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RESUMO

Introducdo: A malaria transmitida por transfusao (MTT) é uma doenca grave
e subnotificada nos paises endémicos para malaria. Avaliou-se o risco da
MTT em servicos de hemoterapia (SH) da Regido Amazbnica brasileira
(RAB) por meio da estimativa das prevaléncias de infec¢ao por Plasmodium
e dos seus fatores de risco (FRMal) em candidatos a doagcdo de sangue.
Realizou-se uma avaliagdo normativa de SH da RAB, com enfoque na
prevencdo da MTT e calculou-se a sensibilidade de um protocolo de nested-
PCR aplicado em pool de amostras de sangue total. Métodos: Candidatos a
doacdo de sangue, aptos e inaptos pela triagem clinica (TC) e
epidemioldgica (TE) de quatro SH, foram investigados quanto a presenca de
FRMal e tiveram uma amostra de sangue coletada para detecgdo do
parasito. Nested-PCR em pool de cinco amostras foi utilizada para deteccao
do Plasmodium. As prevaléncias e intervalos de confianca a 95% (IC95%)
foram obtidos dos resultados da nested-PCR (infec¢do) e do questionario
epidemiologico (FRMal). Para avaliagdo normativa, utilizou-se questionario
semiestruturado que e os SH foram classificados em inadequados,
parcialmente adequados e adequados. Resultados: A nested-PCR
apresentou sensibilidade de 95,2% (IC95%: 76,2% a 99,9%) para deteccao
de 0,20 parasito/microlitros de sangue. Para o estudo da prevaléncia e dos
FRMal, foram selecionados 2.992 individuos (80% aptos e 20% inaptos). A
maléria foi o principal motivo de inaptidao entre as mulheres, e o segundo
entre os homens. Os principais FRMal nos candidatos a doagao aptos foram:
“moradia/trabalho/estudo em municipios com alto risco para maléaria” (40,0%:
IC95%: 38,0% a 40,2%); “deslocamento para areas de risco (zona
rural/areas silvestres/garimpos)” (19,3%: 1C95%: 17,8% a 21,0%); “duas ou
mais malarias na vida” (8,9%: 1C95%: 7,8% a 10,1%). Pelos critérios

normativos, 42,0% (1C95%: 40,1% a 44,1%) dos aptos relataram FRMal que



os tornariam inaptos a doagéo no dia da entrevista. A prevaléncia geral de
infeccdo por Plasmodium foi 0,07% (n=2/2.992; 1C95%: 0,01% a 0,27%),
sendo de 0,04% (IC95%: 0,00% a 0,27%) nos aptos e 0,17% (IC95%: 0,01%
a 1,07%) nos inaptos. A mediana geral de pontos entre os SH avaliados na
avaliacdo normativa foi 49,8 (minimo=16; maximo=78); cinco foram
classificados como inadequados e cinco como parcialmente adequados.
Conclusbées: Nested-PCR em pool de amostras mostrou-se uma alternativa a
gota espessa na triagem laboratorial para malaria em SH da RAB. A alta
prevaléncia de exposicao aos FRMal nos candidatos a doagdo de sangue
alerta para o risco de gerar desabastecimento se, de fato, todos os expostos
aos FRMal fossem considerados inaptos. Portanto, é indicada a utilizacao de
testes de alta sensibilidade na triagem laboratorial da malaria. A avaliacao
normativa mostrou que a adesao as normas para a prevencao da MTT é
negligenciada pelos SH. Recomenda-se o aperfeicoamento das normas
vigentes para reduzir o risco de MTT, com a preocupacdo em nao causar
desabastecimento de sangue na RAB.



ABSTRACT

Transfusion-transmitted malaria (TTM) is a serious, underreported disease in
malaria endemic countries. The aim of this thesis was to evaluate the risk of
TTM in blood banks (BB) from the Brazilian Amazon Region (BAR) by
estimating the prevalence of Plasmodium infection and its risk factors in
blood donors as well as conducting a normative evaluation in BB, focusing on
prevention of TTM. Blood donors from four BB were surveyed about the
presence of risk factors for malaria and had a blood sample collected for
parasite detection. Nested-PCR in pool of five samples, previously validated
for these conditions, was used for Plasmodium detection. The prevalence
and confidence intervals at 95% (95%CI) of Plasmodium infection and risk
factors for malaria were obtained, respectively, based on the results of the
nested-PCR and epidemiological questionnaire. The normative evaluation
was performed in 10 BB from BAR using semi-structured questionnaire. For
each item a score was assigned and the final score of each BB enable us to
classify it as inadequate, partially adequate and adequate. The nested-PCR
presented a sensitivity of 95.2% (95% CI: 76.2% to 99.9%) for detection of
0.20 parasites/microliter of blood. We surveyed 2,992 individuals, 80%
qualified and 20% deferred for donation after the BB clinical and
epidemiological screening, to assess the prevalence and risk factors for
malaria. Malaria was the main deferring cause among women, and the
second among men after BB clinical and epidemiological screening. The
main risk factors among qualified donors were housing, work or study in
municipalities with high risk for malaria (40.0%: 95%ClI: 38.0% to 40.2%) and
visiting risk areas (rural, wild areas and mines) (19.3%: 95%CI: 17.8% to
21.0%). In addition, 8.9% (95%CI: 7.8% to 10.1%) reported two or more
episodes of malaria in their life. According to the regulations, 42.0% (95%CI:
40.1% to 44.1%) of qualified donors had one or more deferrable risk factors



for donation. The overall prevalence of Plasmodium infection was 0.07%
(n=2/2.992, 95%CI: 0.01% to 0.27%) and 0.04% (95%CI: 0.00% to 0.27%)
among qualified donors and 0.17% (95%CI: 0.01% to 1.07%) among
deferred donors. About normative evaluation, the overall median score was
49.8 (min=16, max=78) Five BB were classified as "inadequate" and five as
"partially adequate". Nested-PCR in pooled samples proved to be an option
to the thick blood smear for malaria laboratory screening in BB from BAR.
The high prevalence of exposure to risk factors for malaria in blood donors
highlights the risk of lack of blood supply if all exposed donors were deferred.
Therefore, high-sensitivity tests are necessary for malaria laboratory
screening. Normative evaluation showed that adherence to standards for the
prevention of TTM is neglected by BB because none achieved "adequate”
rating. We recommended improvement of current regulations to reduce the
risk of TTM, keeping in mind the concerning about lack of blood supply in the
BAR.



