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El riesgo de transmision viral asociado atransfusiones de
sangre ha disminuido en las pasadas décadas debido a:

< Mgoramiento en |la seleccion de donantes
< Métodos de inactivacion viral.
< Aparicion de métodos de tamizaje mas sensibles.

< Incorporacion de sistemas de control de calidad de
Procesos.



Marcadores de HIV durante la infeccion
temprana

«— HIV RNA (plasma)

Ramp-up viremia
DT =21.5hrs
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Ventanas de seroconversion para HIV

Reduccidn de Riesgo Estimacion
Virus Prueba la ventana residual / de
Millon casos / afno
HIV p24 Ag 6 dias 1.48
DNA PCR 6 dias 1.48
RNA PCR 11 dias 1.01 12
HBV DNA PCR 25 dias 8.33 84
HCV RNA PCR 59 dias 2.72 81

Basado en REDS, NHLBI Retrovirus Epidemiology Study
Busch, Kleinman, Korelitz, Schreiber




Marcadores de HCV durante la infeccion

temprana
Plateau phase viremia ~ 55 days Anti-HCV EIlAsS
Ramp-up phase HCV RNA 15t gen 150 d
2nd gen 80 d

DT =17.7 hrs 3dgen70d

- HCV Ag EIA

- HCV MP-NAT
Pre-ramp-up
viremia - HCV ID-NAT
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Ventanas de seroconversion para HCV

Prueba Dias
HCV Ab 1.0 08
HCV Ab 2.0 82
HCV Ab 3.0 70
ALT 53

RNA PCR 14




Perfil de la infeccion HBV aguda
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A PESAR DE LA REALIZACION DEL TAMIZAJE DE
MARCADORES SEROLOGICOS LA TRANSMISION PUEDE
OCURRIR;

< Donacion de sangre durante el periodo de ventana.

< Donantes asintoméati cos portadores cronicos de unainfeccion
transmisible con resultados persistentemente negativos en las
pruebas de laboratorio y/o seroconversiones atiipicas.

< Infeccion por mutantes o cepas raras, tampoco detectables por
|as pruebas utilizadas.

< Errores humanos o de laboratorio: calidad de los equipos
utilizados y recurso humano calificado.



Evolucion del riesgo en la provision de
sangre
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Bacterial Contamination of Blood Components: Risks, Strategies, and Regulation Hillyer et al.
Joint ASH and AABB Educational Session in Transfusion Medicine. Hematology 2003




Deteccion de ARN /DNA viral en
suero/plasma (NAT)




Tests de acidos nucleicos (NAT)

< Basados en amplificacion de secuencias de acidos
nucleicos; tienen alta sensibilidad y especificidad.

< Detectan el ADN o el ARN de el agente etiologico,
independientemente de la respuesta inmune (tests de
anticuerpos); la amplificacion ocurre en el tubo de
ensayo, no en el donante o paciente.

< Capaces de detectar un pequeino numero de copias.
Tedricamente, dependiendo de la cantidad de muestra y
del numero de repeticiones.



Tests de acidos nucleicos (NAT)

< Son positivos en periodo de viremia en la ausencia,
o en la presencia de bajo titulo de anticuerpos

< La sensibilidad minima requerida por la FDA para
tests para VIH e VHC es de 100 copias/ml

<+ Para HBV , FDA esta considerando requerimiento de
deteccion de 10 copias/ml, 95% de las veces

<+ La altisima sensibilidad, puede ser insuficiente para
detectar donaciones con baja viremia que transmiten
infeccidon porque el volumen del inoculo (la
transfusion) es muy alto (>250 ml)



OBJETIVOS DEL NAT

Reduccion del “periodo ventana™

Virus

eaccion inmune

Deteccion mas temprana




Periodo ventana de una infeccion viral

&
Infection

Figure 1: :
Virus Replication



Tecnicas NAT

— PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)
— 3SR (Replicacion de secuencia autosostenida)

— NASBA (Amplificacion basada en secuencia de acidos
nucleicos)

— SDA (Amplificacion por desplazamiento de cadena)
— QP replicasa (amplificacion de lareplicasa Q beta)

— LCR (Ligase chain reaction)




Tecnicas del NAT

Amplificar dianas de RNA (HCV y HIV):
— Amplificacion basada en secuenciade nt (NASBA)

Amplificar dianas de DNA o cDNA:

— PCR (VIH, CMV, virus de |a hepatitis B, papilomavirus,
hantavirus, herpes 6 y 8, gran variedad de patdgenos
bacterias, parasitos.)

