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RESUMO

O teste de acidos nucléicos (NAT) para deteccdo de virus durante a triagem de
sangue ajudou a prevenir infecgdes transmitidas por transfusdo em todo o mundo. No norte
do Brasil, o NAT foi implementado em 2012 para os virus HIV e HCV e, em janeiro de
2015, a triagem para HBV foi incluida e atualmente usada concomitantemente com testes
sorolégicos (HBsAg e anti-HBc). Este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia e a
incidéncia de infeccdo pelo HBV entre doadores voluntarios de sangue em dez
hemocentros regionais da Fundacdo HEMOPA no estado do Pard e comparar 0 risco
residual da infeccdo pelo HBV transmitida por transfuséo antes e apds a implementacédo do
HBV-NAT no Brasil. A prevaléncia restrita a doadores de primeira vez (FT) e a incidéncia
restrita a doadores de repeticdo (RP) do HBV foram calculadas com base nas taxas de
amostras positivas confirmadas. O risco residual foi baseado na incidéncia e no modelo
WP descritos por Schreiber e coautores. A regressdo logistica e de Poisson foram
utilizadas na andlise estatistica pelo SPSS v20.0. Um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. A prevaléncia do HBV nos periodos antes e apds a
implantacdo do HBV-NAT foi de 247 e 251 por 100.000 doacdes, respectivamente. As
taxas de soroconversdo foram 114 e 122 por 100.000 doacbes nos dois periodos,
respectivamente. O risco residual (RR) para HBV diminuiu significativamente no periodo
posterior a implementacdo do HBV-NAT, com reducdo de 1: 144,92 para 1: 294,11
doacbes (p <0,001), aumentando significativamente a seguranca transfusional na Fundacao
HEMOPA, na regido Norte do Brasil.

Palavras-chave: NAT, HBV, doadores de sangue, seguranca transfusional, periodo de

janela, prevaléncia, incidéncia, risco residual.
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ABSTRACT

Nucleic acid testing (NAT) for virus detection during blood screening has helped to
prevent transfusion-transmitted infections worldwide. In northern Brazil, NAT was
implemented in 2012 for HIV and HCV and more recently, in January 2015, the screening
for HBV was included and currently used concomitant with serological tests (HBsAg and
anti-HBc). This study aims to evaluate the prevalence and the incidence of HBV infection
among voluntary blood donors at ten regional blood centers of HEMOPA Foundation
in Pard state and to compare the residual risk of transfusion-transmitted HBV infection
before and after the Brazilian HBV-NAT implementation. The prevalence (restricted to FT
donors) and incidence (restricted to RP donors) of HBV were calculated based on rates of
confirmed positive samples. Residual risk was based on the incidence and WP model
described by Schreiber and coauthors. Logistic and Poisson regression were used in the
statistical analysis by SPSS v20.0. A p value <0.05was considered statistically
significant. HBV prevalence in the periods before and after the implementation of HBV-
NAT were 247 and 251 per 100,000 donations, respectively. Seroconversion rates were
114 and 122 per 100,000 donations in the two periods, respectively. The residual risk
(RR) for HBV decreased significantly in the period after the implementation of HBV-
NAT, with a reduction of 1: 144.92 to 1: 294.11 donations (p <0.001), significantly

increasing transfusion safety at HEMOP Foundation, in the Northern Region of Brazil.

Key words: NAT, HBV, blood donors , transfusion safety, window period, prevalence ,
incidence, residual risk.
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1. INTRODUCAO
1.1. HISTORICO DO VIRUS DA HEPATITE B

A historia das hepatites virais remonta a milhares de anos. Registros historicos de
civilizagbes antigas ja descreviam a ocorréncia de doengas, que atualmente sdo
denominadas hepatites. Exemplo disso sdo os primeiros relatos de surtos de ictericia
epidémica que ocorreram na China e na Babilonia (Reuben, 2002).

A existéncia da transmissdo, por via parenteral de uma ictericia, foi documentada
cientificamente em 1883, registrado como o primeiro surto de hepatite B. A doenca foi
detectada em 191 trabalhadores do porto de Bremen (Alemanha), dois a oito meses apos a
administracdo de uma vacina contra a variola (via parenteral) preparada com linfa humana
(Schmid, 2001). Provavelmente, pelo periodo de incubagdo, o agente transmissor seria o
ainda ndo descoberto HBV (Reuben, 2002; Fonseca, 2010).

Blumberg et al., 1963, demonstraram que alguns pacientes hemofilicos,
politransfundidos, possuiam anticorpos que reagiam com particulas antigénicas
provenientes de um aborigine australiano. Este antigeno foi denominado antigeno Australia
(AgAu), de fundamental importancia para a caracterizacdo da etiologia da hepatite B
(Blumberg et al., 1965).

Em 1967, foi sugerido pela primeira vez que a alta frequéncia do AgAu no soro de
pacientes com hepatite aguda poderia estar relacionada com um suposto virus introduzido

entre humanos por transfusdes de sangue (Blumberg et al., 1967; Reuben, 2002).

No Japdo, foi relacionada a presenca desse antigeno em doadores de sangue, com o
desenvolvimento de hepatite pds-transfusional nos receptores de sangue também positivos
para o referido antigeno (Okochi & Murakami, 1968). Finalmente, em 1969, Blumberg et
al., associaram o antigeno Australia as hepatites agudas e crdnicas, sendo proposta a sua

deteccdo na triagem dos doadores de sangue.

Em 1970, Dane et al., demonstraram por microscopia eletrdnica em soropositivos
para 0 AgAu, uma particula viral esférica, identificada como particula de Dane, medindo
cerca de 42 nm a qual foi relacionada ao pacote viral completo do virus da hepatite B
(HBV) (Dane et. al., 1970). Entretanto, a descoberta do HBV é creditada a Blumberg, pela

identificacdo do AgAu, o que fez com que recebesse o prémio Nobel de Medicina em 1976
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(Fonseca, 2006).

Em 1971, Almeida et al., caracterizaram o antigeno Australia como constituinte da
superficie do virus originando sua denominacao recente — antigeno de superficie do virus
da hepatite B (HBsAQ).

Kaplan, em 1973 detectou um 4&cido desoxirribonucléico (DNA) enddgeno
dependente de uma DNA polimerase encontrado no interior das particulas, confirmando
dessa forma a sua natureza viral. Com base nesses achados, Robinson pdde definir o
genoma do virus da hepatite B em 1974 (Mendes & Pittella, 1994).

A caracterizacdo do HBV corresponde a um dos acontecimentos mais importantes
da medicina no ultimo século. Entretanto, ainda hd muito que se progredir, ja que o
namero de portadores crénicos do HBV continua muito elevado, embora a vacina para este

agente exista ha mais de vinte anos (Magnius et al., 1972; Fonseca, 2010).

1.2. O VIRUS DA HEPATITE B (HBV)
1.2.1. Classificacéo e estrutura do HBV

O HBV é um virus hepatotropico pertencente a familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus e espécie Hepatitis B virus (ICTV, 2014). Apresenta caracteristicas
comuns a outros hepadnavirus, como o tropismo por celulas hepaticas, presenca de
particulas virais envelopadas, nucleocapsideo icosaédrico, genoma formado por DNA de
fita circular parcialmente duplicada, producéo de particulas subvirais, geracdo de infeccao
e um mecanismo exclusivo de replicacdo por transcri¢do reversa dentre os virus de DNA

que infectam animais (Kidd-Ljunggren, 2002).

A particula completa do HBV é esférica, com diametro de aproximadamente 42
nm, composta de um envelope externo lipoprotéico, que contém o principal determinante
antigénico, o antigeno de superficie, o HBsAg; e internamente por um core ou
nucleocapsideo icosaédrico, medindo de 25 a 27 nm, constituido pelo antigeno do core do
virus da hepatite B (HBCcAg); o genoma viral e a DNA-polimerase (Figura 1) (Tiollais &
Pourcel, 1995; Kao & Chen, 2002; Liang, 2009).
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Figura 1 — Esquema da particula de Dane. Fonte: https:// br. depositphotos. com/cart.html (Adaptado)

O HBeAg, outro antigeno associado ao core viral, apesar de ndo compor a estrutura
da particula viral, pode ser encontrado apenas em forma solivel no soro de individuos
infectados e sua deteccdo é indicativa de altos niveis de replicacdo viral (Glebe & Bremer

2013).

1.2.2. Organizacdo do Genoma do HBV

O genoma do HBV é um dos menores dentre os virus que infectam o homem.
Consiste de uma molécula de DNA circular, de fita dupla incompleta, de aproximadamente
3,2 kilobases (Kb) de comprimento (Karayiannis, 2003; Ganem & Prince 2004; Hatzakis et
al., 2006).

O genoma do HBV é constituido por quatro genes: C, composto pelas regifes
“core” que codifica o antigeno HBcAg e “pré-core”, que codifica o antigeno HBeAg; O
gene S (Antigeno de Superficie), constituido pelas regides pre-S1, pré-S2 e S, codifica trés
formas do antigeno de superficie (HBsAg) que variam em tamanho, denominados “Large”,
“Middle” e “Small”, respectivamente; P (Polimerase) e X (que codifica a proteina HBx
(HBxP), possivelmente associada a regulacdo da replicacdo e do estabelecimento da

infeccdo por HBV (Figura 2) (Vyas & Yen, 1999; Kew, 2011, Balmasova et al., 2014).
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Figura 2: representacdo esquematica do genoma do HBV. Fonte: Hunt et al., 2000 (adaptado).

1.2.3. Transmissao do HBV

O HBV apresenta um alto potencial infectante, uma Unica particula viral é capaz de
infectar o ser humano. O risco de transmissdo da hepatite B é 100 vezes maior do que o
risco de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) além de ser dez vezes mais
infectante que o virus da hepatite C (HCV) ap6s um acidente perfurocutaneo por agulha
contaminada (Mandell et al., 2010). Apresenta estabilidade e resisténcia ao meio ambiente,
sobrevivendo até uma semana fora do corpo humano, facilitando a transmissao por meio
do contato e de fomites (McMahon, 2005; Lok et al., 2007).

A transmissdo do HBV pode ocorrer por via vertical (da mde para o filho, no
nascimento), por via sexual, por meio de ferimentos cutaneos, por compartilhamento de
seringas e agulhas entre usuarios de drogas, por transfusdo de sangue ou hemoderivados e
em acidentes com material bioldgico contaminado. Qualquer exposi¢cdo da mucosa ou
parenteral a sangue contaminado representa um risco potencial para aquisicdo de hepatite
B, logo ha risco de transmissdo do HBV em tatuagens, piercings, uso compartilhado de
utensilios cortantes contaminados utilizados por portadores do HBV (como barbeadores,

navalhas, ldminas de depilagdo, tesouras, alicates de unha entre outros) (Shapiro, 1993;
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Hou et al., 2005; Ferreira, 2007; Mandell et al., 2010; Kwon & Lee, 2011; Melo & Isolani,
2011; Locarnini et al., 2015). No Brasil, a transmissdo do virus ocorre sobretudo pela via
sexual, a qual é uma das principais causas de infeccdo pelo virus da hepatite B (Figura 3)
(Brasil, 2008; Pereira et al., 2009; Brasil, 2017).
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Figura 3: Proporgdo de Casos de hepatite B segundo provavel fonte ou mecanismo de infeccdo e ano de
notificacdo. Brasil, 2003 a 2016. Fonte : Sinan/SVS/MS.

1.2.4. Aspectos Clinicos da Hepatite B

O HBYV pode causar uma ampla gama de manifestacoes clinicas, desde o estado de
portador assintomatico até outras formas de doenca, como hepatite aguda, fulminante ou

crénica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Nebbia et al., 2012).

O periodo de incubacdo da hepatite B varia de 45 a 180 dias (tempo médio 60 dias),
sendo que 60% a 80% dos casos de doenca aguda sdo assintomaticos ou apresentam
quadro subclinico, sendo os lactentes e criangas, em sua maioria, assintomaticos. Nos
individuos que desenvolvem doenga clinica, os sintomas mais frequentes sdo fadiga,
nauseas, dor abdominal e, em alguns casos, ictericia (Lopes & Schinoni, 2011; Trépo et al.,
2014).

O prognostico da infeccdo depende de fatores imunologicos, das caracteristicas do
virus e também da idade em que ocorre a infec¢do (Tran, 2011). Aproximadamente 1% dos
adultos com infeccdo aguda progride para hepatite fulminante, sendo esta uma forma grave
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da doenca aguda; caracterizada por evolucdo rapida para insuficiéncia hepatica com
desenvolvimento de ictericia, febre, dor abdominal, desorienta¢do, confusdo mental,
encefalopatia e coma, cuja taxa de mortalidade € cerca de 80% quando ndo ha a
possibilidade de transplante de figado (Dény & Zoulim, 2010). Cerca de 90% dos neonatos
e 10% dos adultos infectados ndo conseguem eliminar o virus com seis meses de evolugéo,

tornando-se os chamados portadores cronicos (Elgouhari et al., 2008; Jindal et al., 2013).

Entre portadores cronicos, metade ndo apresenta doenca hepatica, sendo portadores
assintomaticos, poréem outros mostram sinais de atividade inflamatdria no figado, variando
a intensidade, podendo desenvolver cirrose hepatica ou hepatocarcinoma nas fases tardias,

sendo estas, com altas taxas de morbidade e mortalidade (Ferreira et al., 2007).

1.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE B
1.3.1. Marcadores soroldgicos da infecgcdo pelo virus da Hepatite B

O diagnostico definitivo para a infecdo do HBV depende dos testes soroldgicos,
pois os sintomas clinicos da infec¢do sé@o de dificil distincdo das outras formas de hepatites
virais (Rotman et al., 2009). Por meio de testes sorologicos como por exemplo o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e/ou quimioluminescéncia (CMIA) sdo detectados no soro 0s
antigenos do HBV (HBsAg e HBeAg) e anticorpos (anti-HBs, anti-HBe e anti-HBc). Esses
marcadores soroldgicos sdo normalmente utilizados para distinguir o quadro de infeccéo

aguda, cronica ou resolvida (Figuras 4 e 5 e Tabela 1) (Villar et al., 2015).

1.3.2. HBsAg- Antigeno de Superficie do HBV

E o primeiro marcador a surgir ap6s a infeccdo pelo HBV. O HBsAg, aparece no
soro entre a 12 e 10* semanas apds a exposicdo ao HBV, e aproximadamente 2 a 6 semanas
antes do inicio dos sintomas de hepatite ou elevacdo das aminotransferases (Arraes, 2003;
Brasil, 2005).

O HBsAg torna-se geralmente indetectavel, depois de seis meses do seu surgimento
e, passado o periodo de janela imunoldgica, surge tardiamente o seu anticorpo
correspondente, o anti-HBs, o qual indica imunidade contra HBV. Havendo a persisténcia
do HBsAg por mais de seis meses € indicativo de evolugdo para doenca hepética cronica

(Shiffman, 2010; Ponde, 2013). Geralmente, individuos portadores de hepatite B cronica



22

apresentam positividade para marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBe (Villar et al,,
2015).