1. INTRODUGCAO

A malaria é uma das doencas que mais afeta a humanidade no mundo de hoje.
Metade da populagdo mundial vive em areas onde a malaria € endémica (Seed
et al., 2005). E uma doenca infecciosa febril aguda causada por protozoarios
do género Plasmodium. As quatro principais espécies de plasmddios que
causam a doenca sao P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale. As trés
primeiras espécies tém ocorréncia mundial e a quarta esta restrita ao oeste da
Africa subsaariana. A espécie P. falciparum causa a forma mais grave e letal
da doenca e é a espécie predominante na Africa (Seed et al., 2005).

Os plasmédios causadores da malaria sado parasitos intracelulares de
hemacias. Sao transmitidos ao homem pela picada de diversas espécies de
mosquitos do género Anopheles. O periodo de incubacéao varia de acordo com
a espécie de Plasmodium. Para o P. falciparum, de 8 a 12 dias; P. vivax e P.
ovale, 13 a 17 dias e P. malariae, 18 a 30 dias (Ministério da Saude, 2010).

As manifestacdes clinicas da malaria estdo relacionadas ao ciclo reprodutivo
dos plasmdédios. Sao caracterizadas por um periodo de infec¢do, que tem o
ataque paroxistico como principal sintoma, um periodo de remissao, que dura
48 horas para infecgbes por P. vivax e P. falciparum, 50 horas para P. ovale e
72 horas para P. malariae, e um periodo toxémico, que pode ocorrer em
pacientes que nao recebem tratamento adequado e oportuno, podendo evoluir
para formas graves (Ministério da Saude, 2010).

O diagndstico laboratorial dos casos € feito, em sua imensa maioria, por
exames microscopicos de visualizagdo direta do parasito (gota espessa ou
esfregaco). Ha também testes rapidos baseados em imunocromatografia em
fitas de nitrocelulose que detectam antigenos dos plasmddios (Ministério da
Saude, 2010). Mais recentemente, testes para deteccdo do acido nucleico
(NAT — do inglés nucleic acid tests) estao sendo utilizados, em especial para

16



pesquisas envolvendo portadores assintomaticos de infeccdo por Plasmodium
(PAP) (Alves et al., 2002).

A maléria é endémica na Regido Amazodnica brasileira. Em 2011, segundo
dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (MS),
foram registrados 266.338 casos de malaria no Brasil. Destes, 99,7% tem como
local provavel de infeccdo a Amazénia Legal. Para o MS, a regido endémica
para malaria compreende todos os Estados da Regido Norte mais os Estados
do Maranhao e do Mato Grosso. Essa regido engloba toda a Amazoénia Legal
ou Regido Amazénica Brasileira, conforme definido pela Lei Complementar N°
124, de 03 de janeiro de 2007 (Ministério da Saude, 2013).

Os protozoarios das espécies Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae
sdo os agentes causadores da doenca no Brasil. No Brasil, a espécie
Anopheles darlingi € o principal vetor envolvido na transmissdo natural da
malaria.

Embora menos frequente, a transmissao induzida da maléaria tem sido relatada
por meio de agulhas contaminadas (Andrade & Wanderley, 1991), transplante
de oOrgaos (Yenen et al, 1994) e, principalmente, por transfusdo de
hemocomponentes (Andrade & Wanderley, 1991) (Olaya de Morales & Espinal
Tejada, 1982) (Mungai et al., 2001) (Slinger et al., 2001) (Kitchen et al., 2005).
A prevencdo da maldria transmitida por meio de transfusdo de sangue é
relevante devido principalmente a gravidade dos casos. Este tema constitui em
um grande desafio, em especial para os paises e areas endémicas, sendo o
objeto do presente trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Situacao epidemioldgica da malaria no mundo e no Brasil

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2010 ocorreram 210
milhdes de casos de malédria no mundo, com 660 mil mortes. Em 2011, 99
(51%) dos 193 paises existentes no mundo ainda tinham a malaria como
endémica no seu territério. Sua importancia epidemiolégica no cenario mundial
€ tal que a reducao da sua incidéncia faz parte dos objetivos do milénio. A meta
€ que os paises endémicos reduzam em 75% o coeficiente de incidéncia da
malaria até o ano de 2015. O investimento mundial no controle da malaria foi
estimado em 1,8 bilhdo de ddlares americanos em 2012, cerca de 20 vezes
mais que a quantia investida em 2000. Contudo, esse valor esta ainda longe do
estimado como necessario para que se atinja a meta acordada, que é de 5,1
bilhées de délares americanos anuais (World Health Organization, 2012).

A ocorréncia e gravidade da malaria estao fortemente associadas a pobreza. A
mortalidade devido a malaria € maior nos paises com Produto Interno Bruto per
capita mais baixo e nos paises com maiores percentuais de pessoas vivendo
abaixo do limiar da pobreza (menos de 1,25 ddlares por pessoa e por dia)
(World Health Organization, 2012).

As estratégias da OMS para controle da malaria se baseiam no controle do
vetor, na quimioprofilaxia, no diagndéstico e tratamento precoces dos casos e na
vigilancia. Para controle do vetor, o investimento é na distribuicdo gratuita de
mosquiteiros impregnados com inseticida para os paises da Africa Subsaariana
e na pulverizagdo intradomiciliar de inseticidas. O numero de mosquiteiros
impregnados distribuidos gratuitamente aumentou de seis milhdes em 2004
para 145 milhdes em 2010. Estima-se que 53% das habitacdes dos paises da
Africa subsaariana possuam pelo menos um mosquiteiro impregnado.
Entretanto, nos anos de 2010 e 2011 a quantidade distribuida foi reduzida, o
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que provocard a queda na cobertura das habitacbes (World Health
Organization, 2012). A pulverizacdo intradomiciliar de inseticida é uma
estratégia recomendada por 80 paises, incluindo 38 paises da Africa.
Resisténcia aos inseticidas tem sido reportada em 64 paises e a monitorizacao
da resisténcia € um componente necessario para garantir 0 sucesso dessa
estratégia (World Health Organization, 2012).

No que se refere a quimioprofilaxia como estratégia de controle da malaria, a
recomendacdo da OMS é que o tratamento preventivo intermitente com
sulfadoxina-pirimetamina seja realizado nas mulheres gravidas e criancas
vivendo em éareas de alto risco. Dos 45 paises da Africa Subsaariana, 36
adotaram o tratamento preventivo intermitente como politica nacional até 2011.
Contudo, em um inquérito realizado em 16 paises africanos, apenas 22% das
mulheres gravidas haviam recebido o tratamento conforme o protocolo
estabelecido (World Health Organization, 2012).