— LCR (Mycobacterium tuberculosis, Borrelia burgdorferi,
Neisseria gonorrohoeae y N. meni ngltldls)

Amplificar material gendmica en particulas virlaes:

— Branched DNA (HCV, VIH, CMV vy hepatitis. Monitorear
los nivelesde ARN de HCV y VIH durante y después del
tratamiento)



Secuencia general de pasos para la tecnologia NAT

Ealitl.ralnrs. Viral Lysis, Amp Rgt., Probe Automatic
Specimens, RNA Capture, oil, Hybridization RLU
and TCR and Washes and Enzyme Selection Reading

TCS Water baths Water bath Luminometer

Luminameater




Amplificacion basada en secuencia: NASBA

« A.isotermica del ARN basada en latranscripcion
(41°c)

» Deteccion basada en un método de
guimioluminiscencia.

e No requiere termociclador

* Resultadosen 1 hr

 Enzimas. T7 RNA polimerasay RNAsaH

 GeneraRNA antisense (RNA —5'->3') apartir de
RNA sense (RNA + 3'25')

* Generade 100 a 1000 amplicones de RNA por ciclo




o Paraaislar muestrainicial: capturade ladiana
por separacion con microparticulas magnéticas.

Magnetic
Microparticle




« NASBA emplea sondas beacons

Tobound: Mo Fluorescence




1 de los iniciadores contiene un promotor que
necesitala ARN-polimerasa T7

Enzima sintetiza ARN a partir de ADNCc.

Amplicones detectados usando sondas beacon que
fluorescen luego de la union a secuencia diana.

Usan 2 sondas marcadas con distintos fluoroforos:
diferenciar amplicones dianay calibradores.



NASBA principle
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Deteccion: emision de luz por parte de atomos de
rutenio unidos al ARN amplificado, que se cuantificay
extrapol a sobre unarecta obtenida a partir de laemision
de los calibradores.

HPA
Hybridization Protection Assay
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Reaccion en cadena de la ligasa (LCR)

Ciclos repetidos de hibridacion de oligos y de ligacion, para generar
multiples copias de la secuencia de acidos nucleicos.

Dos parejas de sondas complementarias: hibridaran en posiciones
adyacentes en cada hebradel ADN diana.

El complejo diana-sondas sera el sustrato parala union por medio dela
ADN ligasa gracias asu actividad selladora de brechas.

sonda A sonda B
n 13" & 13* oligonucleatido
3' 16" 3 15' duplicado sondac
sonda A' sonda B'
l ADM diana
Ol 1 3
' | | | K'
B ] [ ] 3°
3" | §'
ADM diana l ADN ligasa
ADM diana
Ol 1 3
3 | K"
L | 3*
3l | §'
ADMNM diana

Figura 3. LCR



Unavez producidalaligacion,
el producto resultante puede ser
separado mediante
desnaturalizacion por calor.

Tanto lahebrade ADN
monocatenario como €l
producto ligado serviran de
moldes adicionales.

Enteoriaen cadaciclose
duplicard el numero de copias.

1° passafgio: denaturazione mediante calore

I Sequenzs
I bersaoio
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' passagglo: rinaturazione mediante raffreddamento
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4* passaggio: |egame
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* Difiere delos méetodos de amplificacion basados en
la polimerasa (PCR, NASBA) en que no se
produce sintesisde ADN o ARN “nuevo”.

e Ladianano esduplicada, smplemente sirve de
molde para |la reorganizacion de sondas
preexistentes

« Lassondas unavez organizadasy ligadas serviran
de sustrato para nuevas reacciones.




e LaLCRsehautilizado Normal &-Globin Sickle B-Globin

parala deteccion de varios CCTG AGGAG CCT6T
(papillomavirus, HIV-1, — e S
Mycobacterium GGACTCCTC GGACACCTC
tuberculosis) * Thermostable ligase +
«  Detecta mutaciones ) <Y
puntuales en genes
rel acl c_)r)ados con la # repeat cycle up to 30 times +
aparicion de enfermedades
genéticas E— ]
i
« Elevado grado de :_;:“;Iigated oligos
eSpeCIfI cidad. |
a1
I

copyright MW.King 1996




Branched DNA

» El material inicial son los viriones, no e ARN plasmatico
total.

« Seamplifica la senal en lugar del blanco de acido nucleico,
esto se hace mediante pasos sucesivos de hibridizacion

e No estdbasado en PCR

» El acido nucleico extraido se fija en una microplaca que
contiene sondas especificas

* El complejo ARN-sondas se le unen sondas de ADN con 15
ramificaciones, a cada una de las cuales se unen 3 sondas
marcadas capaces de emitir luz a anadir un sustrato.