1.3.3. HBCAg- Antigeno “core” do HBV

O HBcAg, antigeno do core central, € um antigeno intra-celular que esta presente
no nucleocapsideo ou, as vezes, no citoplasma dos hepatdcitos, e por isso ndo é encontrado
livre na circulacdo, apesar deste ativar a produgao de anticorpos especificos - o anti-HBc
(Coelho, 2001).

1.3.4. HBeAg- Antigeno “¢” do HBV

O HBeAg aparece logo apds o surgimento do HBsAg, na fase aguda da doenca,
sendo indicativo de replicacdo viral, portanto, de alta infectividade. No entanto, ainda que
0 antigeno esteja indetectavel na circulagao, isto nao caracteriza a ausencia de replicacao
viral, podendo este fato ser justificado pela presenca de mutagoes na regiao pré-core ou do
core promoter, ja que nessas situagoes 0 HBeAg nao ¢ secretado em alguns pacientes. Pode
persistir por cerca de 10 semanas na hepatite B aguda. Sua presenca geralmente esta
associada com a positividade do DNA viral no soro. Em pacientes crénicos esse marcador
¢ associado a um mau progndstico, refletindo a persisténcia de replicacdo viral, com uma
maior taxa de transmissdo e com probabilidade aumentanda em evoluir para cirrose
hepatica. A soro-conversdo para anti-HBe € associada a um bom progndstico, com
diminuicdo de replicacdo viral e o inicio da resposta imune protetora (Sintra, 2003; Vaz et
al., 2007).

1.3.5. Anti-HBs- Anticorpo contra o antigeno de Superficie do HBV

O aparecimento do anti-HBs marca a recuperacdo da hepatite B. Em muitos
pacientes o anti-HBs persiste toda a vida conferindo assim imunidade em longo prazo e
quando surge concomitante ao desaparecimento do HBsAg, significa bom progndstico
(Arraes, 2003; Brasil, 2005).

O desenvolvimento do anti-HBs pode ser ocasionalmente retardado apds o
desaparecimento do HBsAg, originando um periodo de janela imunolégica que pode
demorar semanas ou meses. A coexisténcia de HBsAg e anti-HBs é evento raro, podendo
ser encontrado em portadores crdnicos, com anticorpos especificos contra o antigeno S,

incapazes de neutralizar o virus circulante (Coelho, 2001). Em individuos vacinados contra
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hepatite B, esse marcador é encontrado isoladamente (Shiffman, 2010; Ponde, 2013).

1.3.6. Anti-HBc- Anticorpo contra o antigeno “core” do HBV

O Anti-HBc total € formado pelo Anti-HBc IgM e Anti-HBc 1gG. Séo anticorpos
contra o antigeno do ndcleo do HBV (AgHBc) (Arraes et al., 2003; Brasil, 2005).

Na infeccdo aguda pelo HBV, o anti-HBc é o primeiro anticorpo a surgir. A
deteccdo da fracdo IgM do anti-HBc, junto com o HBsAg e HBeAg, na maioria das vezes,
indica infeccdo aguda. Havendo a evolucdo da infeccdo para cura, 0s niveis de anticorpos
anti-HBc IgM tornam-se praticamente indetectaveis. Contudo, o marcador anti-HBc pode
permanecer detectavel por toda a vida do individuo a custa da fracdo 1gG. O anti-HBc néo
confere imunidade vacinal contra 0 HBV (Kao, 2008; Aspinall et al., 2011; Ponde, 2013;
Villar et al., 2015).

A interpretagao do anti-HBc positivo depende da presenga concomitante de outros
marcadores. Quando associado a positividade do HBsAg indica infecgao viral. Quando
associado a positividade do anti-HBs configura o perfil de imunidade contra hepatite B
devido a infecg¢ao passada. Em alguns casos ha individuos que apresentam anti-HBc como
unico marcador de infec¢ao, chamados de individuos com anti-HBc total isolado. Este
padrao sorologico ¢ o segundo mais frequente em infecgao pelo HBV, ocorrendo em cerca
de 30% dos pacientes infectados pelo HBV (Weber et al., 2001; Piroth et al., 2002; Shire et
al., 2004).

1.3.7. Anti-HBe- Anticorpo contra o antigeno “e” do HBV

O anti-HBe € detectado de 1 a 4 semanas ap6s o desaparecimento do HBeAg (Guia
de vigilancia epidemioldgica, 2009). Sua detec¢do é indicativa de reducdo da replicacdo

viral, logo o primeiro sinal de resolucdo da doenca (Miguel, 2005).
1.3.8. Técnicas de Amplificacdo de Acido Nucléico (NAT)

As técnicas moleculares para detec¢do do DNA do HBV, sdo de suma importancia
na avaliacdo do nivel de replicacdo, progressdo da doenca, necessidade de terapia antiviral,
bem como o monitoramento do tratamento (Tabela 1). Assim, testes qualitativos e
quantitativos, como a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), PCR em tempo real, tém

sido cada vez mais empregados no diagnostico da infeccdo pelo HBV por apresentarem
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alta sensibilidade e especificidade (Chevaliez et al., 2009; Liang, 2009; Dén et al., 2010;

Datta et al., 2014).
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Figura 4: Representacdo esquematica dos eventos clinicos e sorol6gicos na Hepatite B aguda. Fonte:
www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708alfl.gif. (Adaptado).
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Figura 5: Representacdo esquematica dos eventos clinicos e soroldgicos na Hepatite B crénica. Fonte: http:
/Iwww.cdc.gov/immwr /preview /mmwrhtml/figures/r708a1f2.gif (Adaptado).
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HBsAg Anti- Anti- Anti- HBeAg Anti HBV Interpretacéo
HBs HBC HBC HBe DNA
Total IgM
POS NEG POS POS POS NEG POS Primeira Fase da infeccéo
aguda
NEG POS POS NEG NEG POS/ NEG Recuperacdo com
NEG imunidade

NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG Imunizado por vacinacio

POS NEG POS NEG POS NEG POS Infeccdo cronica com
replicacdo ativa
POS NEG POS NEG NEG POS NEG Infeccdo cronica na fase

inativa
NEG NEG POS NEG NEG POS/ NEG Recuperacao, falso
NEG resultado POS ou

infecgdo crénica

Tabela 1 - Interpretacdo dos resultados Soroldgicos e molecular da Hepatite B Fonte:
http://mwww.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708altl.gif (adaptado).

1.4. EPIDEMIOLOGIA DO HBV
1.4.1. HBV no mundo

A hepatite B apresenta uma distribuicdo mundial bastante heterogénea e continua a
ser um importante problema de saude publica a nivel mundial, sendo responsavel por
470.000 mortes por ano. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), estima-
se que aproximadamente dois bilhdes de individuos tiveram contato com o HBV. A
prevaléncia global da infeccdo pelo HBV em 2016, na populacdo geral foi de 3,5%. No
geral, 257 milhdes de pessoas viviam com infeccdo por HBV em 2016. A prevaléncia foi
mais alta nas regides africanas (6,1%) e no Pacifico Ocidental (6,2%) (WHO, 2017).

Dados da OMS mostraram que embora tenha havido uma evolucdo na situacéo
global da hepatite, ainda hd muito a ser feito para alcancar a erradicacdo até 2030. N&o
obstante, na Regido do Mediterraneo Oriental, na Regifo Sudeste da Asia e na Regio
Europeia, cerca de 3,3%, 2,0% e 16% da populacdo geral estdo infectadas,
respectivamente. Na Regido das Ameéricas 0,7% da populacdo esta infectada, segundo
dados recentes (WHO, 2017).

1.4.2. HBV no Brasil

A OMS classifica o Brasil como area endémica. A epidemiologia da hepatite B ndo

€ homogénea no cenario nacional (Lopes et al., 2011); as areas em que ha dificuldade de
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acesso aos servicos de salde sdo desproporcionalmente afetadas (Parana et al., 2008; de
Katsuragawa et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Souto, 2016).

De acordo com o Boletim Epidemioldgico das Hepatites Virais (Brasil, 2017), as
taxas de deteccdo de hepatite B, no Brasil, desde 2011, vém apresentando poucas
variacdes, atingindo 6,9 casos para cada 100 mil habitantes no pais em 2016 (Brasil, 2017).
Segundo o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (Sinan/SVS/MS), em 2016
foram notificados no Brasil 14.199 casos de hepatite B, com uma taxa de deteccdo de
6,9/100.000 habitantes. Na Regido Sul 4.823 casos foram notificados com taxa de deteccao
16,6/100.000 habitantes, na Regido Sudeste 4.719 casos com taxa de deteccdoo
5,5/100.000, na Regido Nordeste 1.401 casos e taxa de deteccédo de 2,5/100.000, na Regido
Centro Oeste 1.379 casos com 8,8/100.000 de taxa de deteccdo. Na Regido Norte, 1.873
casos foram notificados e a taxa de deteccdo foi de 10,6/100.000 habitantes (Figura 6)
(Brasil, 2017).

25,0 ~

15,0 - M

10,0

. /,//—\—/_//\/’\/\_1‘-

.-_____....--""__

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Ano de notificagio

[ ]
(=]
o

Taxa de dectecgdo (x100mil hab.)

s Br sl Norte Nordeste

Sudeste e—Sul Centro-Oeste

Figura 6: Taxa de deteccdo do HBV por 100 mil habitantes segundo regido, por ano de diagnostico. Brasil,
2003 a 2016 (Fonte: Brasil, 2017).

No ranking da taxa de deteccdo de hepatite B segundo as capitais, de acordo com
dados do Sinan/SVS/MS, observou-se que, trés das cinco capitais com maiores taxas
pertencem a Regido Norte (Porto Velho-RO, Rio Branco-AC e Boa Vista-RR). No Par3,
em 2016, a ocorréncia observada foi de 258 casos, com taxa de deteccdo de 3,1/100.000

habitantes e sua capital Belém, com 30 casos (2,1/100.000) (Figura 7) (Brasil, 2017).
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Figura 7: Taxa de incidéncia de casos de hepatite B segundo UF e capital de residéncia. Fonte: Brasil, 2016

2. HEMOTERAPIA
2.1. HISTORICO

O fascinio pelo sangue sempre esteve presente na historia da humanidade. Os
antigos egipcios banhavam-se e bebiam o sangue de pessoas ou de animais, com objetivos
diversos, acreditando, sobretudo, que assim poderiam curar certas doencas ou fortalecer o
seu organismo. O sangue sempre esteve associado ao conceito de vida, fluido vital,
baseado na idéia tradicional de sangue como sendo a "forca viva" do corpo, provavelmente
por estar associado a fraqueza e a morte com a perda do mesmo (Rossi et al., 1991,
Pereima et al, 2010).

A evolucdo da transfusdo sanguinea no mundo teve dois periodos: um empirico,
que vai até 1900, e outro cientifico, de 1900 em diante (Junqueira et al., 2005). O primeiro
relato que se tem conhecimento em relacdo a doacdo de sangue data de 1492, quando um
médico na tentativa de salvar a vida do Papa Inocéncio VIII, no seu leito de morte, retirou
todo o sangue de trés criancas com 10 anos de idade e o transfundiu no Papa, mais tarde,
evidéncias mais plausiveis dizem que o sangue foi ingerido pela boca e ndo transfundido,
de qualquer forma o procedimento falhou, e o Papa e as trés criancas faleceram
(Lindeboom, 1954; Brown, 1971; Rossi, 1991; Harmening-Pittiglio et al., 1992; Santos,
2002).

Ainda no primeiro periodo, em 1628, William Harvey descreveu a teoria da
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circulagéo do sangue, em seu trabalho, defendia a ideia de que o sangue era bombeado pelo
coracdo das artérias para as veias, em circuito fechado para o corpo e retornava para o
coracdo, sua descoberta representou a pedra fundamental para a préatica de transfuséo
(Greenwalt, 1999; Volpato et al., 2009).

Nascia o periodo pré-cientifico da hemoterapia e 0s primeiros experimentos com
transfusdo de sangue foram feitas de um animal para outro, em seguida transfusbes de
animais para o homem. A primeira transfusdo sanguinea da histdria, bem sucedida, foi
realizada em 1665 em um experimento quando Richard Lower ligou a artéria carétida do
cdo doador a veia jugular do céo receptor. Este experimento forneceu as bases para a
primeira transfusdo sanguinea animal-homem, realizada pelo médico francés, Jean Baptiste

Denys, que em junho de 1667 fez transfusdes de sangue ovelha-homem (Ellis, 2007).

Contudo, 0 nimero de insucessos era enorme e, em virtude do fracasso de muitas
doacbes por questdes de cunho religioso, e por deliberacdes do Parlamento Francés, em
1668 o Vaticano junto a Sociedade da Realeza Britanica proibiram a realizacdo de
transfusbes de sangue (Junqueira, 1979; Florizano & Fraga, 2007). Com essa proibicéo, a

evolucao das transfusfes sanguineas ficou paralisada por 150 anos (Nunes, 2010).

No século XIX, os experimentos voltaram e em 1818, James Blundell relata a
transfusdo de sangue de um homem para outro. O paciente era um homem de 30 anos,
extremamente magro, em razdo de uma obstrucdo pilorica secundaria a um carcinoma
gastrico. Apresentou uma aparente melhora inicial, porém faleceu apds dois dias. Em
1825, Blundell transfundiu com sucesso uma mulher com hemorragia pos-parto. Em suas
publicacbes declarou que somente o sangue humano pode ser transfundido em humanos e
seu relato serviu de base para as indicacGes racionais das transfusdes (Blundell, 1828;
Junqueira, 1979; Rossi, 1991; Greenwalt, 1999; Ellis, 2007).

No século XX, teve inicio a era ciéntifica quando a transfusdo passou a ter mais
éxito, apoOs a descoberta da existéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO por Karl
Landsteiner, em 1900. Os estudos caminharam para uma nova fase deixando de lado o
empirismo e adentrando no periodo cientifico. Com esta descoberta, varios pesquisadores
conseguiram avangos na identificacdo desses grupos sanguineos e na introducdo dos testes
de compatibilidade, portanto, dessa maneira, foi possivel diminuir as incompatibilidades

observadas em transfusdes (Cairutas, 2001; Almeida & Dos Anjos, 2008; Pereima et al,



29

2010; Gonzaga &Veran, 2012).

Em 1917 Francis Peyton et al., demonstram o uso de anticoagulantes e
preservantes, 0 que permitiu o inicio do processo de armazenamento e de estocagem do
sangue. Outras descobertas aconteceram nesse século, como o advento de seringas e tubos
especificos. A transfusdo passou a ter maior aceitacdo, e em 1926 surge o primeiro banco
de sangue no mundo em Moscou. Na década de 30, centros de transfusdes haviam sido
instalados por todo o mundo. Posteriormente, em 1939 Landsteiner et al., descrevem o
Sistema Rh, constituindo uma base solida para a compatibilidade transfusional (Brasil,
2004; Fidlarczyk & Ferreira, 2008).