Quanto ao diagndstico e tratamento precoces como estratégia de controle da
malaria, vale destacar que os testes rapidos ou leitura microscopica tem
ampliado sua cobertura anualmente, o que permite a correta identificacdo da
espécie e o0 uso racional dos medicamentos. Se todos os casos suspeitos de
malaria fossem testados e somente os confirmados fossem tratados,
adequadamente, haveria reducdo na necessidade de medicamentos (World
Health Organization, 2012). O acesso rapido ao tratamento efetivo da malaria é
um aspecto central para o sucesso de qualquer programa de controle da
doenca. ldealmente, o tratamento deve comecar dentro de 24 horas apés o
inicio dos sintomas. Contudo, a maioria dos paises africanos esta longe dessa
situacdo (Chuma et al., 2010).

O tratamento a base de derivados das artemisininas é recomendado para todas
as infecgdes por P. falciparum e para as infecgdes por P. vivax nos locais com
resisténcia detectada a cloroquina. Todas as infec¢des por P. vivax devem ser
tratadas com combinacdo com primaquina por 14 dias para evitar recaida
(World Health Organization, 2012).
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O desenvolvimento de resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos é um
desafio constante. Resisténcia do P. vivax a cloroquina tem sido relatada em
diversos paises da América do Sul e Asia desde a década de 1990 (Gama et
al., 2011) (Pasaribu et al., 2013) e resisténcia de P. falciparum as artemisininas
tem sido detectada na América do Sul, Africa e Asia (Gama et al., 2011). A
vigilancia de resisténcia dos parasitos € um ponto critico para a predicao de
novas intervencgdes e definicdes de protocolos para o tratamento da malaria.
Outro ponto critico na estratégia de controle da malaria é a vigilancia
epidemioldgica (VE) que ainda é relativamente fragil nos paises onde o peso
da maléria no sistema de saude é maior. Portanto, os dados para esses paises
possuem problemas de completude, e medidas urgentes para melhorar a VE
da maléria precisam ser tomadas (World Health Organization, 2012).

Em relagcdo ao controle global da malaria, 50 paises do mundo estdo muito
préximos de atingir a meta de reducao de 75% até 2015. Porém, esses paises
concentram apenas 3% do total do numero de casos no mundo. Ja no
continente africano, a malaria é responsavel por verdadeira tragédia (World
Health Organization, 2012). Apesar de ser uma doenga com métodos de
prevencao e tratamento eficazes, e das mortes serem previsiveis, a malaria
ainda causa a morte de uma crianca a cada minuto na Africa. Sdo 14 paises
africanos que concentram os 80% dos casos de malaria no mundo e 90% de
todas as mortes por essa causa (World Health Organization, 2012).

Na regido das Américas, estima-se que o numero de casos chegou a 1,1
milhdo (0,5% dos casos do mundo) com 1.100 mortes. Nesta regido, a malaria
também atinge mais contundentemente as populacdes rurais e os mais pobres,
com dificuldade de acesso aos servicos de saude (Silva-Nunes et al., 2012).
Dos 35 paises existentes nas Américas, sdo 13 os paises que ja conseguiram
atingir a meta de redugcdo em 75% da incidéncia de casos confirmados de
malaria em relagdo a 2000; trés paises ja reduziram em mais de 64% e se
projeta que conseguirdo atingir a meta em 2015; quatro paises reportaram

aumento na incidéncia e se projeta que nao conseguirdo atingir a meta. O
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Brasil apresentou reducédo pouco acima de 50% e se projeta que nao sera
possivel atingir a meta até 2015 (World Health Organization, 2012).

Os nove (9/35=26%) paises que possuem uma parte da Regiao Amazonica em
seu territério (Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa,
Peru, Suriname e Venezuela) contribuem com 90% dos casos americanos
(Silva-Nunes et al., 2012). E no territério brasileiro que esta a maior parte da
Amazénia e o Brasil é responsavel por 55% dos casos registrados de malaria
na regido das Américas.

No Brasil, entre 2000 e 2011, registrou-se uma média de 422 mil casos anuais
de malaria, sendo que mais de 99% desses ocorreram na regiao endémica.
Porém, nos altimos cinco anos, observa-se uma reducao na média anual para
338 mil casos (Ministério da Saude, 2013a).

A primeira epidemia de malaria registrada na Amazénia brasileira data do fim
do século XIX e coincide com a grande imigracao de trabalhadores da regido
Nordeste para a Amazénia em busca de emprego na extragdo da borracha e
construgcao da ferrovia Madeira-Mamoré. A segunda epidemia veio com a nova
onda migratéria ocorrida, novamente do Nordeste para a Amaz6nia, durante a
Segunda Guerra Mundial. E curioso observar que, nessa ocasido, 0s
trabalhadores da borracha, chamados de soldados da borracha, sofreram mais
baixas devido a malaria do que os verdadeiros soldados brasileiros lutando
contra 0 nazismo e fascismo na Europa (Coura et al., 2006). Apds esse
periodo, apesar da eliminacdo da malaria em todos os estados do Nordeste
brasileiro, exceto Maranhao, bem como das regides Sul e Sudeste, a doenca
se torna endémica na Amazénia brasileira, com cerca de 100 mil casos anuais
(Ministério da Saude, 2010).

No final da década de 70 e década de 80, uma nova onda migratoria se iniciou
e recordes no numero de casos de malaria foram registrados nos anos que se
seguiram (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Os fatores motivadores desse
processo migratério foram a politica de ocupacao e desenvolvimento da regiao,
com a construgcédo de varias estradas e de hidrelétricas, instalacdo de garimpos
e projetos de colonizacdo urbana e rural. Esse crescimento populacional se
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deu de forma desordenada, com aumento de 34,4% da populagédo entre 1980 e
1991 (Ladislau, 2005).

A curva epidémica da malaria na regiao endémica, analisada desde a década
de 80, apresenta picos e vales, o que demonstra a dificuldade da manutencéo
do controle da doencga na regidao. No comeco dos anos 80, apos intensificacao
da colonizagdo humana da Amazénia, houve um aumento descontrolado do
namero de casos, culminando com o registro de quase 600 mil casos em 1989
(Oliveira-Ferreira et al., 2010).

