destes
dados na populacao estudada.

Os resultados foram expressos em numero
total e porcentagem. Os testes soroldgicos
utilizados pelo banco de sangue sao qualitativos
tratando-se de imunoensaios de microparticulas por
quimioluminescéncia com especificidade de 99,5%
e sensibilidade de 100% e estdo de acordo com
o preconizado pelo Ministério da Saude. O valor
de indice a ser considerado, recomendado pelo
fabricante (Abbott®) é = a 1 sorologia reagente e
< 1 sorologia ndo reagente, no entanto o servico
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trabalha com uma margem de seguranca de 15%
(zona cinza), sendo que os resultados que estiverem
nesta faixa serdo liberados como indeterminados, e
o doador sera convocado a retornar ao servigo para
nova coleta. Com relacao ao teste NAT, o Servico
de Hemoterapia terceiriza os testes ao Laboratério
Imunolab e Hemosc, ambos atendem as normativas
estipuladas pela legislagéo vigente - Portaria 158,
de 4 de fevereiro de 2016.

O teste NAT é realizado em pool de 6 amostras
de doadores. Tal conjunto de pool deve atender a
sensibilidade da amostra do doador, em que para
aceitagdo, conforme legislagédo, a sensibilidade
deve ser de 100%, nao aceitando falsos negativos
e a especificidade acima de 99%. Nos casos em
que um grupo de testes apresentar resultado de
NAT positivo, o pool € desmembrado e as amostras
testadas individualmente (fabricante: Roche®) para
identificacao dos agentes infecciosos em questéo
e de qual/(ais) amostra/(s) positivaram (Imunolab).
No caso do Hemosc, sdo empregadas técnicas de
quimioluminescéncia aprovadas pelo Ministério
da Saude. Os virus das hepatites B e C e HIV
sao verificados por biologia molecular através do
NAT HIV/HCV/HBV Biomanguinhos-FIOCRUZ,
que possibilitam a deteccdo do genoma viral nas
amostras dos doadores.

RESULTADOS

O numero total de candidatos a doagao no periodo
compreendido entre os anos de 2015 a 2017 foi de
28.625 doadores, sendo que 0 servigo recebeu por
ano 10.009 doadores em 2015, 9.469 em 2016 e
9147 em 2017. Nestes trés anos avaliados, o total
de bolsas sorologicamente reagentes para HIV foi
de 41 (0,14%), e as bolsas reagentes para o teste
NAT foi de 21 (0,07%). Os dados de sorologia e
NAT reagentes, ano a ano, estdo demonstrados
na tabela 1.

DISCUSSAO

O processo transfusional no Brasil e no mundo
é uma medida terapéutica amplamente utilizada” 8.
Apesar do desenvolvimento de novas tecnologias
para triagem soroldgica no diagnéstico de doengas
veiculadas pelo sangue e da adogédo de medidas
de seguranga na triagem clinica com o intuito de
eliminar os doadores com comportamento de risco, a
transmissao do HIV ainda é um desafio nos servigos
hemoterapicos devido ao risco de nao detectar
durante a janela imunolégica® 819,

A transmissao do HIV por meio de transfusao
sanguinea representa um problema de saude publica
e um desafio para os servigos hemoterapicos em todo

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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Tabela 1: Total de bolsas reagentes ao ano para HIV (Sorologia e NAT).

Total (%) Homens (%) Mulheres (%)

2015

Bolsas Reagentes para sorologia HIV 14 (0,14%) 9 (0,09%) 5 (0,05%)
Bolsas Reagentes para HIV NAT 7 (0,07%) 5 (0,05%) 2 (0,02%)
Total de Doadores/Ano 10009 (100%) 14 (0,14%) 7 (0,07%)
2016

Bolsas Reagentes para sorologia HIV 15 (0,16%) 4 (0,04%) 11 (0,12%)
Bolsas Reagentes para HIV NAT 9 (0,09%) 4 (0,04%) 5 (0,05%)
Total de Doadores/Ano 9469 (100%) 8 (0,08%) 16 (0,17%)
2017

Bolsas Reagentes para sorologia HIV 12 (0,13%) 7 (0,07%) 5 (0,05%)
Bolsas Reagentes para HIV NAT 5 (0,05%) 2 (0,02%) 3 (0,03%)
Total de Doadores/Ano 9147 (100%) 9 (0,010%) 8 (0,09%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

o mundo'?°, A constante adequacao dos bancos de
sangue, em consonancia com a legislagao vigente,
vem tornando o processo de transfusdo sanguinea
cada vez mais seguro. De acordo com o estudo de
Pereira e Bonafé, 2015 realizado no banco de sangue
Dom Bosco (Maringa/PR), no periodo de 2004 a
2013, mostrou que prevaléncia de HIV foi de 0,05%,
sendo um indicativo de reducéo de casos de HIV
devido a implantagao de programas de prevengao?'.