A evolucdo do processo de doacdo sanguinea pode ser dividida em quatro
momentos. No periodo de 1945 a 1950 realizavam-se transfusdes braco a braco, em que se
transfundia sangue diretamente do doador para o receptor, e ainda se permitia a utilizacao

de sangue total fresco (Santos et al., 1991).

No periodo de 1945/49 a 1965, a época do frasco, que permitia a utilizacdo de
sangue total conservado, na qual o sangue de um doador era armazenado em recipientes de
vidro com a solucéo citrato-dextrose. Depois de 1965 a época da bolsa plastica que permite
a separacdo ou fracionamento fisico do sangue e transfusdo mais seletiva (Genetet et al.,
1984).

Em 1967, comecaram a ser adotadas maquinas fracionadoras de sangue, que
permitiam a separacdo dos componentes do sangue durante a prépria doacéo (aférese). A
partir dessa época, desenvolve-se a nocdo de transfusdo seletiva, ou seja, o uso de cada
componente para um fim especifico, e ndo mais o sangue total, até entdo utilizado. Os anos
80 e 90 marcaram o desenvolvimento nos conhecimentos da oncologia, assim como o

avanco na tecnologia de cultura de células, dentre outros (Santos et al., 2002).

A hemoterapia passa a contar com novos componentes importantes para a
ampliacdo do arsenal terapéutico (Santos et al., 2002). Na década de 80 a descoberta da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA) tornou a diminuicdo dos riscos
uma necessidade premente, fortalecendo posteriormente a seguranca transfusional e
favorecendo importantes mudangas nas politicas de sangue, principalmente em relacéo ao

controle e seguranga das préticas transfusionais (Pimentel, 2006).
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2.2. HEMOTERAPIA NO BRASIL

No Brasil, a hemoterapia comegou a ser utilizada no inicio da década de 40, com a
criacdo do primeiro Banco de Sangue em Porto Alegre, sequido de Pernambuco e Rio de
Janeiro. Em 1950, profissionais da area se mobilizaram criando organiza¢des com o
proposito de contribuir para o desenvolvimento da hematologia e da hemoterapia
brasileira. A recém-organizada Associacdo de Doadores Voluntarios de Sangue do Rio de
Janeiro (tornando-se posteriormente nacional) se contrapunha a remuneracao de doadores,
pratica que ja era utilizada pelos recém-criados servicos de hemoterapia (Santos et al.,
1991; Cairutas, 2001).

Em 1964, o Ministério da Saude através do decreto n° 54.494 de 16 de outubro de
1964, cria e organiza uma equipe a qual seria responsavel por estudar a regulagédo
disciplinadora da Hemoterapia no Brasil e institui ainda a Comissdo Nacional de
Hemoterapia (CNH), fundamentada por portarias e resolu¢fes observando a necessidade e
importancia de criar medidas que protegessem os doadores e receptores, sendo responsavel
pela “[...] publicagdo de normas basicas para atendimento aos doadores e para prestacao de
servico transfusional e a determinacdo da obrigatoriedade dos testes soroldgicos

necessarios para seguranga [...]”” dos servigos (Junqueira et al., 2005).

No ano de 1979, um fato que marcou o setor hemoterdpico brasileiro: o
reconhecimento, por parte do governo, da necessidade de uma politica que coordenasse as
atividades hemoterapicas. O surgimento da AIDS, na década de 1980, e o crescente
nimero de casos de contaminacdo pelo HIV devido a transfusbes repercutiram na
sociedade afetando consideravelmente a situacdo da hemoterapia brasileira, e levou as
principais mudancas no sistema hemoterapico brasileiro (Brasil, 1980; Santos et al., 1991,
Carneiro & Lopes, 2002; Barreto et al., 2005).

O governo brasileiro através da Portaria Interministerial n° 7/1980, criou o
Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados (Pr6- Sangue). O Pro-sangue passou a
constituir o instrumento basico de implementacdo da politica governamental para o setor,
através de acOes de disciplinamento. Os principais objetivos do programa eram: adotar a
doacdo voluntéria de sangue, organizar a rede de instituicGes responsaveis pela distribuicdo

do sangue e hemoderivados; normalizar a distribuicdo e a utilizagdo do sangue e
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hemoderivados; disciplinar a industrializagdo, a comercializa¢do, controlar a qualidade e
fiscalizar atividades que envolvam hemoderivados e promover a pesquisa e 0

desenvolvimento tecnolégico no setor (Santos et al., 1991; Barreto et al., 2005).

Entre os anos de 1985 e 1987, as questdes de sangue e hemoderivados no Brasil
eram criticas. Preocupado com isso, impulsionado pelo avango da AIDS, o Ministério da
Saude do Brasil, estabeleceu novas normas para o funcionamento de Servigos de
Hemoterapia, atraves da lei n°7649, de 25/01/1988, adotando os principios da moderna
Hemoterapia como a substituicdo da doacdo sem cadastro do doador, pela personalizada,
exigindo o cadastramento do doador, uso racional do sangue, através da avaliacdo de
riscos/custos/beneficios aléem da obrigatoriedade de testes soroldgicos (hepatite B, Sifilis,
Doenca de Chagas, AIDS e malaria para zonas endémicas) garantindo a qualidade e
seguranca da populagéo (Brasil, 1998; Saraiva, 2005; Junqueira et al., 2005; Pereima et al.,
2010). Somente em 1993, os testes para hepatite C e para o virus linfotropico T Humano |
e Il (HTLV I/1l) tornaram-se obrigatorios, através da portaria n° 1.376 de 19/11/93 (Brasil,
1993).

Atualmente, no Brasil, os servicos de hemoterapia sdo regidos pelas normas
técnicas contidas na Portaria n°158, de 4 de fevereiro de 2016 e pela resolucéo da Diretoria
Colegiada - RDC n° 75, de 02 de maio de 2016 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa). A primeira redefine o regulamento técnico de procedimentos
hemoterapicos e tem o objetivo de regulamentar a atividade hemoterapica no pais, no que
se refere a captacdo, protecdo ao doador e ao receptor, coleta, processamento, estocagem,
distribuicdo e transfusdo do sangue, de seus componentes e derivados, originados do
sangue humano venoso e arterial, para diagnostico, prevencdo e tratamento de doencas; e a
segunda determina os requisitos de boas praticas a serem cumpridas pelos servicos de
hemoterapia que desenvolvam atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue e
componentes, pelos servicos de salde que realizem procedimentos transfusionais, a fim de
que seja garantida a qualidade dos processos e produtos, a reducao dos riscos sanitarios e a
seguranca transfusional (Brasil, 2013 d; 2014; 2016).

2.3. O CICLO DO SANGUE E TIPOS DE DOADORES

A legislacdo recomenda que a doacéo de sangue seja um ato voluntério, altruista e

ndo remunerado, direta ou indiretamente além de ser anénimo, isto é, o receptor ndo deve
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saber quem foi o doador e o0 doador ndo deve saber quem foi, ou foram os receptores dos
componentes extraidos do sangue que doou. Todas as informac6es contidas no cadastro do
doador, devem ser mantidas sob sigilo. A obtencéo e fornecimento dos hemocomponentes
envolvem uma série de procedimentos que compde o chamado “Ciclo do Sangue”, o qual
compreende as etapas de captacdo do doador, conscientizagdo, cadastro, triagem clinica,
triagem hematoldgica, coleta de sangue, triagem laboratorial das amostras de sangue,
distribuicdo e procedimentos transfusionais (Figura 8) (Brasil, 2001; Brasil, 2013).

Candidato
a doagdo
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Amostras

W
Sangue Cadastramento

hd

Procedimentos
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Figura 8: Fluxograma do Ciclo do Sangue. Fonte: Adaptado de Brasil (2004).
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A captacdo de doadores é o inicio propriamente dito do Ciclo do Sangue, a qual
envolve um conjunto de agdes desenvolvidas para planejar, executar, monitorar e avaliar
estratégias capazes de sensibilizar, conscientizar e educar a populacdo para a doacao
voluntéria, responsdvel e habitual com finalidade em evitar o direcionamento de
candidatos a doacdo que possam estar sob risco de infec¢do de alguns agentes passiveis de

transmisséo pelo sangue (Amorim, 1992; Anvisa , 2003).

Para se cadastrar, 0 voluntario deve ter idade entre 18-69 anos 11 meses e 29 dias e
0 peso minimo é de 50Kg. Poderao ser aceitos candidatos com idade de 16 e 17 anos, com
o consentimento formal de seu responsavel legal, o limite superior de idade para a primeira
doacdo ¢é de 60 anos, 11 meses e 29 dias (Brasil, 2007; Brasil, 2013; Brasil, 2016). O
candidato deve comparecer ao Hemocentro portando um documento de identificacao com
fotografia, emitido por orgao oficial, para realizar o cadastro, que compreende o
preenchimento de uma ficha com os dados necessarios que permitam identifica-lo

inequivocadamente (Gontijo et al., 2010; Brasil, 2013c).

O canditado cadastrado € direcionado a triagem clinica, constituida por um exame
fisico onde séo verificados: temperatura (deve ser abaixo de 37°C), pulso (caracteristicas
normais, entre 50 e 100 batimentos por minuto); pressdo arterial sistélica ndo deve ser
maior do que 180mmHg e sua pressdo diastélica ndo deve ser superior a 100mmHg. A
concentracdo de hemoglobina (Hb) ou o hematécrito (Ht) do candidato a doacéo devera ser
avaliada em amostra de sangue de puncdo digital ou venosa, sendo os valores minimos
aceitaveis de Hb=12,5g/dl ou Ht=38%, para mulheres e Hb=13,0g/dl ou Ht=39%, para
homens (Gontijo, 2010; Brasil, 2013c; Fundacdo Hemominas, 2013d, 2013f).

Apos esta etapa ha uma segunda avaliacdo, a entrevista clinica-epidemioldgica,
realizada por um profissional da satde capacitado sempre sob a supervisdo de um médico,
onde serdo feitas analises de suas respostas ao questionario visando avaliar sua historia
médica atual e prévia, seus habitos e a existéncia de fatores de risco para doencas

transmissiveis pelo sangue (Brasil, 2004; Gontijo, 2010).

Os servicos de hemoterapia se respaldam em critérios legais para classificagcdes do
doador. O resultado do processo de selecao do doador ira defini-lo como: apto (atende os
requisitos técnicos e normativos para doacao de sangue), inapto temporariamente (nao

atende, naquele momento, os requisitos para doacao de sangue), inapto definitivo (tem um
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impedimento definitivo para doacao de sangue) e inapto por tempo indeterminado
(encontra-se impedido de doar sangue para outra pessoa por periodo indefinido de tempo,
obedecendo aos conhecimentos e normas vigentes). O Doador pode ser de repeticdo
(aquele que realiza duas ou mais doacbes no periodo de 12 meses), de primeira vez
g(aquele que esta doando pela primeira vez naquele servico de hemoterapia) e esporadico

(aquele que doou uma Unica vez no periodo de 12 meses) (Brasil, 2011; Brasil, 2015).

O candidato considerado apto nesta fase € encaminhado para a coleta. O candidato
considerado inapto, temporaria ou definitivamente, sera dispensado do servigo. O motivo
de recusa é registrado em sua ficha. Como medida adicional de seguranca, é dada ao
doador a oportunidade de solicitar de maneira confidencial, o descarte de sua bolsa, essa
medida é chamada de voto de auto-excluséo, em que a pessoa pode excluir a sua doagédo da
finalidade transfusional. O voto de auto-exclusdo, tem como objetivo, dar mais uma
oportunidade ao doador, que nédo referiu ou omitiu, alguma situagdo que comprometa a

seguranca trasnfusional (Rached et al., 1992; Brasil, 2001).

A coleta do sangue pode se realizada de duas formas, sendo a mais comum a coleta
do sangue total. A outra forma, mais especifica e de maior complexidade, realiza-se por
meio de aférese. O sangue total deve ser coletado em uma bolsa descartavel, estéril e
multipla (a tripla é a mais comumente utilizada). O volume coletado varia entre 405 e 495
ml. Durante a coleta, a bolsa deve ser constantemente movimentada a fim de permitir que o
sangue coletado seja homogeneizado com o anticoagulante nela contido. Simultaneamente,
sdo coletadas, em tubos adequados, as amostras de sangue para a realizacdo dos exames

imunohematoldgicos e soroldgicos (Brasil, 2004, Brasil, 2016).

E de fundamental importancia garantir a seguranca e conforto do doador, com a
finalidade de prevenir reacdes adversas a doacdo. Antes e apds a coleta, deve ser oferecida
ingestdo de liquidos a todos os doadores e lanche leve aqueles que estiverem em jejum.
Além disso, € obrigatdrio que exista pessoal treinado para dar atendimento ao doador, caso
venha a apresentar algum efeito secundario e indesejavel, assim como, um local de
recuperacdo do doador com disponibilidade de material e medicamento para essa
finalidade. O ideal é que o doador fique em observacao por no minimo 15 minutos (Brasil
2007; Brasil 2013c).

Ao final da doac¢ao, a bolsa de sangue sera encaminhada para o processamento e as
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amostras de sangue serdo destinadas a triagem laboratorial, onde sdo feitos os testes

imunohematoldgicos, exames soroldgicos e moleculares obrigatérios (Brasil, 2016).

Apobs o fracionamento, os hemocomponentes sdo armazenados adequadamente, e
permanecem em quarentena até a conclusdo/liberacdo dos exames laboratoriais sem 0s
quais nenhuma bolsa podera ser liberada para utilizacdo (Saraiva & Otta, 2007; Nunes,
2010; Brasil, 2013c).

O Ministério da Saude (MS) determina que, para cada doacdo efetivada, sejam
realizados exames imunohematoldgicos tais como; tipagem sangiiinea ABO (direta e
reversa); determinacdo do Fator Rh (pesquisa do antigeno D fraco, se necessario); pesquisa
de anticorpos irregulares (PAI). Além desses, os testes sorologicos para os seguintes
patdgenos: HIV 1 e 2, HTLV I e Il, Tripanossoma cruzi (Chagas), Treponema palladium
(Sifilis), HBV, HCV e, em casos especificos, a realizacdo de sorologia para
Citomegalovirus (CMV) e em éareas endémicas de maléria a pesquisa do Plasmodium.
Atualmente também sao feitos testes moleculares para pesquisa de HIV, HCV e HBV. Para
que hemocomponentes sejam liberados, todos os testes soroldgicos e moleculares devem
ter resultados negativos/ndo reagentes. ApoOs liberacdo, 0s hemocomponentes sao
armazenados em locais especificos, sendo possivel efetuar a distribuicdo para a rede
conveniada conforme solicitacdo. No entanto, as bolsas que apresentam resultados
sorolégicos e/ou moleculares positivos/reagentes sdo descartadas (Carrazzone et al., 2004;
Brasil, 2004; Gontijo, 2010; Brasil, 2013c; Fundacdo Hemominas, 2013e; 2013c, 2013d,
2016).
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2.4. SEGURANCA TRANSFUSIONAL

No ultimo século, a hemoterapia, no Brasil e no mundo, caracterizou-se por um
consideravel avanco e adogdo de novas tecnologias. De igual modo, houve o aumento da
preocupacdo em garantir uma maior seguranca na transfusdo. Entende-se por seguranca
transfusional o conjunto de medidas quantitativas e qualitativas aplicadas, que visam
minimizar os riscos aos doadores e receptores de sangue, além da garantia de estoques
estratégicos de sangue que sejam suficientes para atender a demanda transfusional (Regan
et al., 2002; Caetano & Beck, 2006).