Diante deste quadro, o MS alterou sua estratégia de controle. Baseada
anteriormente na aplicagdo do inseticida DDT (diclorodifeniltricloroetano)
intradomiciliar e tratamento de casos de febre com cloroquina, o novo Plano
Nacional de Controle da Malaria trouxe como reorientacdo o diagndstico
precoce e tratamento adequado dos casos, de acordo com a espécie de
Plasmodium identificada. Para isso, houve uma intensa ampliacdo do numero
de postos de diagndstico e tratamento da malaria na regidao. O numero de
casos reduziu dos 600 mil em 1989 para aproximadamente 400 mil em 1997.
Contudo, em 1999, um novo numero recorde de casos € registrado (637.470
casos) e um novo plano é estabelecido, entdo denominado Plano de
Intensificacdo das Acbdes de Controle da Malaria (PIACM). Com o PIACM,
reforcou-se ainda mais o foco do controle no diagnéstico e tratamento precoce
e adequado dos individuos reduzindo o foco do controle ambiental. A drastica
reducdo no numero de casos nos anos seguintes parecia indicar o sucesso do
PIACM. Todavia, um novo pico € atingido em 2005, com 607.782 casos
registrados.

Essas oscilacbes indicam que — aparentemente - o controle da doenca na
regido ndao pode estar direcionado para partes isoladas dos fatores que
compdem o ciclo e a histéria natural da malaria. Além dos fatores bioldgicos e
de atencao a saude, os fatores socioecondmicos e os determinantes politicos
compdem a complexa rede de causalidade da malaria na regiao e nao devem

ser ignorados nos planos de controle da doenca (Braz et al., 2013).
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Novamente, movimentos migratérios intensos para determinadas regides da
Amazédnia com ampliacdo da fronteira agricola e ocupacao desordenada das
areas periféricas de grandes municipios como Manaus, capital do Estado do
Amazonas, e Porto Velho, capital do Estado de Rondbnia, aliados as
mudancas climaticas e aumento da populacdo do mosquito vetor pela formacéao
de criadouros préximos a zona urbana, compdem o rol de explicagdes para o
recrudescimento da malaria na regido, inclusive em areas urbanas (Oliveira-
Ferreira et al., 2010).

Em 2006, o MS, entdo, reorganiza a mobilizacdo contra a malaria na regiao,
incluindo gestores da saude nos niveis municipais e estaduais, para priorizar as
acoes de controle da endemia na agenda de saude local. Como resultado, uma
tendéncia descendente no numero de casos é observada a partir de 2006
(Oliveira-Ferreira et al., 2010), com reducao de 56% no numero de casos entre
0s anos de 2005 (607.782 casos) e 2011 (266.348 casos) (Ministério da Saude,
2013).

A distribuicdo dos casos segundo sexo e idade também se alterou. Desde
2001, observa-se reducdo na razdo de sexos (masculino VS feminino) de
casos de malaria na regido. Neste ano, a razao de sexos foi de 1,81 e, a partir
de 2008, se mantém estavel em 1,58. Em relacdo a distribuicdo por idade,
observa-se um deslocamento dos maiores valores do indice Parasitario Anual
(IPA)'para os mais jovens e criancas.

O atual Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) do MS avalia a
dindmica da incidéncia da doencga por meio do IPA. Os valores do IPA sao
estratificados em trés estratos que se traduzem para o PNCM em faixas de
risco para malaria de acordo com a seguinte classificacao: baixo risco (IPA de

'0 IPA (indice Parasitario Anual) é calculado pela razdo entre o nimero de exames positivos
de malaria (cédigos B50 a B53 da CID-10) e a populagdo exposta em determinado espago
geogréfico, no ano considerado. O numerador desse indicador (exames positivos) é uma
estimativa do numero de casos novos da doenga. Embora imperfeito (devido a exames
duplicados ou subnotificacdo de casos), esse indicador é considerado uma proxi do risco de
ocorréncia de malaria, numa determinada populagéo, no periodo de um ano.
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0,1 a 9,9 laminas positivas de malaria por 1.000 habitantes); médio risco (IPA
de 10,0 a 49,9) e alto risco (IPA>49,9).

Em 2003, os maiores valores do IPA estavam entre as faixas de 15 a 59 anos
de idade. Ja em 2011, os maiores valores se concentraram nas criancas até
nove anos de idade. Nao se sabe exatamente as razdes que estdo gerando
esta alteracdo no perfil das pessoas atingidas. Uma explicacdo € que as
residéncias urbanas estao cada vez mais proximas das areas silvestres e rurais
com criadouros naturais e artificiais do mosquito vetor (Oliveira-Ferreira et al.,
2010). Com isso, a transmisséo intradomiciliar se intensifica e, por estarem
mais tempo em casa, as mulheres e criangcas acabam sendo mais expostas
aos mosquitos vetores da doenca.

Na Regido Amazdnica brasileira, a malaria tem por caracteristica ser
fortemente concentrada em pequenas areas geograficas. Na analise da
distribuicdo espacial, observa-se incremento desse processo de concentragéo
geografica da transmissdo. Nos anos de 2003-2004 e 2008-2009, 10% dos
municipios com os maiores valores de IPA acumulavam 67% e 80% dos casos
de malaria, respectivamente (Duarte et al. dados nao publicados). Outro dado é
que em 2011, 98% dos casos ocorreram em apenas seis Estados (Par3,
Amazonas, Rondénia, Acre, Amapa e Roraima) (Ministério da Saude, 2013a).
A andlise do mapa da area endémica, com a estratificacdo das areas de
transmissdo de malaria segundo as faixas de risco do IPA, mostra que, ao
longo do tempo, os municipios com os maiores valores do IPA se concentram
na Amazébnia ocidental, em especial nos municipios com areas especiais
(garimpos, reservas indigenas e assentamentos rurais), novas fronteiras
agricolas e com ocupacao desorganizada nas periferias (Silva-Nunes et al.,
2012).

A proporcao de casos segundo a espécie de Plasmodium também vem se
alterando ao longo do tempo, com expressiva reducédo proporcional de casos
de malaria por P. falciparum. Por exemplo, em 1988, a proporcédo de casos de
maléria por P. falciparum em relagéao a P. vivax era de 50% (Oliveira-Ferreira et
al.,, 2010). A partir de 1988, a proporcdo decai sistematicamente até atingir
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apenas 11,9% em 2011 (Ministério da Saude, 2013a). Essa alteracao pode ter
sido resultado de vérios fatores. Entre eles, da implantacdo do Plano Nacional
de Controle da Malaria, a partir de 1989, que intensificou o diagnostico e
tratamento precoce dos casos de malaria. Como os gametécitos do P.
falciparum surgem na corrente sanguinea apdés 10 dias da infecgcéo, o
tratamento nos primeiros dias dos sintomas interrompe o ciclo de transmissao
para o mosquito. O mesmo nao acontece com P. vivax, que libera gametécitos
na corrente sanguinea desde os primeiros dias da infeccao (Oliveira-Ferreira et
al., 2010).

