Implantacao do teste NAT
no HEMOCE




DEFINICAO DO TESTE NAT

Teste para deteccao de acido nucléico do virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e do virus da
Hepatite C (HCV) em amostras provenientes de

servicos de hemoterapia.




IMPORTANCIA DO TESTE NAT

- Diminuicao da janela imunologica :
HIV (de 22 dias para 10 dias)
HCV (de 60 dias para 12 dias)

- Aumento da seguranca transfusional;

- Teste complementar a triagem sorologica.




PORTARIA N°112, de 29 de janeiro
de 2004, M.S.

- Prevé a implantacao no Brasil do teste de acido
nucléico (Nucleic Acid Test - NAT) para a deteccao
de patdégenos virais em unidades de doacao de
sangue e consequente aumento da seguranca
transfusional.




IMPLANTACAO DO TESTE NAT

- O Projeto do teste do acido nucléico — NAT teve inicio em 2004, sendo
desenvolvido por um consércio publico formado pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, pela Universidade Federal
do Rio de Janeiro — UFRJ e Instituto de Biologia Molecular do Parana — IBMP,
sob demanda e direcao nacional da Secretaria de Atencdo a Saude (SAS) do
Ministério da Saude por meio da sua Coordenacao Geral de Sangue e
Hemoderivados (CGSH).

- Realizacao de um Estudo Piloto no Hemocentro do Estado de Santa
Catarina, HEMOSC no ano de 2008, que contou com 5.000 (cinco mil)
amostras de servico de hemoterapia.
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IMPLANTACAO DO TESTE NAT

Esse Estudo Piloto possibilitou a implantacao de melhorias para utilizacao
dos kits e plataformas NAT em etapa posterior, no Estudo Multicéntrico,
ocorrido entre os anos de 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 Pré-Sangue de Sao Paulo
(FPS), estes identificados como sitios testadores do 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). Tal estudo foi
finalizado com 219.791 amostras.
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CONCEITOS

SIT-NAT: Sitio Testador do NAT - Hemocentro Coordenador do Estado
eleito para a realizacao centralizada dos testes NAT da Hemorrede
Nacional, realizando sua propria coleta de amostras para testes NAT,
conforme determinacéao do Ministério da Saude.

URA: Unidade Referenciadora de Amostra - responsavel por receber as
amostras das unidades de coleta de amostras de sua Hemorrede, e/ou
realizar a coleta de amostras para testes NAT, e também, responsavel
pelo preparo das amostras para envio aos sitios testadores do NAT.

UCA: Unidade Coletora de Amostra - servicos de hemoterapia que
realizam a coleta de amostras para testes NAT, responsaveis pelo
preparo das amostras para envio as unidades referenciadoras de
amostras
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SITIOS TESTADORES -SIT

- Expressivo quantitativo de amostras testadas;
- Maior estrutura da rede de servicos publicos no Estado;
- Melhor logistica e organizacao;

- O Ministério da Saude definiu 14 servicos de Hemoterapia como
Sitios Testadores NAT.




SIT-NAT

Santa Catarina HEMOSC

Pernambuco HEMOPE

Rio de Janeiro HEMORIO

Minas Gerais HEMOMINAS

Brasilia Fundacao Hemocentro de Brasilia
Sao Paulo Fundacao Pro-Sangue

Sao Paulo Hemocentro da UNICAMP

Sao Paulo Fundacao Hemocentro de Ribeirao Preto
Parana HEMEPAR

Para HEMOPA

Manaus HEMOAM

Campo Grande HEMOSUL

Fortaleza HEMOCE
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FLUXO DE TRANSPORTE NAT (M.S.)