A transfusdo sanguinea € utilizada para fins terapéuticos e salva milhares de vidas
em todo mundo (WHO Expert Group, 2012). A demanda por transfusdo de sangue vem
aumentando e a cada segundo estima-se que alguém no mundo necessite de
hemocomponentes ou derivados sanguineos seja para suporte; em cirurgias, em situagcdes
de emergéncia, como acidentes, conflitos, catastrofes naturais, partos, como também,
coadjuvante no tratamento de anemias severas e de doencas oncologicas variadas que
necessitam de transfusdo frequentemente. Outros pacientes, necessitam de transfusdes
periddicas desde o nascimento, como os hemofilicos e portadores de anemias hereditarias,
entre elas a Falciforme e a Talassemia (Moura et al., 2006; WHO, 2008).

Os servigos de hemoterapia visam o atendimento dessas necessidades, 0 objetivo é
garantir um suprimento de sangue adequado, seguro e efetivo para a populacdo. O ideal, é
que 3 a 5 % da populacdo de cada pais sejam doadores voluntarios de sangue, para que a
demanda seja atendida. No entanto, no Brasil, de acordo com o Ministério da Saude,
menos de 1,8% da populacdo é doadora voluntaria de sangue (Moura et al., 2006 ; Ferreira
et al., 2007; Brener et al., 2008; OMS, 2017).

Todo processo transfusional traz riscos, como reagdes imediatas ou tardias (Neto,
2011). E necessario buscar parametros eficazes que minimizem os riscos em todo o
processo transfusional sendo, portanto, imprescindivel o cumprimento do ciclo do sangue
com eficiéncia (Lopes et al., 2000; Pereira & Nascimento, 2004; Carrazzone et al., 2004,
Araljo & Barone, 2008; Almeida et al., 2012; Silva, 2014).

Apesar de todo o0 avango na seguranca transfusional, ndo existe transfuséo isenta de

riscos. Uma das maiores preocupacdes concernentes a seguranga transfusional é a
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possibilidade de transmissdo de doencas por transfusdo sanguinea (Carrazone et al.,2004;
Eustaquio et al., 2009). O método tradicional, conhecido como imunoensaio (ou sorologia)
é a base da triagem laboratorial de doadores de sangue. No entanto, nos testes de
imunoensaios, existe um intervalo entre a exposicdo do doador ao virus e a
producdo/deteccdo dos anticorpos contra o virus, conhecido como o "periodo de janela"”
(WP), e ocorre quando o doador se encontra na fase inicial da infecgdo antes da deteccéo d
antigeno/anticorpo, no caso da Hepatite B, antes dos marcadores HBsAg e anti-HBc total
no sangue. E durante este periodo que amostras contaminadas podem passar despercebidas
por testes soroldgicos, e essa ndo deteccdo de infeccdes no WP € a principal causa de
infeccdes transmitidas por transfusdes (ITTs) (Stramer, 2004; Bhatia, 2005; Kuhns &
Busch, 2006; Sommense, 2014; Chigurupati & Murthy, 2015).

Na medicina transfusional um agente infeccioso € considerado um risco quando
apresenta uma fase assintomatica, curta ou prolongada, em seu ciclo de vida na corrente
sanguinea de um individuo, além da capacidade de sobreviver ou persistir nas condi¢oes de
armazenamento e de producdo dos hemocomponentes e hemoderivados sanguineos e de

causar a infec¢do quando inoculado por via intravenosa (Candotti & Allain, 2013).

Dentro deste contexto, 0 HBV € uma das infec¢fes com maior risco de transmissao
por transfusao sanguinea. 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 (HBSAQ) teve inicio apenas em
1969 nos Estados Unidos levando a uma significativa reducdo na incidéncia da hepatite
pos-transfusional (Fattovich, 2003; Salles et al., 2003; Dwyre et al., 2011).

Embora o risco de ser infectado pelo HBV pds-transfusdo tenha apresentado queda
significativa, este risco ainda persiste (Allain, 2004). A implementacdo de tecnologias que
detectem a presenca dos agentes virais durante o estagio inicial da infeccdo, antes do
surgimento dos anticorpos (soroconversdo) € uma das estratégias dos servicos de
hemoterapia que garantem um aumento na seguranca transfusional. Uma das tecnologias
disponiveis é a pesquisa dos acidos nucléicos dos agentes infecciosos que utilizam técnicas

de biologia molecular, introduzidas no final da década de 1990 (Vermeulen et al., 2011).
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2.5. IMPLANTACAO DO TESTE NAT

O NAT é um método altamente sensivel, o qual detecta diretamente o material
genético viral (DNA ou RNA), antes do aparecimento do anticorpo/antigeno no soro, ou
seja, no periodo de janela (WP) (Figura 9). Este periodo, torna os doadores de sangue,
suscetiveis de serem potencialmente infecciosos, devido a elevada carga viral, para 0s
receptores de transfusdo (Cardoso et al., 1998; Stramer et al., 2004; Brojer et al., 2006;
Satake et al., 2007; Tabuchi et al., 2008; Reesink et al., 2008; Vermeulen et al., 2009; Stolz
et al., 2010; Zou et al., 2010).

HBV DNA (PCR)

anti-HBc

Periodo de Janela NAT
L o -

Infeccao

Concentragio Relativa

0 10-12 30-40 60 Tempo em Dias

C-:r_
Perfodo de Janela Soroldgica
[ o ®

Figura 9: Cursos de tempo aproximados para deteccdo dos marcadores virais do HBV ; HBsAg, anti-HBc e
DNA- NAT. Fonte: Vermeulen, 2011 (Adaptado).

No inicio dos anos 90, o NAT foi implementado em diferentes partes do mundo a
partir da Europa. O NAT expandiu-se rapidamente e 0s centros de sangue comecaram a
testar unidades de sangue utilizando ensaios moleculares. A Alemanha foi o primeiro pais
a introduzir a triagem de NAT em 1997 de forma rotineira, com resultados negativos de
NAT necessarios antes da liberacdo dos componentes do sangue. Varios outros paises
seguiram a Alemanha e introduziram a triagem de NAT principalmente para o0 HCV e

depois para os genomas do HIV-1 (Biswas et al., 2003; Roth et al., 2012).

O Japdo e a Austria foram os primeiros paises que implementaram testes

obrigatorios de NAT para o0 HBV em 1999. Depois de 2004, sua implementacdo para
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triagem de rotina de doacgdo de sangue foi estendida em todo o mundo, quando ensaios
comerciais de multiplexacdo NAT de alto rendimento, que incluiram a deteccdo de DNA
do HBV em adigdo aos RNAs de HIV e HCV, foram desenvolvidos e licenciados (Roth et
al., 2012).

A ampliacdo do teste NAT para 0 HBV em escala mundial ressalta a importancia
de que novos microrganismos sejam aderidos a essa nova técnica, agregando mais

qualidade & seguranga transfusional (Yang et al., 2013).

No Brasil, a introducdo do NAT foi marcada por impedimentos financeiro e
tecnoldgico, sendo regulamentado em 2004, com atraso em relagdo a outros paises (Gaudy,
2004). Esse elevado custo mobilizou o desenvolvimento de um conjunto diagnostico (kit)
nacional, viavel para a realidade brasileira, através de um consorcio entre a Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ e o Ministerio da Saude (Brasil, 2013).

O inicio do desenvolvimento da plataforma NAT brasileira ocorreu em 2004,
devido as acBes 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 Parana (IBMP) (CGSH, 2009).

Apos o desenvolvimento técnico-cientifico do kit NAT, por Bio-Manguinhos/e
parceiros, foi realizado no ano de 2008 o Estudo Piloto no hemocentro de Santa Catarina
(Hemosc). O Estudo Piloto possibilitou a implantagao de melhorias na utilizagao do kit e
plataformas NAT em etapa posterior, denominada Estudo Multicéntrico, ocorrido entre
2010 e 2011, que objetivou a avaliacao do desempenho do conjunto de analise de Bio-
Manguinhos na rotina de trabalho dos hemocentros de Santa Catarina (Hemosc),
Pernambuco (Hemope), Rio de Janeiro (Hemorio), Fundacao Pro-Sangue de Sao Paulo
(FPS) — estes identificados como Sitios Testadores NAT (SIT-NAT), além dos
hemocentros do Rio Grande do Sul (Hemorgs), Rio Grande do Norte (Hemonorte), Paraiba
(Hemoiba), Espirito Santo (Hemoes) e Hemonucleo de Santos (Hemosantos), como
Unidades Referenciadoras e Coletoras de Amostras (respectivamente, URA e UCA)
(Brasil, 2013).

A metodologia foi aprovada e incorporada a triagem de bolsas de sangue para HIV

e HCV no Sistema Nacional de Sangue, Componentes e Derivados (SINASAN) e no
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Sistema Unico de Satide (SUS) através da portaria n° 25 de 12 de Junho de 2013.

Finalmente em 2016 essa seguranca se amplia com a introducdo da detecc¢do do
HBV nos bancos de sangue nacionais, através da publicacdo da RDC n° 75 em 02/05/16,
que altera a resolucdo da RDC n° 34 de 11/06/14 e passa entdo a considerar o NAT-HBV
obrigatorio, nos hemocentros brasileiros que seguem as orientagdes do Ministério da Salde

quanto as agOes referentes as amostras e doadores (Anexo 1) (Brasil, 2016).

2.6. AVALIACAO DO IMPACTO DO TESTE NAT NA REDUCAO DO RISCO
RESIDUAL DE TRANSMISSAO DO HBV.

Na hemoterapia, a estimativa do calculo do risco residual & uma ferramenta
estatistica de suma importancia para monitorar a seguranca transfusional, sendo empregada
também para avaliar o rendimento/produtividade ou efeito potencial de novos ensaios de
rastreio com maior sensibilidade para a deteccdo precoce das infecgdes transmitidas por
transfusbes (ITTs) (Schreiber et al.,1996; Glynn et al., 2000; Busch, 2001; Seed et al.,
2002; Fiebig et al., 2003). A estimativa do risco residual, respresenta a probalidade de
contrair determinada infeccdo através de uma transfusdo de sangue potencialmente
infeccioso, com resultados laboratoriais negativos, o que geralmente ocorre com doacgdes

realizadas durante periodo de janela (Schreiber et al., 1996; Korelitz et al., 1997).

O modelo de incidéncia e janela e suas adaptacfes é o modelo mais
difundido para estimar os riscos de transfusdo e tem sido aplicado com sucesso em todo o
mundo para fornecer estimativas de ITTs (Screidber et al.,1996; Alvarez et al., 2002;
Kupek 2004; Pillonel et al., 2005; Sabino et al., 2012; Wang et al., 2013; De Almeida-Neto
et al., 2013; Kupek et al., 2014). A primeira introducdo didatica do modelo de
incidéncia/periodo de janela imunolégica e o célculo do risco residual apareceram em 1998
(Canutti et al., 1998).

Em paises desenvolvidos as estimativas de risco residual para ITTs embora
representem alguma variacdo, séo uniformemente baixas (Tabela 02). Os EUA lideram a
pesquisa de risco residual (Kleinman et al.,, 2012). Um estudo realizado nos Estados

Unidos em 2005 por Kleinman et al., avaliando o impacto do NAT-HBYV, demonstrou que
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a implantacdo do NAT poderia evitar a transmisséo de 56 casos por ano do HBV através

de transfuséo de hemocomponentes.

Entre os paises em desenvolvimento, o continente africano mostrou a situagdo
mais dramatica em relagdo ao risco residual para 0 HBV (Owusu-Ofori et al., 2005). Na
América Latina, o Brasil tem sido o principal pais em pesquisas de risco residual,
incluindo o HBV (Tabela 02).

Regiéo RR para o HBV RR para HBV com o Referéncias
sem o NAT NAT
EUA 1: 86.000 1: 357.00 Zou, 2009; 2012
Barrio et al., 2005;

Franca 1: 640,000 1:1.886.792 Gonzalez, 2006
Inglaterra 1:260.000 1: 8.000.000 Soldan et al., 2003; 2005
Continente Loua et al., 2004/
Africano 1: 1000 1: 43,666 Vermeulen et al., 2009
Brasil-SP 1:20.000 -1:50.000 ——-mmmmm- Levi et al., 2011
Brasil- SC 1.10.700 - Maresch et al., 2008
Brasil - SC 1:62.482 - Kupek et al., 2011

Tabela 02- Estimativa do Risco Residual para transmissao por transfusdao do HBV a nivel Mundial
(antes e/ou apds o NAT).

Ressalta-se que na Regido Norte ndo existem estudos que avaliam o impacto da
implementagdo do NAT-HBV de Bio-Manguinhos® na seguranga transfusional, assim
como estimativas do célculo do risco residual para HBV no norte do Brasil, antes e pos a
implantacdo do NAT-HBV. Em face a auséncia de estudos que analisem este impacto,

fomos motivados a realizar esta pesquisa pioneira na Fundacdo HEMOPA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar o impacto da implantacdo da plataforma NAT-
HBV Bio-Manguinhos® na triagem de doadores de sangue do estado do Para, na Fundag&o
HEMOPA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar as taxas de Prevaléncias do HBV entre os doadores de sangue da Fundacao
HEMOPA nos anos pré (2013-2014) e p6s (2015-2016) implantacdo do NAT-HBV
Bio-Manguinhos®;

e Estimar as taxas de Incidéncias do HBV entre os doadores de sangue da Fundacao
HEMOPA nos anos pré (2013-2014) e p6s (2015-2016) implantacdo do NAT-HBV
Bio-Manguinhos®;

e Estimar e Comparar 0 Risco Residual de transmissdo de HBV por transfusdo nos
anos pré (2013-2014) e pos (2015-2016) implantacdo do NAT-HBV Bio-
Manguinhos®;

e Descrever casos de janela imunolégica em doadores de sangue.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. DADOS DOS DOADORES

Todas as doagBes coletadas entre 01.07.2013 e 30.06.2016 foram incluidas neste
estudo. Os dados incluiram o nimero de doagdes de sangue em dez unidades da Fundacéo
HEMOPA, localizados nas seguintes regides do estado do Para: norte (cidades de Belém,
Ananindeua e Castanhal), oeste (cidade de Santarém), sudeste (cidades de Maraba,
Redencdo e Tucurui) sudoeste (cidade de Altamira) e nordeste (cidades de Abaetetuba e
Capanema). O periodo de estudo foi dividido em dois para realizacdo das analises: antes
(01.07.2013 - 31.12.2014) e apo6s (01.01.2015 - 30.06.2016) a implementacdo da
plataforma NAT Bio-Manguinhos®. Os dados utilizados para realizacdo do estudo, foram
obtidos do banco de dados da fundagdo HEMOPA (Programa SBS). Os dados extraidos
incluem: idade, sexo, raca, nivel educacional, resultados dos ensaios de triagem e nimero
de doadores soroconvertidos. Os doadores foram classificados como primeira vez
(doadores sem doacdo prévia) e doadores de repeticdo (doadores com uma ou mais
doacbes por ano). As doacdes foram classificadas como reposicdo (se os doadores de
sangue doassem em nome de um amigo ou parente) ou como comunitaria (se sua doacao
ndo fosse direcionada a uma pessoa especifica). O presente estudo foi realizado no
principal centro de sangue da Fundacdo HEMOPA (cidade de Belém) e foi revisado e
aprovado pelos comités locais de ética e pesquisa humana (nimero: 1.982.903 - CAAE:
65760817.0.0000.5634).