Em relagdo a gravidade da doenca, os coeficientes de letalidade, bem como o
nuamero de hospitalizagdes por malaria, vém diminuindo desde a década de
1990. Em 1994, ocorreram 53.450 internagdes por malaria, enquanto que, em
2009, foram 4.442. Para os Obitos, a queda foi de 897 em 1984 para 58 em
2009 (coeficiente de letalidade = de 0,013%) (Oliveira-Ferreira et al., 2010).
Isso também pode estar associado a estratégia de diagndstico e tratamento
precoce dos casos, em especial para as infeccées por P. falciparum, e pode
ser considerada a mais importante vitéria na luta contra a malaria na Regiao
Amazdnica brasileira.

Por outro lado, desde o comeco da década de 1990 vem aumentando o
namero de casos graves de malaria por P. vivax (Alexandre et al., 2010). Esses
casos graves se associam muitas vezes com complicacdes clinicas incomuns
como a trombocitopenia grave (<50.000 plaquetas/mms3), levando a um
aumento no numero de internagdes e no coeficiente de letalidade da malaria
causada por essa espécie de Plasmodium (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Esse
tema tem sido considerado um novo desafio no controle da doenga.

Embora o PNCM néo inclua a eliminacdo da malaria na Amaz6nia entre os
seus objetivos, esta ainda continua sendo uma de suas motivagdes. Além
disso, o PNCM aponta como um dos objetivos manter a auséncia da
transmissdo da doenca nos locais onde ela tiver sido interrompida. Contudo,
para além dos desafios ambientais, socioecondmicos e demograficos que

caracterizam a regidao, 0 surgimento de resisténcia do Plasmodium aos
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medicamentos utilizados atualmente e a presenca dos PAP se somam a gama
de variaveis para o enfrentamento da endemia.

As infeccoes assintomaticas tornam-se mais frequentes, normalmente, apés
infecgbes multiplas pelo Plasmodium. Ao contrério das doencas virais, em que
uma infeccao € suficiente para levar o individuo a protecao imunoldgica para
aquele virus por um longo periodo de tempo, a imunidade contra o Plasmodium
demora a ser adquirida, normalmente ndo dura muito tempo quando na
auséncia de estimulo (contato com o antigeno) e nao é totalmente protetora.
Essa imunidade natural pode levar anos para ser alcancada e depende da
exposicao repetida a infec¢ao pelo parasito. Individuos com infec¢des repetidas
pelo Plasmodium podem desenvolver imunidade protetora contra a doenca
clinica, mas nao contra a infeccao (Seed et al, 2005). Em regides
holoendémicas e hiperendémicas, a imunidade parcial j& comecga na infancia
(ap6s seis anos de idade e sujeito a intensa exposicao) e observa-se que a
parasitemia é claramente reduzida nos doentes com idades maiores. O
parasito continua a se multiplicar, mas em equilibrio com o sistema imune. A
intensidade é tao baixa que os parasitos ndo sdo detectados pelos testes
convencionais e nao causam mais 0os sintomas classicos da malaria nos
adolescentes e adultos (Coura et al., 2006).

Os PAP tém especial importancia na manutengcao da transmissédo do parasito
para os vetores (Alves et al., 2005). No Brasil, a prevaléncia dessa condi¢do na
populacdo varia muito. Foi encontrado que 70% dos mineradores de uma
regidao do Mato Grosso eram PAP (Andrade et al, 1995); em comunidades
ribeirinhas de Rond6nia foram encontradas prevaléncias de 6,4% a 64,8% para
essa condicao (Alves et al., 2005); ja em areas urbanas de Porto Velho (RO) a
prevaléncia alcangou valores tao altos quanto 26% em adultos (Tada et al.,
2012).

Além de sua importancia na manutencao do ciclo biolégico do Plasmodium, os
PAP também tém especial relevancia na transmissao por meio de transplantes
e da transfusdo de sangue e seus componentes. Na Regido Amazobnica
brasileira, a alta prevaléncia de PAP, aliada aos altos valores do IPA em
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algumas localidades, ampliam a disponibilidade de doadores assintomaticos.
Esses individuos sdo um desafio para a triagem de doadores de sangue e
representam um importante risco para a ocorréncia de malaria transmitida por
transfusdo (MTT).

2.2. Malaria transmitida por transfusao de sangue

2.2.1. Mecanismos biolégicos da transmissao natural da malaria e

por transfusao de sangue e componentes

Na infeccao natural pelo Plasmodium, os esporozoitos liberados pelo mosquito
na corrente sanguinea invadem os hepatécitos e se desenvolvem em um ciclo
denominado hepético ou exoeritrocitario. Nos hepatdcitos os esporozoitos se
desenvolvem em esquizontes que, ao se romperem, liberam milhares de
merozoitos na corrente sanguinea. Os merozoitos invadem as hemacias e se
desenvolvem novamente em esquizontes, dando inicio ao ciclo eritrocitario. A
cada 48 horas (50 horas para P. ovale e 72 horas para P. malariae),
esquizontes de P. vivax e P. falciparum se rompem, destruindo a hemacia
parasitada e liberando mais merozoitos na corrente sanguinea. Cada
esquizonte libera oito (P. ovale e P. malariae) ou 16 (P. vivax e P. falciparum)
merozoitos. Alguns esquizontes eritrocitarios dao origem a gametdcitos (formas
sexuadas masculinas e femininas do parasito) que, ao serem sugados pelos
Anopheles, dao continuidade ao ciclo sexuado nos mosquitos.

Para transmitir a MTT, & necessario que o hemocomponente transfundido
possua hemacias com esquizontes. Por isso, casos de MTT sao mais
frequentemente causados apds a transfusdo de concentrado de hemacias ou
sangue total. No entanto, ha relatos de casos apés transfusdo de concentrado
de plaquetas, de concentrado de leucécitos e, muito raramente, por
crioprecipitados, provavelmente pela contaminacdo desses hemocomponentes
por hemacias. Ha também raros relatos de transmissdo por transfusao de

concentrado de hemacias congeladas. Por outro lado, ndo ha casos
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transmitidos por transfusdo do plasma fresco congelado ou por hemoderivados
(albumina, fatores de coagulacao, imunoglobulinas) (Kitchen & Chiodini, 2006).
O receptor transfundido com um hemocomponente que possua hemacias
parasitadas com esquizontes dos plasmédios vai receber essas hemacias na
corrente sanguinea que podem se romper em menos de 48 horas, a depender
da maturidade em que os esquizontes se encontravam no doador. Portanto,
dependendo da quantidade de hemacias parasitadas transfundidas, o inicio
dos sintomas pode ser semelhante ao do ciclo natural da doenca (em torno de
15 dias). Por outro lado, como n&o ha ciclo hepatico na MTT, pois nao ha
esporozoitos envolvidos, o periodo de incubagdo pode ser maior que no ciclo
natural se a concentracdo de hemacias parasitadas transfundidas for muito
pequena, pois o ciclo eritrocitario terd que se repetir por mais vezes, em
comparacdo com a infeccao natural, para que a concentracao parasitaria seja
tal que provoque os sintomas.