Neste contexto, torna-se imprescindivel ressaltar
que, para garantir seguranca e qualidade no processo
transfusional, todos os procedimentos realizados nos
servicos de hemoterapia devem obrigatoriamente
obedecer a rigidos padrdes de qualidade, por
profissionais capacitados e utilizando técnicas
especificas e adequadas.

Os resultados apresentados demonstram uma
reatividade duas vezes maior nas amostras de bolsas
testadas sorologicamente quando comparadas
com a metodologia utilizada no NAT (figura 1).
Resultados estes, que podem ser associados a
amostras inconclusivas sorologicamente, bem como
sua deteccao ser mais tardia, sendo detectada apds
o aparecimento dos anticorpos.

Considerando que o presente estudo avaliou
os dados de 2015 a 2017 do Banco de Sangue
do Laboratério Marques Pereira, constatou-se que
teste do NAT teve um grande acréscimo na pesquisa
dos virus para a liberagdo de hemocomponentes.
O teste foi introduzido nas rotinas de banco de
sangue obrigatoriamente desde o ano de 2014, no
intuito de reduzir o periodo de janela imunoldgica
quando comparado aos testes soroldgicos, fato
este ndo observado nos anos de coleta de dados
no servigo de hemoterapia referido neste estudo’®.
Como a implantagdo do NAT no Brasil ainda é
muito recente, estudos sobre a sua efetividade,
representada pelo numero de amostras reagentes,

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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Figura 1: Prevaléncia de HIV nos testes soroldgicos e NAT
das amostras do servigo de Homoterapia do Laboratério
Marques Pereira do ano de 2015 a 2017, expressa em %.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

detectando a presenca do RNA viral e com sorologia
negativa, ainda nao foram realizadas no Brasil em
grande escala, mas podem ser observados em outros
paises conforme relatado pela Rede Brasileira de
Avaliagdo de Tecnologias em Saude. Nos Estados
Unidos, por exemplo, onde a rotina do NAT em
bancos de sangue ja esta a mais tempo consolidada,
conforme Azevedo, o risco estimado da transmissao
de HIV por transfusao nos servigos de hemoterapia
americanos, era de 1 para 1.468.000 pessoas, caiu
de 1 para 2.135.000 pessoas?>?3,

De acordo com a legislagéo vigente e com a
atencao dos servigos de hemoterapia, € evidente
que vem aumentando a seguranga nos processos de
transfusao sanguinea, tanto para o receptor quanto
para o doador®. Estas medidas tornam menores os
riscos de transmissdo de doengas infecciosas por
transfuséo, ainda mais raras*. Corroboram com essa
informacéo os dados do estudo de Velati et al.?,
onde foram detectadas janelas imunoldgicas apenas
pelo teste NAT, sendo 27 para HCV e 14 para HIV.
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No referido estudo, foi observado que no periodo
de 6 anos a redugao da correlacdo dos dados dos
testes sorolégicos e do teste NAT, o que torna mais
segura a qualidade do sangue ao paciente receptor?*.

Observou-se também os dados apresentados
no estudo de Lima (2011), o quéo é importante a
inclusdo do teste NAT para a reducéo da janela
imunolégica em doengas como o HIV e HCV, bem
como para resolugao de casos dados como falso-
positivos encontrados nos testes soroldgicos, que
levam a maiores consequéncias legais ao banco
de sangue?®.