» Sondas de captura (o bloqueo) y sondas amplificadoras
(ramificadas)




» Este bADN tiene multiples cadenas ramificadas a manera de
arbol y cada una de estas ramas es un sitio de hibridizacion
CON una sonda marcada con una enzima, que reacciona con
un sustrato que permite la demostracion colorimétrica o
guimioluminiscente

o
.1_'\
bridize
Lyse cells to release mRNA in the presence of meETrmr La';i- k
target probes (LEs and CEs and Blocking Probes) 0 Ampl.f.auhﬂra

Label Extender (LE)




Branched DNA: Genotipos en poblacion

viral diversa
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NAT en banco de sangre

e Dossistemas de pruebas utilizados para
escrutinio de |os donadores de sangre:

— Roche Molecular Systems Cobas Ampliscreen
paraHCV y HIV

— GenProbePooled Plasma HIV-1/HCV
Amplified Assay (America s Blood Centers,
1999).




NAT para HIV-1y HCV en
donadores de sangre

* Preparacion de lamuestra

« Amplificacion de RNA dianas
(HIV-1y HCV).

* Deteccion de los productos
amplificados (amplicones).




NAT: Preparacion de muestra

e Lasmuestrasde
sangre colectadas de
donadores se tratan
con detergente para
solubilizar |a
envolturaviral,
denaturar proteinasy
liberar RNA
gendmico.




NAT: Oligos y amplificacion

Oligos homologos
complementarios a regiones
altamente conservadas del gen
de polimerasa en el genomade
HCV y HIV.

L os hibridos formados son
adsorbidos a microparticulas
magnéticas y separados del
plasma por un campo
magnético

Amplificacion mediada por
transcripcion, gue usa
transcriptasa reversa, se usa
para amplificar targets HIV-1
y HCV.

DNA hybridization

)

ES%S:(){%
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Sample 1
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Hybrid | 1 Duplex of
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NAT: deteccion

 Unasonda
guimioluminescente se
hidrida con € amplicony es

detectada por un Brettanomyces Probes
lumindmetro. DA

"\ o Deteccion: hibridizacion de Eﬁmﬂm

amplicon con su sonda @ _@Q
(simple cadena) __
qui miol uminiscente. i Q Q o

% o Lumindmetro: detecta

presencia de sefales
producidas por sondas
hibridizadas.




NAT: interpretacion

e Encadareaccion se adicionaun
control interno para asegurar
todas | as etapas del proceso.

S lapruebaes positiva: pruebas
discriminatorias para diferenciar
entrelos dosvirus, HIV-1y
HCV, con el mismo proceso.

* La durac_l on tOtaI de Iatecnlcaes ucleic Acid Testing (MAT) reduces the window periad for
de aproximadamente 5 horas y detecting Hapatitiz C and HIV,
media




Discriminacion

Deteccion de presencia de genomas
virusHIV o HCV pero NO PUEDE
DIFERENCIARLOS.

Ensayos de discriminacion sobre las
muestras encontradas reactivas en los
ensayos multiples: determinar sin son
positivas para HIV, HCV o ambos.

Mismo procedimiento basico de
ensayo multiple: sondas especificas
paraHIV y HCV se usan de forma
separada, no juntas

U ®2001 James A. Perkins




Limitaciones econdmicas y téecnicas

(1) NAT requiere personal entrenado Y
equipos que no es comun en los
bancos de sangre.

(2) Laprevencion de la contaminacion
cruzada de amplicones entre
muestras requiere que la preparacion
de reactivos, mangjo de las muestras,
amplificacion genomicay deteccion,
sean |levados a cabo en ambientes
separados.

(3) Los ensayos de NAT comercialmente
disponibles requieren mas tiempo
gue las pruebas actual mente ——— : b
Utilizadas (24 36 hr despuésde  Trmesfe biess g o
recol eccion). ’ |




Limitaciones economicas y técnicas

(4) El de NAT
comercia es aproximadamente 10 veces
mayor gque la prueba de EIA mas cara.

(5) Algunos virus pueden ser concentrados
usando ultracentrifugacion, otros no

(HCV).
(6) Algunos virus tienen afinidad por _ . 5
Centif dt te th
L. (HCV une n:srnnpnnﬂgren;anr?bl-iisd v.?i:hﬁﬁagﬁae -:-rigl?nal
lipidos presentes en el plasma): pueden blood donstion bag.

ser descartado durante la decantacion y
etapas de lavado.




Limitaciones logisticas

* Por razones de costo-efectividad,
el sstema automatizado no
permite gecutar |0s ensayos en Niwis ) v
muestras individuales, asi que i it
Inicialmente la prueba es llevada |
a cabo en mezclas de muestras de
donadores.

o 50% delas muestras NAT-
posSitivas se espera gue sean
fal sos positivos.

o
Each unit of blood is leukoreduced to remouve the white
bload cells,




Futuras aplicaciones

» Plataformas que permitan una
deteccion directa de otros virus
(hepatitis B, € parvovirusB-19y €
citomegalovirus) y otros agentes
Infecciosos como Trypanosoma,
Babesia y las especies de
Plasmodium.
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