SIT HEMOCE
Amostras Amostras Amostras Amostras

- Sitios Testadores (SIT) — locais escolhidos para realizar o teste NAT (HEMOCE);

- Unidades Referenciadoras de Amostras (URA) — locais que enviardao as amostras a
serem testadas (HEMOPI, HEMOMAR, Hemonucleos do HEMOCE);

- Unidades Coletoras de Amostras (UCA) — locais que coletardo as amostras a serem
testadas (HEMOPI, HEMOMAR, HEMOCE)

- PIAUI: Teresina.
- MARANHAO: S3o0 Luiz, Imperatriz e Balsas.
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LABORATORIO NAT

Equipe:
- Richeyla Custodio (Coordenadora)
- Regina Lucia (Farmacéutica Bioquimica)
- Newton Benevides (Farmacéutico Bioguimico)
- Emanna Odilia (Biomédica)
- Renato Sousa (Biomédico)
- Matildes Lucas (Técnica)
- Fabiane (Técnica)

Horario de Funcionamento:
Segunda a Sabado - 07h as 22h
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LABORATORIO NAT

Instalacoes:
- Chegada dos aparelhos: 16.04.12

- Instalagcao das Plataformas: 24.04 a 08.05 (Pl 01)
21.06 a 05.07 (P1 02)

- Liberagao das Plataformas: 25.05 (PI 01) e 16.07 (P1 02)
- Treinamento: 21 a 25.05 (12 turma)
16 a 18.07 (22 turma)

- Inicio das Rotinas: 20.06 (P/ 01) e 17.07 (P1 02)
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METODOLOGIA

- Técnica de Biologia Molecular;

- PCR em tempo real- quantificacao de moléculas a
cada ciclo;

- PCR multiplex HIV/HCV - amplificacdo ao mesmo
tempo.




LABORATORIO NAT

-  Processamento de Amostras:

- 1.104 amostras/dia (02 rotinas)

- Média diaria:

- HEMOCE: 350 amostras

- PIAUI: 180 amostras

- MARANHAO: 366 amostras

- Total da amostras dia: 896.




ROTINAS NAT HEMOCE

NAT INICIO FINAL AMOSTRAS

12 ROTINA 09h 17h Imperatriz (MA)
Balsas (MA)
HEMOCE

22 ROTINA 12h 20h Teresina (Pl)
Sao Luiz (MA)
Buffy Coat
(HEMOCE)




PIPETAGEM DAS AMOSTRAS

JLLLARA

LA

100ulL de cada
amostra

:|600uL de pool
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Tubos primarios Tubo secundario




PLATAFORMA NAT HIV/HCV

POOLING EXTRACAO PRE-PCR AMPLIFICACAO
(2h) (2h) (1h) PCR REAL TIME
(3h)

TEMPO ESTIMADO DA ROTINA: aproximadamente 8h




LABORATORIO NAT

PREPARACAO DO POOLING




LABORATORIO NAT

EXTRACAO E PURIFICACAO
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LABORATORIO NAT

FREEZER A -80° E -30°C




LABORATORIO NAT

DETECCAO E AMPLIFICACAO
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DIFICULDADES ENCONTRADAS




LABORATORIO NAT

Dificuldades encontradas na fase de implantacao do NAT

- Instalacao de somente uma plataforma;

- Conciliar horario de rotinas com coleta de Buffy-coat;

- Horario de funcionamento da Bio-Manguinhos até as 19h;
- Leitura dos codigos de barras das amostras;

- Demora na reposicao de etanol (empréstimo);

- Falta da micro-centrifuga (spin feito manualmente);

- Rotinas Invalidas.
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COLETA E ACONDICIONAMENTO DAS
AMOSTRAS

-  Homogeneizacdo apds a coleta (6-8 vezes);

- Centrifugacao em até 8h apods a coleta (2.700 rpm por 10min);

- Verificacao da separacao correta do plasma pelo gel;

- Acondicionamento entre 2°e 8°C;

- Centrifugacao das amostras de coletas externas, provenientes de
qualquer localidade, no ato da chegada ao Hemocentro regional.