De acordo com o Boletim epidemiolégico divulgado
até Junho de 2017, foram registrados 576.245 (65,3%)
casos de AIDS em homens e 306.444 (34,7%) em
mulheres. No periodo de 2002 a 2008, a razao de
sexos, foi expressa pela relagédo entre o nUmero de
casos de AIDS em homens e mulheres, manteve-se
e 15 casos em homens para cada 10 casos em
mulheres no presente estudo, a prevaléncia, nos
anos de 2015 e 2017 foi maior em homens'’. Estes
dados corroboram com estudo de Silva, 2016, que
avaliou 28.173 amostras nos anos de 2014 a 2016
e também verificou maior prevaléncia no sexo
masculino™. No estudo de Costa, et al., 2013, foi
avaliado um total de 8.838 amostras nos de 2010
a 2013 onde foi constatada a prevaléncia do HIV
em 7 doadores, sendo que 6 destes eram do sexo
masculino (85,7%) e apenas 1 doador do sexo
feminino, representando (14,3%)'°.

Estudos realizados no Hemocentro de Goiania
avaliou a soroprevaléncia de HIV em doadores de
sangue nos anos de 2002 e 2003, de 41.033 bolsas
coletadas, 136 bolsas foram reagentes para o virus
do HIV, sendo a grande maioria (83,1%) do sexo
masculino, dados estes que convergem com o0s
apresentados neste estudo?.

Estudo de Busch et al. (2005) publicou o resultado
monitorado durante trés anos, apés a inclusao de
triagem laboratorial de doadores de sangue com
a tecnologia NAT nos EUA, a conclusao foi que
apos a implementagao, o teste reduziu o risco de
transmissao para o HIV em transfusbes sanguineas
para o aproximado de 1 em 2,3 milhdes de unidades
e 1,8 milhdes de unidades respestivas?. Fica claro
que é indispensavel dar continuidade a aplicacao
dos testes citados para uma maior confiabilidade no
momento da transfusdo sanguinea, aumentando a
seguranca e a sensibilidade nas triagens dos doadores.

E comprovado que o avanco cientifico e tecnolégico
tem auxiliado no que se refere a reducao dos riscos
de transmisséao de doengas infecto contagiosas por
transfusdo sanguinea. Sabemos que o teste ELISA
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da quarta geracdo atinge na pratica quase 100%
de sensibilidade. Ainda assim, atualmente, por ser
obrigatério o uso da técnica de amplificagdo do
acido nucleico para HIV em bancos de sangue, vem
diminuindo o periodo da janela imunoldgica.

Com base nos padrdoes de sensibilidade e
especificidade de ambas metodologias ressalta-se
que numa infecgao recente o organismo apresenta
os antigenos aumentados, sendo estes detectados
pelo teste NAT. A fase inicial da infecgdo (aguda)
até o estabelecimento de carga viral antecede a
deteccgao de anticorpos contra o virus. Sendo assim,
com o passar do tempo diminuem-se os antigenos e
ocorre a elevagao dos anticorpos, que, neste caso,
a sorologia é capaz de detectar?®?,

Contudo a discrepancia entre os resultados
soroldgicos e teste NAT apresentados pode ser explicada
por duas situagdes, sendo a primeira relacionada
com resultados falso-positivos encontrados no teste
de triagem soroldgica, visto que o mais importante
para os testes de triagem realizados em bancos de
sangue é a sensibilidade, acima da especificidade
para se garantir a exclusdo de possibilidade de
transmissao de doengas infecciosas via transfuséo
sanguinea; e, a segunda situagao esta relacionada
com a existéncia de individuos que portam o virus e
que apresentam um alto titulo de anticorpos circulantes
(detectaveis pela sorologia) e baixa carga viral (ndo
detectaveis pelo teste NAT).

Portanto, conforme a tabela 1, do total de
41 individuos (2015-2017) com sorologia reagente,
21 apresentaram tanto detecgao de anticorpos quanto
de antigenos, desta forma, NAT positivo concomitante
com a técnica de quimioluminescéncia.

Deve-se salientar que este estudo teve como
objetivo avaliar a prevaléncia do HIV através de
testes soroldgicos e teste complementar NAT, a fim
de demonstrar a correlagao de deteccao de antigeno
e anticorpo de ambas as metodologias.

Contudo, ainda sao poucos os estudos com evidéncia
clinica na literatura de dados mais concretos que nos
levem para o assunto, dessa forma, € imprescindivel
maiores estudos com periodos diferentes de tempo
para a pesquisa de resultados satisfatérios e que
expliguem ainda mais os resultados obtidos nesse
estudo. Dessa forma, esse estudo possibilita outras
formas de admiragdo com relagdo a associagéo
dos testes sorologicos e o teste NAT nos bancos
de sangue em casos de HIV.
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