De fato, o periodo de incubacdo da MTT pode variar de 8 a 36 dias (mediana
de 16 dias) para P. falciparum, de 11 a 42 dias para P. vivax (mediana de 17
dias) e de 8 a 90 dias (mediana de 48 dias) para P. malariae (Mungai et al.,
2001) e provavelmente depende da dose de parasitas que foi injetada. Esse
periodo eventualmente alongado € uma das dificuldades para a suspeita
diagnéstica de MTT, podendo levar ao retardo do tratamento especifico e a
casos graves e letais.

Nao ha consenso sobre a minima dose infectante de plasmédios para causar a
MTT. Em camundongos, a minima dose infectante de plasmaédios (P. chabaud|)
para transmissdo induzida foi de 100 parasitos (Kitchen & Chiodini, 2006). Ha
autores que defendem que, para humanos, a dose minima infectante é de 10
parasitos (Seed et al., 2005). Como uma bolsa de concentrado de heméacias
possui aproximadamente 250 mL, um individuo com muito baixa parasitemia
(por exemplo, com 0,001 parasito/uL ou 1,0 parasito/mL), que doasse uma
bolsa de sangue total, produziria uma bolsa de concentrado de hemacias com
uma dose de 250 parasitos, 0 que seria suficiente, em teoria,
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para causar a infecgdo se transfundida completamente no receptor. Pode-se
argumentar ainda que a infectividade do Plasmodium se reduz durante o
armazenamento a baixas temperaturas (4°C para o concentrado de hemacias)
e que, portanto, a minima dose infectante deve ser maior na medida em que se
amplia o tempo de armazenamento. A despeito desse raciocinio, no Reino
Unido, um caso de MTT ocorreu mesmo apos 19 dias de armazenamento da
bolsa de sangue total (Seed et al., 2005).

O tratamento da MTT difere do tratamento da infec¢do natural apenas para as
drogas hipnozoiticidas, pois — como ja comentado - ndo ha a formacgéao de
hipnozoitos na MTT. Por outro lado, a formacdo de gametécitos ocorre
normalmente e o paciente de MTT pode transmitir o parasito para 0 mosquito
vetor (Kitchen et al., 2005).

2.2.2. Epidemiologia da malaria transmitida por transfusao de

sangue

A malaria foi uma das primeiras doengas reconhecidas como transmissivel por
transfusdo de sangue (Kitchen & Chiodini, 2006). O primeiro caso de malaria
transmitida por transfusao foi descrito em 1911 (Wollsey, 1911) e ainda hoje a
malaria permanece como uma das doengas parasitarias de maior preocupacao
e incidéncia na hemoterapia (Nansseuet al., 2013).

Em areas endémicas, é provavel que ocorra subnotificagcdo de casos devido a
diferentes razdes, tais como a hemovigilancia precéaria ou a sua auséncia, as
dificuldades relacionadas a rastreabilidade dos hemocomponentes ou pela
dificuldade de distinguir casos induzidos de casos da infec¢do natural (Fujikaha
et al., 2007).

Apesar de raros, os casos de MTT sédo usualmente muito graves (Mungai et al.,
2001) (Purdy et al., 2004). A letalidade varia em fungdo da espécie de
Plasmodium, sendo que os casos por P. falciparum, assim como na infeccao
natural, apresentam maior morbidade e letalidade (Seed et al., 2005). Contudo,
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casos graves de MTT por P. vivax vem sendo reportados em neonatos
(Prashanth et al., 2012)(Echeverri et al., 2012).

Nos Estados Unidos, entre 1963 e 1999, a letalidade encontrada entre os
casos de MTT chegou a 11% (10/93) (Mungai et al., 2001). Neste mesmo
estudo, dos 33 casos de MTT causadas por P falciparum, seis foram a ébito
(18%). Ja para P. vivax e P. malariae, a letalidade foi de 8% para cada espécie.
Na Francga, entre 1999 e 2006 foram relatados trés casos de MTT, todos por P.
falciparum e fatais (Garraud et al., 2008). Na Inglaterra, de 1986 a 2006 foram
registrados cinco casos de MTT, todos por P. falciparum, com dois 6bitos
(40%) (Kitchen et al., 2005). Outros importantes fatores que afetam a letalidade
da MTT sao a gravidade da doenca de base e a idade do receptor, assim como
tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico e tratamento da doenca
(Mungai et al., 2001) (Seed et al., 2005) (Kitchen et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, o risco de transmissdo da malaria por
transfusdo é pouco conhecido e provavelmente subestimado (Candolfi, 2005),
em especial nos paises endémicos onde a hemovigilancia ainda esta em
desenvolvimento. Por outro lado, nos Estados Unidos, onde ndo ha malaria
endémica, o numero médio de casos notificados de MTT é de trés casos por
ano (Purdy et al., 2004), com uma incidéncia média de 0,25 casos por milhdo
de transfusées (Pompera et al., 2003). Na Franca, entre 1990 e 2006, 0 risco
de ocorréncia de MTT foi de 7,5 casos para cada milhdo de transfusdes
(Garraud et al, 2008). Contudo, com o aumento dos deslocamentos
internacionais, torna-se mais frequente a exposicdo de individuos de paises
indenes a areas endémicas, com o0 consequente aumento da prevaléncia de
doadores infectados.

Nos paises endémicos, estima-se que a incidéncia exceda 50 casos por milhdo
de transfusdo (Seed et al., 2005). No Brasil, segundo dados do Sistema de
Notificagcdes em Vigilancia Sanitaria (Notivisa), desde que se iniciou o Sistema
Nacional de Hemovigilancia (SNH) em 2002 (Freitas et al, 2010), foram
notificados apenas quatro casos de MTT, sendo trés em 2006, no Estado de
Rondbnia, e um em 2007, no Estado do Amazonas. Estima-se que, apenas na
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Regido Amazénica brasileira, sejam realizadas cerca de 300 mil transfusdes
por ano, o que resultaria em 15 casos por ano, se considerar a estimativa
acima. Todos os casos notificados foram causados por P. vivax e todos
evoluiram para 6bito? (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2009). Os trés
casos que ocorreram no Estado de Rondénia eram neonatos, transfundidos
com concentrado de hemacias fracionado, oriundo de um unico doador. Existe
relato que este doador apresentou sintomas da malaria alguns dias apos a
doacdo e ndo comunicou o servico de hemoterapia (SH). Segundo o relatério
interno de investigacdo, o SH relatou que o doador foi submetido ao teste
parasitolégico que resultou negativo.