ETIQUETAGEM DOS TUBOS




NAO CONFORMIDADES — ETIQUETAS

HEMOCE
NAO . .
CONFORMIDADES 2012 “ “
ALTAS 7.597 14,43 6242 18,37
DESALINHADAS 659 1,25 686 2,02
CORTADAS 943 1,79 32 0,09

TOTAL DE
AMOSTRAS 52.652 33.981
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NAO CONFORMIDADES — AMOSTRAS

HEMOCE
NAO
(o)
CONFORMIDADES 2042 &
LIPEMICAS 397 0,75 627 1,85
HEMOLISADAS 115 0,22 70 0,21

TOTAL DE
AMOSTRAS

52.652 33.981
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MELHORIAS NO KIT NAT HIV/HCV
HEMOCE

-Incorporacao de iniciador reverso adicional;

-Melhora na cinética de amplificacao para as amostras positivas;
-Limite de deteccdo do kit NAT HIV/HCV DE 5.000Ul/mL para
300Ul/mL para o virus do HIV e HCV;

-Ajuste da reacao de amplificacao e deteccao para 50 ciclos;
-Diminuicao da ocorréncia de perfis de background;

-Diminuicao do tempo de processamento total do KIT NAT HIV/HCV
em 25min.




LABORATORIO NAT
TESTES NAT REALIZADOS NO HEMOCE

Quantidade total de amostras analisadas por més, no periodo de Junho de 2012
a Abril de 2013
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LABORATORIO NAT

Quantidade de amostras realizadas entre os meses de Junho de 2012 a Abril
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LABORATORIO NAT

Correlacao entre os resultados de Sorologia e NAT para HIV, do
HEMOCE, entre os meses de Junho de 2012 a Abril de 2013
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LABORATORIO NAT

Correlacao entre os resultados de Sorologia e NAT para HCV, do HEMOCE,
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CORRELACAO NAT x SOROLOGIA
(HEMOCE)

HIV JAN FEV MAR ABR

NAT NEG / SOR IND

15 12 18 38
NAT POS / SOR IND
0 0 0 0
HCV JAN FEV MAR ABR
NAT NEG / SOR IND
22 14

NAT POS / SOR IND




FLUXOGRAMA DE LIBERACAO DE RESULTADOS

[ Recebimento de Amostras }

|
[ Preparar POOL ]

{ Realizar o teste NAT }
[NAT HIV/HCV NEGATIVO] [NAT HIV/HCV POSTIVIVO}
(NAT HIV/HCV Individuaﬂ (Realizar NAT HIV/HCV
NEGATIVO ) L Individual
Liberar resultado Liberar resultado NAT HIV/HCV Individual
NAT NAT POSITIVO
{NAO DETECTAVEL HIV e HCV} L DETECTAVEL HIV e/ou HCV }
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FLUXOGRAMA DE REPETICAO DE DOADORES

| Amostra Recebida (Repetigao) |

v

Solicitagio no 3BS do Teste MAT
(HIV efou HCV) i

SIM | NAO
Y L

Verificar Resultados
Liitima Doacio

Verificar Resultados
Litima Doacio

Y Y Y Y Y Y Y
Resultados Resultados Resultados Solictacio Resultados FResultados Fesutados
MATI/ISOR MAT/ISOR MNMATISOR M édica MATISOR MNATISOR MNATISOR
Ciscordamntes POSITIVOS MEGAT WVOS Discordamtes POSITIVOS MEGAT VOS5
Realizar o Mao [ E= ] Realizar o Cadastrar MEo MED
Teste MAT Realizar o Realizar o Teste MAT Exame Realizar o Realizar o
Solictado Teste Teste Solictado AT Teste Teste
Excluir o Excluir o Realizar o Comunicar Comunicar
Teste MAT Teste MAT Teste MAT para a para a
* * Salictado Sorologia Soralogia
Comurticar Comunicar
para a para a
Soralogia Sarologia
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