4.2. TRIAGEM SOROLOGICA

Testes soroldgicos (automatizados), foram realizados na rotina para triagem de
HBV em amostras de sangue. A triagem soroldgica para o0 HBsAg e anti-HBc foi aplicada
em doacBes individuais (ID), por ensaios de quimioluminescéncia (CMIA) usando a
plataforma Architect (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Alemanha).

O ensaio qualitativo ARCHITECT HBsAg é um imunoensaio de um passo para a
deteccdo qualitativa de HBsAg em soro e plasma humanos usando tecnologia CMIA com
protocolos de ensaio flexiveis, designados Chemiflex. No ensaio ARCHITECT HBsAg
qualitatetive 11, a mostra, as microparticulas paramagnéticas revestidas com anticorpo anti-
HBs e o conjugado de anticorpo anti-HBs combina¢Ges marcado com acridinio s&o

combinadas para criar uma mistura de reagéo.
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O HBsAg presente na amostra se liga as microparticulas revestidas com anti-HBs e
ao conjugado marcado com acridio anti-HBs. Apds a lavagem, o tampdo de lavagem
auxilia é adicionado a mistura de reacdo. Depois de outro ciclo de lavagem, solugdes pré-
ativadora e ativadora sdo adicionados & mistura de reacéo.

A reacdo quimioluminescente resultante € medida como unidades de luz relative
(RLUs). Existe uma relagdo direta entre a quantidade de HBsAg na amostra, e as unidades
de luz relativas (RLUs) detectadas pela 6tica do Sistema ARCHITECT i. A presenca ou
auséncia de HBsAg na amostra é determinada pela comparacdo entre o sinal do corte
determinado a partir de uma curva de calibracdo ativa. Se o sinal quimioluminescente da
amostra é maior ou igual ao sinal de corte, a amostra € considerado reativo para HBsAg.

O ensaio ARCHITECT Anti-HBc Il € um imunoensaio de dois passos para a
determinacgéo qualitativa de anticorpo anti-HBc em soro e plasma humanos utilizando
tecnologia CMIA com protocolos de ensaio flexiveis, conhecida como Chemiflex.

No primeiro passo, amostra, diluente de ensaio, diluente de amostra e as
microparticulas paramagnéticas revestidas rHBcAg sdo combinadas. Os anticorpos Anti-
HBc presentes na amostra ligam-se as microparticulas revestidas de rHBcAg e a mistura
reacional é lavada.

No segundo passo, o conjugado anti-humano marcado com acridinio €
adicionado. Apds outro ciclo de lavagem, as solucdes de pré-ativacao e ativacdo séo
adicionados a mistura reacional. A reacdo quimioluminescente resultante é medido em
unidades de luz relativa (RLUs). Existe uma relacdo direta entre a quantidade de anti-HBc
na amostra e as RLU detectadas pelo o sistema 6tico ARCHITECT i .

A presenca ou auséncia de anti-HBc na amostra é determinada por comparar o sinal
quimioluminescente na reacdo ao corte sinal determinado a partir de uma calibracdo ativa
do ARCHITECT Anti-HBc Il. Se o sinal quimioluminescente na amostra € maior ou igual

ao sinal de corte, a amostra € considerada reativa para anti-HBc.

4.3. TRIAGEM MOLECULAR

A Triagem molecular foi realizada pela Platafoma NAT Bio-Manguinhos®. A
Plataforma Nat HIV/HCV/HBV de Bio-Manguinhos®, possui tecnologia totalmente
brasileira, com capacidade de realizar 96 reacdes simultdneas, sendo 4 controles (2

negativos e 2 positivos), possuindo assim 92 reacOes para as amostras em teste. Cada
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“poco” de reacdo ¢ composto por um minipool de 6 amostras caracterizando entdo
dosagem de, no maximo, 552 amostras por placa. Em casos de positividade de um pogo,
deve-se realizar novos testes, individualizando as 6 amostras inicialmente contidas no pool,
a fim de detectar quais amostras estdo positivando o teste (Brasil, 2013). O
desenvolvimento desse tipo de tecnologia favorece a sua introdu¢do no mercado brasileiro
devido ao custo muito reduzido quando comparado a tecnologias importadas (DIACM,
Bio-Manguinhos, 2011; 2016).

A triagem molecular para o HBV foi realizada pelo Kit NAT fabricado pela Bio-
Manguinhos - limite de deteccdo para 50 Ul / mL (FIOCRUZ, Brasil) de acordo com os
passos da Figura 10. A triagem molecular foi realizada em mini-pool (MP) de seis
amostras. O ID NAT foi aplicado para identificar as amostras positivas no MP do HBV
detectado. Todos os Kits foram aplicados de acordo com as recomendacdes do fabricante e
todos os testes em amostras de sangue foram realizados no laboratorio central do principal
hemocentro do HEMOPA, em Belém.

JANUS MDX

POOLING EXTRACAO PRE-PCR (MIX) AMPLIFICACAO/DETECCAO
(PCR EM TEMPO REAL)

Figura 10: Fluxo metodoldgico do NAT.

4.3.1. Preparacdo das amostras

A etapa de preparo do pool foi realizada através do pipetador automatico Janus®
(Perkin Elmer). As amostras foram processadas em protocolos de mini-pools de 6 amostras
(MP6), onde em um tubo secundario, foram adicionados 100ul de cada uma das amostras,
em seguida adicionado um controle interno de reagdo, a particula calibradora (Modulo
Controle — Kit NAT HIV/HCV/HBV BioManguinhos).

4.3.2. Extracdo e purificacdo de acidos nucléicos
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A extracdo e a purificagdo séo totalmente automatizadas, realizadas pelo biorobot
MDx® (Qiagen), utilizando tecnologia com alta recuperagdo de acidos nucleicos, baseada
nas propriedades de ligagdo seletiva da membrana de silica.

Os tubos secundarios contendo as amostras de plasma, os controles negativos e
positivos (Modulo Controle — Kit NAT HIV/HCV/HBV BioManguinhos) e os reagentes da
extracdo (preparados de acordo com as orientaces do fabricante - Mddulo Extragdo - Kit
NAT HIV/HCV/HBV BioManguinhos®) foram introduzidos no extrator.

Nesta etapa as amostras sdo lisadas utilizando tampdes de lise e protease em
condi¢cdes desnaturantes (temperatura de 56°C). O material genético é absorvido pela
membrana de silica por vacuo. As condicdes de sal e pH do tampéo de lavagem garantem
que impurezas e inibidores de PCR n&o se liguem a membrana. O acido nucleico ligado a
membrana passa por trés etapas de lavagem a vacuo. O resultado da reacdo, uma placa com
volume final de extracdo de 60 pl em cada pogo, € congelada e descongelada para a etapa

seguinte.
4.3.3. Amplificacédo e deteccdo de acidos nucléicos

Os reagentes da PCR para o HBV (Modulo Amplification — Kit NAT HBV
BioManguinhos) foram realizados em protocolo separado do HIV/HCV (Mddulo
Amplification — Kit NAT HIV/HCV BioManguinhos®).

Os reagentes apds centrifugados foram montados no equipamento Janus sob
refrigeracdo, para a realizacdo do Mix de PCR, distribuicdo na placa 6ptica e aplicacdo das
amostras extraidas da placa Qiagen. Apos estes procedimentos a placa Optica é selada e
centrifugada para total retirada de bolhas em seguida colocada no equipamento 7500 Real-
Time PCR Systems (AppliedBiosystems®) que realiza as etapas de amplificacdo e deteccéo

em tempo real do HBV com programa estabelecido pelo fabricante.

A metodologia de amplificacdo especifica do alvo utiliza sondas TagMan marcadas
com fluoréforos que emitem fluorescéncia de comprimentos de ondas diferentes para a
particula calibradora, tornando possivel a deteccdo discriminatoria dos agentes. O
resultado é considerado detectdvel quando detectada fluorescéncia acima da linha

Threshold. Quando o resultado detectavel é referente a amostras em pool, na rotina
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seguinte as seis amostras compostas sao realizadas individualmente (single).

4.4. CALCULOS DA PREVALENCIA, INCIDENCIA E RISCO RESIDUAL

A prevaléncia do HBV foi restrita aos doadores de primeira vez (FT). O célculo é
baseado nas taxas de doacdes positivas confirmadas de HBsAg entre os anos de 2013 e
2014, bem como do HBV-NAT entre os anos de 2015 e 2016, divididas pelo nimero de

doacles antes e depois da implementagdo do NAT.

Taxa de Prevaléncia = Numero de Doadores confirmados Positivos (FT)

NUmero de Doagdes (antes/P6s NAT)

O marcador HBsAg (CMIA) foi utilizado para calcular as taxas de prevaléncia no
periodo entre 2013 e 2014. Apenas casos confirmados pela presenca simultdnea do
marcador anti-HBc total (CMIA) foram incluidos, e nos casos sem essa confirmagéo
soroldgica a presenca do antigeno viral foi confirmada pelo ensaio de PCR (Roche
Molecular Diagnostics).

No periodo de 2015 a 2016, o HBV-NAT foi elegivel para o calculo da
prevaléncia quando concomitantemente com teste soroldgico (marcadores anti-HBc ou
HBsAQ) ou teste de carga viral positivo para os casos janela imunologica, realizado por
Bio-Manguinhos (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

A taxa de incidéncia (taxa de soroconversdo) foi restrita aos doadores de
repeticdo (RP) e foi definida como o numero de soroconversores confirmados (anti-
HBC)/namero total de doagdes. O marcador anti-HBC foi considerado confirmado quando
simultaneamente apresentou HBsAg (CMIA) no periodo pré-NAT-HBV, ou HBV-NAT,
no periodo pés NAT-HBV, ou pela presenca do anti-HBs por kit de imunoensaio
enzimatico (EIA- Abbot Laboratério).

Ambas as taxas foram obtidas pelo tipo de doador, tipo de doacdo, regido do

banco de sangue e caracteristicas do doador.

Taxa de Soroconversdo = Doadores Soroconvertidos confirmados

Numero de Doagdes (antes/Pos NAT)

Uma outra taxa de incidéncia foi estimada para ser usada na estimativa do risco

residual: incidéncia pessoa-ano (py).
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A incidéncia pessoa-ano (py), foi calculada dividindo o namero de doadores de RP
(com presenca confirmada de antigeno viral para o0 HBV sendo; HBsAg ou HBV-NAT),
dividido pelo niumero total de py em risco. O nimero de py em risco foi obtido pela soma
dos dias dos intervalos de intervencdo entre a primeira e a Ultima doacdo para cada doador
de RP. O tempo em risco para um doador ndo infectado é o tempo da primeira a Gltima
doacdo no intervalo de estimativa e o tempo em risco para um doador seroconversor € o
tempo desde a primeira doagdo no intervalo de estimativa até a metade entre as duas
ultimas doaces. Este calculo pressupde que o risco de conversdo é igualmente distribuido
pelos intervalos; portanto, seu ponto médio é a melhor estimativa imparcial desse grupo.

As estimativas da incidéncia py e do risco residual de infecgdo viral \WP descrito
por Schreiber et al., 1996.

Taxa de incidéncia (py) = Numero de doadores soroconvertidos confirmados (RP)
pessoas-ano

O risco residual é obtido pela multiplicacdo da incidéncia py pela fracdo WP
dividido por 365 dias, de acordo com a seguinte formula: RR = incidéncia py x (teste de
triagem WP / 365 dias). O WP soroldgico foi utilizado para calcular o risco residual antes
da implementacdo HBV-NAT (38,3 dias - de acordo como descrito por O'Brien et al.,
2007; Zou et al., 2009) e apds a implementacdo do HBV-NAT foi utilizado 12 dias (de

acordo com o fabricante).

RR = Taxa de incidéncia (py) da infeccdo x Periodo de janela do teste (WP)
365 dias

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi utilizado o teste do qui-quadrado de Pearson para avaliar a
associacdo entre as diferencas nas variaveis categdricas quanto a prevaléncia e taxas de
soroconversao. Em seguida, o0 modelo de regressao logistica multivariada foi ajustado. A
auséncia de multicolinearidade entre as variaveis foi examinada por meio do fator de
inflacio de variancia (VIF), e o valor de corte adotado para a existéncia de
multicolinearidade foi VIF > 4. Os testes exatos de Fisher e qui-quadrado de Pearson
foram utilizados para a comparacdo dos HBV positivos confirmados e pessoa-anos antes e

depois da implementacdo do HBV-NAT.
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A regressdo de Poisson foi utilizada para avaliar as diferencas de incidéncia e risco
residual, e os intervalos de confianca ICs assumiram que 0S casos incidentes sdo
distribuidos por Poisson e as estimativas de risco residuais foram calculadas com uma
aproximacdo de Taylor as estimativas de erro padrdo de risco residual.

Os dados foram analisados por meio do pacote estatistico SPSS v20.0 (SPSS,
Chicago, IL, EUA). Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5. RESULTADOS
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Abstract

Background

Nucleic acid testing (NAT) for virus detection during blood screening has helped to prevent
transfusion-transmitted infections worldwide. In northern Brazil, NAT was implemented in
2012 for HIV and HCV and more recently, in January 2015, the screening for HBY was
included and currently used concomitant with serological tests (HBsAg and anti-HBc). This
study aims to evaluate the prevalence and the incidence of HBV infection among voluntary
blood donors at ten regional blood centers of HEMOPA Foundation in Paré state and to
compare the residual risk of transfusion-transmitted HBV infection before and after the Bra-
zilian HBV-NAT implementation.

Methods

The prevalence (restricted tofirst time donors- FT) and seroconversion rate (restricted to
repeat donors- RP ) of HBV were calculated based on rates of confirmed positive samples.
Residual risk wasbased on the incidence and window period (WP) model described by
Schreiber and coauthors. Logistic and Poisson regression were used in the statistical analy-
sis by SPSS v20.0. A pvalue <0.05 was considered statistically significant.