Todos os casos notificados no SNH ocorreram na regido amazodnica.
Recentemente, em 2011, foi publicado o relato de um caso de MTT por P.
malariae fora da regiao amazdnica, no estado de Sao Paulo (Scuracchio et al.,
2011). Porém, este caso ndo foi notificado ao SNH e ndo consta no Relatério
de Hemovigilancia 2007 a 2011 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2012).

A prevaléncia de doadores de sangue com exame laboratorial positivo para
Plasmodium sp varia em funcao da prevaléncia de malaria na populagdao do
local pesquisado e com o tipo de teste utilizado. Um trabalho de 1998, com
1.481 doadores em areas com diferentes intensidades de transmissdo de
malaria, nao encontrou doadores positivos para Plasmodium sp em nenhuma
das areas investigadas, utilizando testes de visualizagdo direta do parasito
(QBC Test® e gota espessa) (Saez-Alquézar et al., 1998). Contudo, estudos
realizados na Regiao Amazébnica brasileira, utilizando NAT para deteccao do
Plasmodium, relatam percentuais de positividade em doadores assintomaticos
de até 3% (Fujikaha et al., 2007)(Torres et al., 2006)(Batista-dos-Santos et al.,

2 Até 28 de fevereiro de 2014, existiam somente quatro casos notificados de
MTT no Notivisa. A ficha de notificacdo aponta que os quatro casos evoluiram
para 6bito e indicam a malaria como causa basica. Para a correta confirmagao
dessa informacéo, serd importante a realizacdo de um estudo do tipo relato de
caso, com o objetivo de analisar a trajetéria terapéutica desses casos, incluindo
a revisao dos prontuarios e declaragao de o6bito.
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2012). Portanto, como ja referido, é plausivel assumir que exista subnotificacao
de MTT no SNH.

2.2.3. Mecanismos de prevencao da malaria transmitida por
transfusao de sangue

Para se compreender os mecanismos de prevencao da MTT é necessario se
familiarizar com o ciclo produtivo do sangue. A figura 1 apresenta as principais
etapas desse ciclo. O ciclo comega com o cadastramento e identificacdo do
doador no SH, e se segue com trés etapas de triagem, a saber: 1) Triagem
clinica: compreende a medicao e a avaliagdo médica de parametros bioldgicos
do doador para avaliar a sua saude e evitar eventos adversos pela doacao.
Sao medidos a pressao arterial sistémica, pulso, peso, altura, temperatura
axilar e o hematécrito. 2) Triagem Epidemiolégica: nessa etapa o doador
responde a um questionario padronizado para avaliacdo do risco de
transmissdo de doencas pelo sangue ao receptor. 3) Triagem laboratorial: se
aprovado nas etapas anteriores, o doador segue para a doacao do sangue que
permitird a triagem laboratorial. Para tanto, amostras de sangue sao coletadas
do doador no momento da doacdo para serem testadas contra as doencas
transmissiveis pelo sangue e para a caracterizacdo imunoematolégica. No
Brasil, nesta etapa, sdo obrigatorios os testes para deteccao de infecgéo por
HIV 1 e 2, HCV, HBV, HTLV 1 e 2, para a sifilis, a doenca de Chagas e, para
as areas endémicas, a malaria (Ministério da Saude, 2013b).

A utilizagéo de critérios clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais para a triagem
de doadores de sangue é a principal conduta da hemoterapia para reduzir o
risco de transmissao de doencas pelo sangue. Em particular, a prevengao da
MTT se da em todas essas trés etapas de triagem. Assim, os critérios de
triagem devem ser capazes de excluir da doac¢ado os individuos infectados que
apresentam ou nao sintomas da malaria. As trés etapas de triagem serao

detalhadas a seguir.
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2.2.3.1. A triagem clinica e epidemioldgica para a prevencao da
malaria transmitida por transfusao

A febre é o sintoma mais caracteristico da malaria. A afericdo da temperatura
corporal e a investigacdao de febre nos dias que antecederam a doacao sao
requisitos obrigatérios em qualquer SH, pois previnem a transmissao de varias
doencas virais, bacterianas e parasitarias.

Os individuos febris no momento da doagdo ou com relato de febre nos dias
anteriores a doacdo sao considerados inaptos. Portanto, os individuos
sintomaticos da malaria serdo excluidos por esse critério clinico de exclusao.
Para os individuos assintomaticos, os critérios de selecdo devem ser capazes
de identificar e impedir a doacdo de dois tipos de individuos, a saber: 0s
individuos que estao em periodo de incubacao para malaria e os PAP. Essas
duas situagdes representam um grande desafio para a hemoterapia, no que se
refere aos critérios de selecdo dos doadores. Por exemplo, como referido
anteriormente, a minima dose infectante pode ser tdo baixa que individuos no
periodo de incubacdo da malaria podem transmitir a doenca com facilidade.
Ainda, a persisténcia de parasitos no organismo dos PAP pode chegar a
periodos tao longos quanto 53 anos para P. malariae, 27 anos para P. vivax e
13 anos para P. falciparum, muito embora, na grande maioria dos individuos,
esse periodo nao ultrapasse 2 anos para P. falciparum e 3 anos para P. vivax
(Seed et al., 2005).

Nos paises indenes, os critérios clinicos e epidemioldgicos de selecao para
impedir a doacdo de individuos com risco de infecgdo por Plasmodium séao
altamente sensiveis e pouco especificos (Shehata et al.,, 2004). No geral, a
exclusdo de candidatos a doacao é feita com base nos deslocamentos para
areas de risco e na histéria clinica de infeccao anterior por malaria.

Nos Estados Unidos, ficam impedidos de doar por 12 meses os individuos
assintomaticos que viajaram para regides endémicas e por trés anos se

moraram em regides endémicas. Individuos que adoeceram por malaria ficam
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impedidos de doar sangue por trés anos apds o final do tratamento e auséncia
de sintomas; ndo sao realizados testes laboratoriais de triagem para malaria.