Results

HBYV prevalence in the periods before and after the implementation of HBV-NAT were 247
and 251 per 100,000 donations, respectively. Seroconversion rates were 114 and 122 per
100,000 donations in the two periods, respectively. The residual risk (RR) for HBV
decreased significantly in the posterior period to the HBV-NAT implementation, when

PLOS ONE | hitps://doLong/10.137 1 /journalpone 0208414 December 19, 2018

1/14

51



52

.
@PLOS ‘ ONE HBV residual risk in northem Brazil

comparedto RRA before implementation, with a reduction of 1:144,92 to 1:294,11 donations
(p <0,001).

Conclusions

The RR to HBV decreased after the implementation of HBV-NAT, increasing significantly
the transfusional security in the North region of Brazil at HEMOPA Foundation.

Introduction

Hepatitis B remains a major public health problem worldwide according to the World Health
Organization approximately 240 million people have chronic hepatitis B and 470,000 deaths
occur per year due to the consequences of hepatitis B such as cirrhosis and hepatocellular car-
cinoma [1].

Currently Brazil has approximately 207,000,000 inhabitants and the distribution of HBV is
quite heterogeneous in the 8,516,000 km® of country territorial extension. Aaccording to the
Ministry of Health the incidence in the northern area is above the national average (11 vs. 6.5/
100,000 inhabitants) [2]. However, southeast and south region concentrated the most cases of
hepatitis B [3]. Although hepatitis B vaccine has been recommended nationwide since 2000 for
newborns and individuals up to 49 years of age and vaccine coverage has had satisfactory
results, there are still several barriers to reach the target population, such as regions with diffi-
cult access and lack of adherence to the complete vaccination schedule (three doses)[2,3].

Ower the past decade, Brazilian hemotherapy has been characterized by the development of
laboratorial technologies and by the adoption of standard protocols for donor screening. The
set of quantitative and qualitative measures adopted improved the transfusion safety by mini-
mizing transfusion risks, especially related to transfusion safety in transmissible infections.
Nucleic acid testing (NAT) for virus detection during blood screening has helped to prevent
transfusion-transmitted infection worldwide [4,5,6,7]. However, the risk of infection persists
due to blood donations collected during the window period (WP) and the high prevalence of
the disease in the source population, therefore some mathematical models are used to estimate
the residual risk (RR) of transfusion-transmitted infections in several countries [8,9,10].

Brazilian technical regulations on hemotherapeutic procedures are determined by the Min-
istry of Health. The managing policies of blood products prohibit the monetary incentives to
blood donors. The candidates go through an interview and medical evaluation where they
answer a clinic and epidemiologic questionnaire. From the analysis of the candidate’s answers,
the ones who demaonstrate sexual behaviour with higher risks to sexual transmitted diseases
will be excluded of the donation, following the American Association of Blood Banks (AABB)
[11].

In Brazil, the importance of knowing and monitoring the risk of HBV transmission during
ablood transfusion was due to the recent implementation of the national NAT platform for
HIV, HCV and HBV detection, by Bio-Manguinhos (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil) and
Ministry of Health, in all Blood Centers of country. In the Center for Hemotherapy and Hema-
tology of Para (HEMOPA ) Foundation-responsible for the most blood and hemocomponents
transfused in the State of Para (northern Brazil with approximately eight million inhabitants),
it has been implemented in 2012 for HIV and HCV. Afterwards, in January 2015, the screening
for HBV was included and now is currently used concomitant with serological test: HBV sur-
face antigen (HBsAg) and antibodies to HBV core antigen (anti-HBc) [12].
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Previous studies have reported a heterogeneous prevalence of the HBsAg marker between
blood donors in different regions of Brazil, lower rates in the southern region, intermediate
rates in the Northeast and Southeast, and higher rates in the Amazon region [10]. Prevalence
and incidence data are important to have knowledge about the regional characteristics of HRV
infection in blood donors and to assist in the development of public health policies. An accu-
rate estimate of the risk of transfusion-transmitted HBV infection will hdp to monitor blood
transfusion safety and will establish measures to minimize risk as well as assess the value of
screening for HRV-NAT in Brazil. To our knowledge, this artide is the first to evaluate the
impact of HBV NAT implementation for blood screening in northern Brazil The aim of this
study was to determine the prevalence and incidence rates of HBV among voluntary blood
donors of HEMOPA Foundation and to compare the residual risk of transfusion-transmitted
HBYV infection before and after the HBV-NAT implementation.

Materials and methods
Donors’ database

The present study was conducted at the main HEMOPA blood center (Belém city) and it was
reviewed and approved by the Federal University of Para Fthics and Human Research Commit-
tees number: 1.982.903 (CAAE: 65760817.0.0000.5634). This study included all the donations
collected between 07/01/2013 and 06/30/2016 in the ten blood centers of the HEMOPA Foun-
dation distributed in the north (Beém, Ananindeua and Castanhal dities), west (Santarém city),
southeast (Maraba, Redengio and Tucurui cities), southwest (Altamira city) and northeast
(Abaetetuba and Capanema cities) of the state of Para. The study period was divided in two to
perform the analyses: before (07.01.2013-12.31.2014) and after (01.01.2015-06.30.2016) NAT
implementation. The donor database indudes age, sex, ethnicity, school level, results of the
screening assays and number of seroconvertors for the anti-HBc and HBsAg markers. The
donors were classified as first time (FT-donors without previous donation) and repeat donor
(RP-donors with one or more donation per year). Donations were dassified as replacement if
blood donors were donating on behalf of a friend or reative or as community if their donation

was not targeted to a specific person.

HBYV serological and molecular screening

Serological screening for HBsAg and anti-HBc markers were performed on all blood dona-
tions by the chemiluminescent assay (CMIA) using the Architect platform (Abbortt Laborato-
ries, Wiesbaden, Germany). Molecular screening for HBV was performed by NAT Kit
manufactured by Bio-Manguinhos- detection limit of 50 IU/mL (FIOCRUZ, Brazil). The sero-
logical screening was applied in individual donations (ID) and the mdlecular screening was
performed in a six-sample mini-pool (MP). NAT ID was applied to identify the positive sam-
ples in detected HBV MP. All Kits were applied according to the manufacturer’s recommenda-
tions and all tests on blood samples were performed in the central laboratory at the main
HEMOPA blood center, in Belém.

Serological and molecular HBV confirmatory tests

The HBsAg marker (CMIA) was used to calculate prevalence rates in the period between
2013-2014. Only confirmed cases by the simultaneous presence of the total anti-HBc marker
(CMIA) were included, and in the cases without this serological confirmation the presence of
the viral antigen was confirmed by the PCR assay (Roche Molecular Diagnostics). In the
period of 2015-2016, HBV-NAT was eligible for the prevalence calculation when concomitant
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multivariate logistic regression model was applied. The absence of multicollinearity between
the variables was examined by means of the variance inflation factor (VIF), and the cutoff
value adopted for the existence of multicollinearity was VIF> 4, Fisher's exact tests and Pear-
son's chi-square were used for comparison of Confirmed HBV Positive and Person-years
before and after HBV-NAT implementation. Poisson regression was used to evaluate the py
incidence and residual risk differences, and Cls assumed that incident cases are Poisson dis-
tributed and residual risk estimates were computed with a Taylor series approximation o the
residual risk standard error estimates. Data were analyzed using a statistics package SPSS v20.0
(SPSS, Chicago, IL, USA). A p value of less than 0.05 was considered statistically significant,

Results

During the period from July 1, 2013, to June 30, 2016, a total of 294,881 consecutive blood
donations were collected at the ten Blood Centers of the HEMOPA Foundation. In the period
before HBV-NAT implementation, 141 514 samples (which correspond to 47.9%) were
screened for HBsAg and anti-HBc and after the implementation of HBV-NAT, 153,367 sam-
ples (52%) were tested concomitant by NAT and serological tests. A total of 208,780 (70.8%) of
all donations came from repeat donors and was observed a predominance of community type
donation (67.7%). The main donor group was composed by male (65.4%), aged between 16
and 39 years old (62.48%), high school level (59.24%) and mixed ethnicity (76.5%). Across all
donations, 71.5% were from the North region of the state (Belém, Ananindeua and Castanhal
cities) (Table 1),

In the previous period to the implementation of HBV-NAT (2013-2014), 101 from the
total of 108 FT donors detected by HBsAg were confirmed and included in this study. From
these 101 included cases, 100 (99%) presented simultaneously anti-HBc and one presented the
profile HBsAg+, anti-HBC- and PCR +, At the same period, 115 out of a total of 178 RP donors
who seroconverted to anti-HBc were confirmed and included in this study. From these cases,
5(4,3%) also presented the HBsAg and 100 presented the profile anti-HBc+, HBsAg- and con-
firmatory anti-HBs+.

In the period after the implantation of HBV-NAT (2015-2016), 114 FT donors were
detected by the HBV-NAT. All of these cases were confirned and included in this study. From
this total, anti-HBc was also positive in 100% of the cases. HBsAg had coexisted in 108 of the
cases (95%) and in 6 cases (5%) the occult hepatitis were confirmed (HBV-NAT +, anti-HBc
+¢ HBsAg-). At the same time, 132 out of the total of 206 RP donors that seroconverted by
anti-HBc were confirmed and included in the study. From these, 5 donors (3,8%) presented
simultaneously HBsAg and HBV-NAT and the remaining 127 (96,2%) presented the profile
anti-HBc+, HBsAg-, HBV-NAT+ and anti-HBs+ confirmatory. There were no occult hepatitis
cases in RP donors in this period.

In Table 2 the prevalence per 100,000 donations in the period before and after HBV-NAT
implementation were 247 and 251 respectively. In both periods, donations from male donors
were more prevalent than donations from female, replacement donations showed higher prev-
alence than community donations, as the donor age group 40-69. In the period before
HBV-NAT implementation, the Metropolitan region of the Para State (North) presented low
prevalence when compared to other regions. In the period after HBV-NAT implementation
the Southwest blood center (Altamira city) presented the higher prevalence. There was no dif-
ference observed in the ethnicity group in both periods. After adjusted multivariate logistic
regression analyses, the variables sex, donation type, age group, blood center and school level
remained associated with HBV prevalence rate on blood donor in both periods.
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with serological test (anti-HBc or HBsAg markers) or positive viral load test for those immu-
nological window cases, performed by Bio-Manguinhos (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil).
The serpconversion rate was defined by the presence of anti-HB¢ in donors with negative
prior donations. [na period before and after HBV-NAT implementation, the presence of anti-
HBc was confirmed by the simultaneously presence of viral antigen (HBsAgin 2013-2014 and
HBV-NAT in 2015-2016) or by the presence of anti- HBs by the enzyme immunoassay kit
(EIA—Abbott Laboratories).

Prevalence and seroconversion rate per 100,000

The HBV prevalence was restricted to FT donors. The calculation was based on positive dona-
tions for HBsAg between the years 2013 and 2014, and between the years 2015 and 2016 on
donations detected by HBV-NAT. Positive donations were divided by the total number of
donations before and after HBYV-NAT implementation. The seroconversion rate was restricted
to RP donors and it was defined as the number of confirmed seroconverters (anti-HBc total)
divided by the number of donations before and after the NAT implementation. The HBV
prevalence and seroconversion rate were calculated by the type of donor, type of donation,
blood bank region and donor characteristics.

Estimates of incidence person-year and residual risk

The study period was divided in before (18 months) and afier (18 months) HBV-NAT imple-
mentation to perform the analyses. The incidence person-year (py) was calculated by dividing
the number of RP donors who had the confirmed presence of HBV viral antigen (HBsAgor
HBV-NAT) divided by the total number of py at risk. The number of py at risk was obtained
by summing the days of the interdonation intervals between first and last donation for each
RP donors. The time at risk for an uninfected donor is the time from first to last donation in
the estimation interval and the time at risk for a seroconverting donor is the time from first
donation in the estimation interval to half way between the last two donations. This calculation
assumes that the risk of conversion is equally spread over the intervals; therefore their mid-
point is the best unbiased estimate on this group.

The py incidence was adjusted considering that seroconversion to the hepatitis B surface
antigen (HBsAg) will underestimate the incidence due to the transient nature of the antigene-
mia. In the period before HBV-NAT, the correction factor for HBsAg was estimated consider-
ing the positivity time of the 63-day HBsAg and the observed distribution of interdonation
intervals among the study group, according to reports by Korelitz and co-authors [13]. In the
period after HBYV-NAT, the correction factor was estimated considering the mean of the sero-
conversion interval among the sudy group and the estimated period for detection of transient
DNA of 94.5 days as suggested by Vermeulen and co-authors [5].

The estimates of the residual risk (RR) of transfusion-transmitted viral infection were based
on the incidence py adjusted and WP estimates model described by Schreiber and coauthors
[14]. The residual risk is obtained by multiplying the incidence py for the WP expressedasa
fraction of the year, according to the following formula: RR = incidence py x (WP screening
test/365 days). The serological WP was used to calculate the RR before the HBV-NAT imple-
mentation (38.3 days—aobtained from previous report [15,16]) and the after the HBV-NAT
implementation was used 12 days (according to the manufacturer’s).

Statistical analysis
Initially, the Pearson’s chi-square test was used to evaluate the association between the differ-
ences in the categorical variants of prevalence and seroconversion rates. Next, the adjusted
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multivariate logistic regression model was applied. The absence of multicollinearity between
the variables was examined by means of the variance inflation factor (VIF), and the cutoff
value adopted for the existence of multicollinearity was VIF> 4. Fisher's exact tests and Pear-
son’s chi-square were used for comparison of Confirmed HBV Positive and Person-years
before and after HBV-NAT implementation. Poisson regression was used to evaluate the py
incidence and residual risk differences, and Cls assumed that incident cases are Poisson dis-
tributed and residual risk estimates were computed with a Taylor series approximation to the
residual risk standard error estimates. Data were analyzed using a statistics package SPSS v20.0
(SPSS, Chicago, 1L, USA). A p value of less than 0.05 was considered statistically significant.

Results

During the period from July 1, 2013, to June 30, 2016, a total of 294,881 consecutive blood
donations were collected at the ten Blood Centers of the HEMOPA Foundation. In the period
before HBV-NAT implementation, 141,514 samples (which correspond to 47.9%) were
screened for HBsAg and anti-HBc and after the implementation of HBV-NAT, 153,367 sam-
ples (52%) were tested concomitant by NAT and serological tests. A total of 208,780 (70.8%) of
all donations came from repeat donors and was observed a predominance of community type
donation (67.7%). The main donor group was composed by male (65.4%), aged between 16
and 39 years old (62.48%), high school level (59.24%) and mixed ethnicity (76.5%). Across all
donations, 71.5% were from the North region of the state (Belém, Ananindeua and Castanhal
cities) (Table 1),

In the previous period to the implementation of HBV-NAT (2013-2014), 101 from the
total of 108 FT donors detected by HBsAg were confirmed and included in this study. From
these 101 included cases, 100 (99%) presented simultaneously anti-HBc and one presented the
profile HBsAg+, anti-HBC- and PCR +. At the same period, 115 out of a total of 178 RP donors
who seroconverted to anti-HBc¢ were confirmed and included in this study. From these cases,
5(4,3%) also presented the HBsAg and 100 presented the profile anti-HBc+, HBsAg- and con-
firmatory anti- HBs+.

In the period after the implantation of HBV-NAT (2015-2016), 114 FT donors were
detected by the HBV-NAT. All of these cases were confirmed and included in this study. From
this total, anti-HBc was also positive in 100% of the cases. HBsAg had coexisted in 108 of the
cases (95%) and in 6 cases (5%) the occult hepatitis were confirmed (HBV-NAT +, anti-HBc¢
+ ¢ HBsAg-). At the same time, 132 out of the total of 206 RP donors that seroconverted by
anti-HBc were confirmed and included in the study. From these, 5 donors (3,8%) presented
simultaneously HBsAg and HBV-NAT and the remaining 127 (96,2%) presented the profile
anti-HBc+, HBsAg-, HBV-NAT+ and anti-HBs+ confirmatory. There were no occult hepatitis
cases in RP donors in this period.

In Table 2 the prevalence per 100,000 donations in the period before and after HBV-NAT
implementation were 247 and 251 respectively. In both periods, donations from male donors
were more prevalent than donations from female, replacement donations showed higher prev-
alence than community donations, as the donor age group 40-69. In the period before
HBV-NAT implementation, the Metropolitan region of the Pard State (North) presented low
prevalence when compared to other regions. In the period after HBV-NAT implementation
the Southwest blood center (Altamira city) presented the higher prevalence. There was no dif-
ference observed in the ethnicity group in both periods. After adjusted multivariate logistic
regression analyses, the variables sex, donation type, age group, blood center and school level
remained associated with HBV prevalence rate on blood donor in both periods.
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Table 1. Donation characteristics,
Characteristics MNumber (%)
All Period 254 881
Before HEV-NAT 141,514 4759
After HEV-NAT 153,367 5201
Type of donnor
First Time 86,101 2920
Repeat 208,780 T0.80
Sex
Male 1921918 6542
Female 101,563 3458
Donation type
Replacement 45,125 3126
Community 194,756 6774
Age group (years)
16-3% 184258 6148
40-69 110623 3752
Blood Center
Naorth 110,852 7153
West 15,608 .64
Southeast 35,301 1332
Southwest 9037 106
MNortheast 15,583 5.42
School Level
Mliterate 291 0.1
Middleschool 48,566 1647
High school 174681 5924
University 7133 2419
Ethnicity
Black 10,720 363
Mixed 115789 Te58
White 58,372 19.79

hitps #/doi.org10.1371/jounal.pone. 02084141001

Table 3 shows the results of seroconversion rate of HBV infection in the period before and
after HBV-NAT implementation, which were estimated at 114 and 122 per 100,000 donations,
respectively. The age group 16-39 showed a higher seroconversion rate in the period before

HBV-NAT implementation, however, in the period after HBV-NAT implementation was

observed the higher seroconversion rate in the age group 40-69. Southwest blood center (Alta-
mira city) and the blond centers of Metropolitan region of the Pard State (North region ) pre-

sented the higher seroconversion rate in the period before HBV-NAT implementation,

however, in following period, the Southwest and the Southeast region presented higher rate.
Only in the period after HEV-NAT implementation, donor attending high school level showed
ahigher seroconversion rate of HEV. After adjusted multivariate logistic regression analyses,
the variables age group and blood center, remained associated with HEV seroconversion rate

in blood donor in both periods.

Atotal of 5 RP donors were converted to HEsAg in the period before the implementation
of HEV-NAT, all 5 cases also had simultaneously seroconversion to anti-HBc (Table 4). The
person time during this period among all repeat donors was 103,376, presenting an HBV inci-

dence rate of 4.83 (95% CI 2.06-11.32) per 100,000 py. The incidence py ad justed was 6.65
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Table 2. Prevalence rate of HBY Infection per 100,04 donations in Para state of Brazll, before and after HBV-NAT lmple mentation,
BEFORE HEV-NAT [2013-1014)

Varlables

M. donations

Male
Permale

Donation
type

Replacement
Com munity

Agegroup
16-38
W-6%

Blowl Center
North
West

Southeast
So uthwest
Mortheast

School level
Mliterate

Middle
schonl

High school
University

Etlnlcity
Black

Mixed

Wil

FT

dunations

40,769

22,837
17932

12496
.27

30316
10453

9,122
7

5.5%

1,182

2218

42

7815

23413

iy

1,532

ila42

795

N

HRsAg
| positive |

| M7 (23-300)

11

i)

7

16

Prevalence
rate (95%CI)

| 302 (238-382)

178 (126-251)

| 228 (21-444)

U1(le4-273)

| 27 (162-265)

363 (64-498)

| 127 92-175)

500 (363-956)

56 (424-835)

B (460
15500
125 (96-5.8)

23800421

12321)
S50 (A0H-740)

Hd(1s2-281)

65 (X0-143)

522 (24~
107

244 [ 196-305)

5 (126-333)

https: #dol gy 10.137 1journal pone 020841 4 1002

»
value

[X13)

025

0005

< (L

< (LN

10

6 (04—

AOR P
5% CI) | value

1

058 (138~ | <0uH

.89}

096)

1 -
175 (L17-
262)

1
466 (L5-
BAD)
471 (1~
754)
6.70(1.52-
13500

177 (e
4.52)

44 (059
EFiF))

1

038 (.26~
.58}

(12 (05—
0.24)

046 (022
097)

039 ({16~
091)

0002

< {001

(L5

FT
dunations

45,332

24,805
A0.527

15,388
2046

33,700
11632

2471
im4

5931

1455

2461

“

6,704

7313

11,266

HAvs

9322

_ AFTERHBV-NAT (2015-1016)
N Prevalence P
HBV-NAT | rate(95% CI | value
Positive |
_lll 251 (208-301) |
| alpsem |
% | 175 (126-21) | 0003
| 350(269-857) |
6| 200(155-27) | <0001
| 207632 |
4| T8 | 0002
0 | 1530116202 |
B 265 (134-522)
B | S0 (H2-B19) | <0001
1 15740891~
2113
1 10 (7-229)
1 2,720402-
i 1L809) |
45 70 (501-#6)
51 | 190 (145-209) | <0001
15 133 (80-219)
7| A6 (2l 1-wm)
41 264 (215-324) | 023
16 171 {105-278)

ADR
[95% CI)

1

.55 (0,57~

(A1)

1

0.57 (0.3
0.82)

1

182 (125~
154)

1

169 (080-
1.56)

(20~
5.493)

903 (53~
15.210)

.26 (03~
1.80)

344 (6=
1555

1

0.28 (18-
042)

019 (011~
0.35)

1

b6 (128~

1.30)

.39 (i 16~
0.95)

U]

U]

U]

< {001

< {0

1

(95% C13.38-13.14). Using 38.3 days for the infectious WP, the RR of transfusion- transmitted
HBV infection was estimated in 0.69 per 100,000 donations (95% C10.63-0.74) or 1:144,92
donations,

In the period after the implementation of HBV-NAT, 10 RP donors were detected with the

presence of viral DNA, all of these cases were confirmed and included in this study. The num-
ber of confirmed cases of HBY was higher in this period (10 vs, 5 cases, p<0.001). Out of the
total, 4 cases (40%) presented at the same time the marker HBsAg, Three cases (30%)
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Table 3, Seroconversion rate of HEV infection per 100,00 donations bn Pard state of Brazil, before and after HEV-NAT lasplem entation,
BEFORE HEV-NAT (2013-1014)

Variables

N, donations
S

Male

Female

Do mathon
type
Replacement
Covmmun ity

Age group
16-39
Al

Blood Center
North
West

Southeast
Southwest
Naorr theat

Schvool level
hiterate
Middle

i hool

High school
Unfversity
Ethnlclty
Black

Mixed

White

RP
donat lons

100,745

71,10
295645

30,576
70,169

41315
S4A30

71974
6,60

13441

92

e

s

17,764

54706

23170

1760
77423

19,162

N.antl-  Serocomversion
HBe rate (95% CI)
positive
115 114 (95-137)
HH 124 (104h-152)
7 41 (63-132)

i1 124 (#1-171)
w 11 (B8-137)

7l 171 (136-216)
4 T4 (55-99)

45 131 (108-161)
2 29 (8- 109)

12 B8 (50-153)

1 137 (53-351)
2 37 (10133

[1] [1]

! 135 (91-201)

kL 117 (93-148)

21 41 (59-134)

4 234 (126-454)
43 107 (#6=132)

Ex | 1201180}

itps ol 0rg/ 10,1371 ournal pone. 0208414 1003
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value

L

097

<0001

AOR
(95% CD)

.73 (648~

1.13)

04 1060~

1.3

1

232(1L60-
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0.29 {0.07-
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0.27 (.06~
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1
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.50 (0,23~
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13

[T

(e
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(héd
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104 035
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3567
71,364
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77345
7144
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KR AL

16,274

63 449

27 Kl

LR
H2118

2083

AFTER HEV-NAT (2015-1016)

N. Antl-
He
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132

45
i

45
7

4l
il

El

a

11

Seroconve rsbin
rate (95% CI)

122 (103-145)

128 (105-157)
18 (79-151)

12 (91-16d)
121 (98- 150)

1403 (#3-127)
175 (133-230)

9 (70-113)
97 (47-201)
3 {225-409)
16{177-565)
1 (94-125)
[1]

117 (75-182)
42 (116-175)

79 (521200

1405 (41-268)
135 (112-163)

77 (48-123)

[ 4
value

.82

07

0002
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1
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.0k

<

%

LK

presented two serological markers (HBsAg and anti-HBc) and the last three cases (30%) were
considered WP cases, In this period the total person-years at risk was 110,747, producing an
incidence rate of HBY of 9.02 (95% CI: 4.9-16.62) per 100,000 py. The adjusted incidence was
10,43 per 100,000 py (95% C16.99-18.71). This period also presented a higher incidence rate
than the period before HBY-NAT im plementation { 1043 vs. 665, p = 0,027). Estimated WP
was reduced to 12 days using HBY-NAT, thus, the RR of transfusion-transmitted HBY infec-
tion was significantly reduced to 0,34 per 100,000 donations (95% C10,28-0.39) or 1:294,11
donations (p<0,001),
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Tl!ih i Py hi:id_merielud vesidual risks for HEV before (2013-2014) and after (2015-2016) HEV-NAT lmplementation.

Window period (days)
Confirmed HBY Positive
Person-years

Incidence py adjusted (CI 95%)
Hesidual risk per 100,000 | C1 95%)
Residual risk (1 in)

Before HBV-NAT After HEV-NAT .
2013-2014 _ W015-2016 , pvalue
Y 1 .

5 _ 10 _ <0.001

103,376 10747 068
665 (13813, 14) _ 10.43 (699-1871) _ 0.027
0.69 (063-0.74) 034 (0.28-0.39) <0001
144,92 294,11 <0.001

* Window perfod obtained from previous report (15,16,
" Window period obtained according 1o the HBV-NAT kit manufacturer.

hittps Zidod, orgy'10.1371 /joumal, pone, 0208414.1004

Discussion

This study describes the prevalence and the incidence of HEV infection by serological and
molecular markers and residual risk of transfusion-transmitted HBV among voluntary blood
donations in northern Brazil,

Serological markers in the period of 2013-2014 and molecular markers in the period of
2015-2016 showed similar prevalence in both periods (247 and 251/100,000), The general
prevalence of HBV among blood donors in this study was very high compared with other pre-
vious blood services in developed countries like Canadian Blood Services (97/100,000, 2001~
2005) [ 16], and American Red Cross (70/100,000, 2001 -2002) [17]. In Argentina the most cur-
rent prevalence of HBV in voluntary blood donors was 198/100,000, lower rate than those
found in our study [18].

In Brazil, the prevalence rates of HBV infection markers in blood donors shows significant
numbers and varies according to the serological marker: 0.14%-0.68% for HBsAg and 2.05%-
6.12% for anti-HBc [19,20]. A study conducted in three blood banks located in different cities
of the country showed differences in the prevalence of HEV (HBsAg and anti-HBc reactivity)
infection in FT donors. In Recife (northeast), a higher prevalence of infected donors was
observed (419/100,000), followed by Belo Horizonte (270/100,000) and 530 Paulo (213/
100,000}, both cities in the southeast region [10]. Our study presented a lower prevalence in
relation to the cities of Recife and Belo Horizonte and a higher prevalence than that found in
the city of S0 Paulo. This data is important and it is a warning to local authorities to
strengthen prevention, protection and treatment of Hepatitis B,

In Brazil, according to the Ministry of Health, the prevalence rate (in the presence of symp-
toms) in 2016 was estimated at 6.9 per 100,000 inhabitants in the general population. In the
period fram 1999 to 2016, 212,031 confirmed cases of HBV were reported, with the majority
of these cases (HBsAg and anti- HBc reactivity) concentrated in the Southeast (35.5%) and
South (31.4%) regions, followed by the North (14.3%), the Northeast (9.4%) and the Central
West regions (9.3%) [2]. This same report showed in the last two years a growing notification
of cases mainly in the north region [ 21]. However, the absence of notification cases of HBV
infection, especially in less developed regions of the state, can become an important bias in
northern region data,

In our study a higher prevalence of HBV infection was observed in male donors aged over
40 years and with low school level, This data is in agreement with other studies in blood donors
waorldwide [6,10,15,22], The highest prevalence among male donors may be correlated with
the behavioral aspects adopted by these donors. In Brazil, the low school level may be associ-
ated with poor socioeconamic conditions and more restricted access to health services. In
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older ages, this association may be a reflection of a cumulative effect of behavioral risks. The
highest prevalence in replacement donations is in agreement with results found in other Bra-
zilian studies [22].

Despite the increasing rate of anti-HBs reactive subjects due to the successful immunization
program in Brazil the adoption of NAT for hepatitis B screening in Brazilian Blood Centers
has helped to prevent transfusion-transmitted infection. In the state of Sio Paulo, at Sirio Liba-
nés hospital, there were HBV-infected (through blood transfusion) patients, which happened
through WP and HBV-NAT and it could have interdicted this infectious unit [23]. The first
Brazilian case of the immunological window for HBV was identified through individual
HBV-NAT screening that identified one first-time donor as having hepatitis B in WP, which
was not released for transfusion [24].,

It was observed in the HEMOPA Foundation that after the introduction of HEV -NAT in
donor screening, the pyincidence increased significantly, probably due to the greater sensitiv-
ity of HBV-NAT that detected 3 cases of HBV in donors in WP, strengthening the effectiveness
of HBV-NAT in relation to the serological methods as well as the importance that this tech-
nique has added to the strategies to increase transfusion safety in our region.

The introduction of HBV-NAT test also allowed the detection of 6 occult hepatitis cases
among the 45,332 FT donor samples in the period of 2015-2016, It is appropriated the data
supply of prevalence of this clinic entity in blood donors in order to do an evaluation of the
viral persistence state, nevertheless, occult hepatitis can be transmitted through transfusion
mainly in those countries that did not adopt the anti-H Bc test in serological triage.

In relation to the seroconversion rate of HEV in RP donors was observed that only during
before HBV-NAT period (2013-2014) there was a bigger rate of donors who were among 16-
29 (the lowest prevalence in FT donors to HBV), these data can reflect the necessity to invest
in prevention and vaccine campaigns (as this age group shows more active sexual behavior),
therefore being the most common infection through HBV,

The residual risk is a very important statistical tool applied in hemotherapy to analyze
transfusion safety, it is expressed as the chance of contracting a certain infection through trans-
fused blood. Therefore, the estimates of residual risk are critical to monitoring transfusion
safety and assessing the potential effect of new screening tests in Blood Centers [13,25]. Our
study estimated for the first time the residual risk of HBV transfusion-transmitted in Northern
Brazil. The residual risk results showed a significant reduction, from 1: 144,92 to 1: 294,11, due
to the fact that the WP of the HBV -NAT is shorter than the WP of serological tests. Asa result,
this data showed that there was an improvement in transfusion safety in our region.

In Brazil, before HBV-NAT implementation, Kupek and coauthors estimated in the south
of the country the RR for HBV by different methods (stand-alone HBsAg, HBsAg yield
method, and recent anti-HBc seroconversions). The RR estimated ranged from 1:30,821 to
1:62,482 [ 26).

The residual risk for HBV transfusion-transmitted found in our study is very high when
compared to developed countries [15]. The countries of the Americas and European are con-
sidered by the WHO to be of low prevalence for HBV [1]. Blood services estimated the residual
risk before HEV-NAT ranging from 1: 62,500 to 1: 640,000 and after HBV-NAT ranging from
1: 115,000 to 1: 8,000,000 [15,27,24,29,30,31 |. Considered by WHO as regions of medium and
high prevalence of HBV infection, respectively, the Republic of Korea and the African conti-
nent described the RR before HBV-NAT between 1: 121 and 1: 1,000 and after HBV-NAT,
Republic of Korea and the South Africa, between 1: 39,956 and 1: 43,666 [32,33,34,35,36,37].

Blood transfusion is considered a potential risk factor for transmission of viral infections
(38], therefore the first step for proper recruitment for blood safety isto reduce the risk of
transfusion-transmitted infections, avoiding collecting blood from donors with higher risk
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and preventing the waste of resources. Secondly, the effectiveness of the pre-donations inter-
view to eliminate candidate donors who engage in risky sexual behavior. Therefore, an
approach during clinical screening that could, above all, during the care, raise awareness, clar-
ify and sensitize the donor about the importance of the act, can reduce these risks [39].

We recognized some limitations in our study. HBV seroconversion rate may have been
underestimated since only donations with positive confirmatory tests were considered in the
study. This criterion adopted in our study was able to avoid false-positive results. According to
the literature, the genotype can influence WP [7]. Our study did not investigate which geno-
types were circulating during this period in our region, however, arecent study revealed that
the most frequent genotypes in Brazil are A (58.7%), D (23.4%) and F (11.3%) [40].

Conclusion

The safety of blood transfusion in northern Brazil has increased significantly with the deploy-
ment of HBV-NAT, contributing to greater safety of blood products produced at the
HEMOPA Foundation. However, recruitment strategies and donor selection remain impor-
tant tools that need to be improved to ensure, along with screening tests, a better transfusion
safety. In addition, the Brazilian NAT platform aims to increase the sensitivity of the kit as well
as the inclusion of new targets.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de tecnologias de diagnostico, tem importancia fundamental no
controle epidemioldgico e clinico do HBV. Os testes moleculares sdo empregados
atualmente como ferramentas de acompanhamento da doenga, auxilio no planejamento e
acompanhamento terapéutico.

No Brasil, uma proporcdo consideravel de voluntarios a doacdo sanguinea,
considera os bancos de sangue lugares convenientes para obter testes gratuitos, e que é
aceitavel ndo responder verdadeiramente as perguntas da triagem clinica, uma vez que as
infeccOes serdo detectadas com precisdo, e as unidades de bolsas infectadas, interditadas
(Goncalez et al., 2010).

Este estudo descreve a prevaléncia e a incidéncia da infecgdo pelo HBV por
marcadores soroldgicos e moleculares e risco residual de HBV transmitido por transfusdo
entre doagdes voluntarias de sangue no norte do Brasil.

Marcadores sorologicos no periodo de 2013 a 2014 e marcadores moleculares no
periodo de 2015 a 2016 apresentaram prevaléncias semelhantes nos dois periodos (247 e
251 / 100.000). A prevaléncia geral de HBV entre doadores de sangue neste estudo foi
muito alta quando comparada com outros estudos feitos em servi¢os de sangue em paises
desenvolvidos como Canadian Blood Services (97 / 100.000, 2001-2005) (O'Brien et al.,
2007), e American Red Cross (70 / 100.000 , 2001-2002). Na Argentina, a prevaléncia
mais atual de HBV em doadores voluntarios de sangue foi de 198 / 100.000, taxa menor

gue a encontrada em nosso estudo (Flichman et al., 2014).

No Brasil, as taxas de prevaléncia de marcadores de infeccdo pelo HBV em
doadores de sangue mostram nameros significativos e variam de acordo com o marcador
sorolégico: 0,14% -0,68% para HBsAg e 2,05% - 6,12% para anti-HBc (Andrade et al.,
2006; Nascimento et al., 2008). Um estudo realizado em trés bancos de sangue localizados
em diferentes cidades do pais mostrou diferencas na prevaléncia da infeccdo pelo HBV
(HBsAg e anti-HBc) em doadores de primeira vez (FT). Em Recife (Nordeste), observou-
se maior prevaléncia de doadores infectados (419 / 100.000), seguida por Belo Horizonte
(270 / 100.000) e Séo Paulo (213 / 100.000), ambas na Regido Sudeste (De Almeida-Neto
et al., 2013).

Nosso estudo apresentou menor prevaléncia em relagéo as cidades do Recife e Belo

Horizonte e prevaléncia maior que a encontrada na cidade de Sao Paulo. Estes dados sdo
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importantes e alertam as autoridades locais para o fortalecimento da prevencéo, protegéo e
tratamento da Hepatite B.

No Brasil, segundo o Ministério da Salde, a taxa de prevaléncia (na presenca de
sintomas) em 2016 foi estimada em 6,9 por 100.000 habitantes na populacdo geral. No
periodo de 1999 a 2016, foram notificados 212.031 casos confirmados de HBV, sendo a
maioria desses casos (HBsAg e anti-HBc) concentrados nas regides Sudeste (35,5%) e Sul
(31,4%), seguidos pelo Norte (14,3%), Regido Nordeste (9,4%) e Regido Centro-Oeste
(9,3%) (Brasil, 2017). Este mesmo relatério mostrou nos Ultimos dois anos uma crescente
notificagdo de casos principalmente na regido norte (Brasil, 2017). No entanto, a auséncia
de casos de notificacdo de infeccdo por HBV, especialmente em regides menos
desenvolvidas do estado, pode se tornar um viés importante nos dados da Regido Norte.

Em nosso estudo, foi observada uma maior prevaléncia de infec¢do pelo HBV em
doadores do sexo masculino com idade superior a 40 anos e com baixo nivel escolar. Estes
dados estdo de acordo com outros estudos em doadores de sangue em todo o mundo (Zou
et al., 2009; Patavino et al, 2012; Li et al., 2013; De Almeida-Neto C et al., 2013). A maior
prevaléncia entre doadores do sexo masculino pode estar correlacionada com os aspectos
comportamentais adotados por esses doadores. No Brasil, o baixo nivel de escolaridade
pode estar associado a condi¢cdes socioecondmicas precarias e acesso mais restrito aos
servicos de satde. Em idades mais avancadas, essa associacao pode ser um reflexo de um
efeito cumulativo dos riscos comportamentais. A maior prevaléncia nas doacfes de
substituicdo estd de acordo com resultados encontrados em outros estudos brasileiros
(Patavino et al, 2012).

Apesar do aumento da taxa de individuos reativos anti-HBs devido ao bem
sucedido programa de imunizacdo no Brasil, a ado¢do do NAT para a triagem de hepatite
B nos Centros de Sangue Brasileiros ajudou a prevenir a infeccdo transmitida por
transfusdo. No estado de Sdo Paulo, no Hospital Sirio Libanés, havia pacientes infectados
pelo HBV (por transfusdo de sangue), o que aconteceu através do (periodo de janela) WP, o
HBV-NAT poderia ter interditado essa unidade infecciosa (Wendel et al., 2008). O
primeiro caso brasileiro da janela imunolégica para o HBV foi identificado por meio de
triagem individual do HBV-NAT que identificou um doador pela primeira vez como tendo
hepatite B no WP, que néo foi liberado para transfusao (Levi et al., 2013).

Foi observado na Fundacdo HEMOPA que, apds a introducdo do HBV-NAT na

triagem de doadores, a incidéncia de py aumentou significativamente, provavelmente
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devido & maior sensibilidade do HBV-NAT que detectou 3 casos de HBV em doadores em
WP, fortalecendo a eficacia do HBV-NAT em relagdo aos métodos sorolégicos, bem como
a importancia que essa técnica agregou as estratégias para aumentar a seguranca
transfusional em nossa regido.

A introducdo do teste de HBV-NAT também permitiu a deteccdo de 6 casos de
hepatite oculta entre as 45.332 amostras de doadores de FT no periodo de 2015-2016. E
apropriado o fornecimento de dados de prevaléncia desta entidade clinica em doadores de
sangue para avaliagcdo do estado de persisténcia viral, no entanto, a hepatite oculta pode ser
transmitida por transfusdo principalmente naqueles paises que ndo adotaram o teste anti-
HBc na triagem soroldgica.

Em relacdo a taxa de soroconversdo do HBV em doadores de RP observou-se que
somente durante o periodo antes do HBV-NAT (2013-2014) houve uma maior taxa de
doadores que estavam entre 16-29 anos (a menor prevaléncia de doadores de FT para o
HBV), esses dados podem refletir a necessidade de investir em campanhas de prevencao e
vacinacdo (ja que essa faixa etaria apresenta comportamento sexual mais ativo), sendo,
portanto, a infec¢cdo mais comum por HBV.

O risco residual é uma ferramenta estatistica muito importante aplicada na
hemoterapia para analisar a seguranca transfusional, é expressa como a chance de contrair
uma certa infecgcdo pelo sangue transfundido. Portanto, as estimativas de risco residual séo
criticas para monitorar a seguranca das transfusdes e avaliar o efeito potencial de novos
testes de triagem nos Hemocentros (Korelitz et al., 1997; Kleinman et al., 2012). Nosso
estudo estimou pela primeira vez o risco residual de transmissao de HBV por transfuséo no
Norte do Brasil. Os resultados do risco residual mostraram uma reducdo significativa, de 1:
144,92 para 1: 294,11, devido ao fato de o WP do HBV-NAT ser menor que o WP dos
testes soroldgicos. Como resultado, esses dados mostraram que houve uma melhora na
seguranca transfusional em nossa regido.

No Brasil, antes da implementacdo do HBV-NAT, Kupek e co-autores estimaram
no sul do pais o RR para HBV por diferentes métodos (HBsAg independente, método de
rendimento de HBsAgQ e soroconversdes anti-HBc recentes). A RR estimada variou de 1:
30.821 a 1: 62.482 (Kupek et al., 2011).

O risco residual para transmissdo por transfusdéo do HBV encontrado em nosso
estudo é muito alto quando comparado aos paises desenvolvidos (Zou et al., 2009). Os

paises das Américas e da Europa sdo considerados pela OMS como de baixa prevaléncia
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para 0 HBV (WHO, 2017) Os servigos de sangue estimaram o risco residual antes do
HBV-NAT variando de 1: 62.500 a 1: 640.000 e apds o HBV-NAT variando de 1: 115.000
a 1: 8.000.000 (Tosti et al., 2002; Soldan et al., 2003; Gonzalez et al., 2005; Niederhauser
et al., 2005; Zou et al., 2009; Servant-Delmas et al., 2013). Considerados pela OMS como
regides de média e alta prevaléncia de infeccdo pelo HBV, respectivamente, a Republica
da Coréia e o continente africano descreveram o RR antes do HBV-NAT entre 1: 121 e 1:
1.000 e ap6s o HBV-NAT, Republica da Coréia e a Africa do Sul, entre 1: 39.956 e 1:
43.666 (Loua et al., 2004; Owusu et al., 2005; Vermeulen et al., 2009; Touré-Fall et al.,
2009; Kim et al., 2012; Ouattara et al., 2006).

A transfusdo de sangue € considerada um fator de risco potencial para transmissdo
de infecgbes virais (Farshadpour et al., 2016) portanto, o primeiro passo para 0
recrutamento adequado para a seguranca do sangue é reduzir o risco de infeccOes
transmitidas por transfusdo, evitando a coleta de sangue de doadores de maior risco e
prevenir o desperdicio de recursos. Em segundo lugar, a eficacia da entrevista pré-doacao
para eliminar doadores candidatos que se envolvem em comportamentos sexuais de risco.
Sendo assim, uma abordagem durante a triagem clinica que poderia, sobretudo, durante o
atendimento, conscientizar, esclarecer e sensibilizar o doador sobre a importancia do ato,
pode reduzir esses riscos (Busch, 2006)

Reconhecemos algumas limitacdes em nosso estudo. A taxa de soroconversdo do
HBV pode ter sido subestimada, uma vez que apenas doacdes com testes confirmatdrios
positivos foram consideradas no estudo. Este critério adotado em nosso estudo foi capaz de
evitar resultados falso-positivos.

Segundo a literatura, o gendtipo pode influenciar o WP (Tsoi et al., 2013). Nosso
estudo ndo investigou quais gendtipos estavam circulando nesse periodo em nossa regiao,
no entanto, um estudo recente revelou que os genotipos mais frequentes no Brasil séo A
(58,7%), D (23,4%) e F (11,3%) (Lampe et al., 2017).
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7. CONCLUSAO

A seguranca transfusional no norte do Brasil aumentou significativamente com a
implantacdo do HBV-NAT, contribuindo para uma maior seguranca dos hemoderivados
produzidos na Fundagdo HEMOPA. No entanto, as estratégias de recrutamento e selecdo
de doadores continuam sendo ferramentas importantes que precisam ser melhoradas para
garantir, juntamente com os testes de triagem, uma melhor seguranca transfusional. Além
disso, a plataforma NAT brasileira visa aumentar a sensibilidade do kit, bem como a

inclusdo de novos alvos.
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9. ANEXO
Anexol : Fluxo de Possiveis resultados sorologicos e NAT obtidos na triagem laboratorial
de doadores de sangue para Hepatite B e agdes referentes as amostras e aos doadores
(Orientacdo : MS)
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