No Canada, os critérios epidemioldgicos sao semelhantes aos critérios norte-
americanos. Contudo, os individuos com histéria de malaria estao

definitivamente impedidos de doar componentes celulares.
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Figura 1. Componentes basicos do ciclo produtivo do sangue no Brasil.
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Na Europa, individuos assintomaticos com deslocamentos para regides
endémicas ficam impedidos de doar sangue por seis meses. Individuos que
moraram em regides endémicas dentro dos primeiros cinco anos de vida ficam
impedidos de doar por trés anos apds a ultima visita a uma area endémica.
Sujeitos com histéria de malaria ou com sintomas de malaria apdés
deslocamento para area endémica ficam impedidos de doar sangue por trés
anos apoés o tratamento e\ou auséncia de sintomas. Em todos os casos acima,
o tempo de inaptidao é reduzido para quatro meses se forem realizados testes
sorolégicos ou moleculares e os resultados forem negativos; se os testes
sorolégicos forem positivos, o individuo esta definitivamente impedido de doar
sangue. A Franga adota medidas ainda mais restritivas que os demais paises
da Europa. Para os franceses — assim como para os canadenses -, individuos
com histéria de malaria na vida ficam definitivamente impedidos de doar
componentes celulares, independentemente do resultado da triagem
laboratorial.

Esses critérios causam impactos econdmicos ao sistema de sangue. Nos
Estados Unidos, estima-se que 50.000 doacbes sado impedidas tendo como
causa o risco de malaria (Mungai et al, 2001). No Canada, o impacto da
exclusdo de candidatos a doagao potencialmente infectados pelo Plasmodium,
baseados apenas na avaliagcdo dos fatores de risco, também representa alto
custo anual (Shehata et al., 2004). Mesmo assim, essa alta sensibilidade nao
afeta de maneira importante a disponibilidade de sangue.

Ja no contexto de paises endémicos, critérios epidemiol6gicos de selecao
muito sensiveis podem gerar desabastecimento de sangue em alguns locais.
Na Africa subsaariana, a maioria dos paises ndo adota critérios clinicos e
epidemiologicos de exclusado de candidatos a doacao por risco de infeccao por
malaria. E fato que muitos paises dessa regido ndo possuem estoque de
sangue suficiente para atender a demanda e que a prevaléncia de doadores
com maldaria pode chegar a 30% (Owusu-Ofori et al., 2010) (Nansseu et al.,

2013). Portanto, para alguns paises, nao parece haver saida imediata senao
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aceitar que a transfusao de sangue contaminado pelo Plasmodium é um mal
menor que o desabastecimento.

Na Ameérica do Sul, os paises com areas endémicas no seu territério adotam
critérios de selecao diferentes para as areas endémicas e para as areas
indenes. Na Colémbia, ndo ha critérios epidemiol6égicos para a selecao dos
doadores nos SH das areas endémicas, mas todos sdo submetidos a triagem
laboratorial com o teste da gota espessa. Nos SH das areas indenes deste
pais, as normas técnicas exigem que os individuos que visitaram areas
endémicas sejam impedidos de doar por 12 meses e 0S que moraram nas
areas endémicas sejam impedidos por trés anos (Echeverri et al., 2012).

Na Venezuela, os candidatos a doacdo das areas endémicas sao avaliados
quanto a presenca de sintomas, e a triagem laboratorial ndo é realizada em
todos os SH (Contreras et al.,, 2011). J& nas areas indenes, os candidatos a
doacdo que se deslocaram para areas endémicas ficam impedidos de doar por
seis meses.

No Peru, a histéria de malaria e ser imigrante de paises endémicos sao
motivos de inaptiddo do doador por trés anos. Além disso, os deslocamentos
para areas endémicas inabilita o individuo a doagéo por 12 meses. A triagem
laboratorial ndo é obrigatéria no Peru (Peru. Ministerio de la Salud, 2004).

O Brasil também adota critérios de selecao diferentes para as areas endémicas
e indenes. Os detalhes dos critérios de selecdo de doadores para malaria e a
evolucao das regulacoes estdo descritos a seguir no subcapitulo 2.3. (“A

regulamentacao brasileira para prevencao da MTT” adiante).

2.2.3.2. A triagem Ilaboratorial para a prevencao da malaria

transmitida por transfusao

A triagem laboratorial para maléria de doadores de sangue € outro desafio a
ser enfrentado pelos SH especialmente nas areas endémicas.
Os métodos de deteccao indireta da infeccao (anticorpos) contra o Plasmodium

sado indicados para os paises onde a maldria ndo € endémica (Kitchen &

37



Chiodini, 2006). Eles tém sido empregados na Europa, Nova Zelandia e
Australia como complemento a triagem clinica e epidemioldgica com o objetivo
de reduzir o tempo de inaptiddo de candidatos a doacao expostos a areas de
risco de transmissao de malaria (Seed et al., 2005).

No entanto, a efetividade do uso de testes sorolégicos em areas endémicas €
questionada (Kitchen & Chiodini, 2006) (Seed et al., 2005). A resposta
imunolégica aos plasmédios € um fendbmeno complexo. O sistema imunoldgico
apresenta respostas variadas tanto no estagio pré-eritrocitico como no estagio
eritrocitico e envolve uma diversidade de classes e subclasses de
imunoglobulinas, bem como um numero elevado de citocinas (Leoratti, 2004).
Além disso, anticorpos anti-Plasmodium podem permanecer circulantes por
décadas (Kitchen & Chiodini, 2006). Em um estudo com 270 individuos
residentes na d4rea endémica brasileira, encontrou-se que as maiores
concentracdes de anticorpos da classe IgG (subclasses 1, 2 e 3) anti formas
eritrocitdrias do P. falciparum ocorreram nos individuos nao infectados
(resultando em diagnoésticos falsamente positivos para a infecgcdo) no momento
da coleta do sangue em comparagdao com os infectados. Como esperado, a
frequéncia de amostras positivas foi maior nos individuos com maior niumero de
infeccdes prévias de malaria (Leoratti, 2004). Os autores concluiram que a
triagem laboratorial em areas endémicas baseada em anticorpos IgG pode
levar a exclusdo de individuos menos susceptiveis a infeccdo por
apresentarem alguma imunidade protetora ap6s diversas exposicées ao
Plasmodium.

Em relacdo aos anticorpos das classes IgA, IgE e IgM, esse mesmo estudo
também encontrou que a frequéncia de individuos com resultados positivos é
maior no grupo dos nao infectados (Leoratti, 2004).

Em areas endémicas, a depender da prevaléncia de positividade na populacéo,
a utilizacdo de métodos de deteccao de anticorpos na triagem laboratorial dos
doadores de sangue pode gerar desabastecimento (Seed et al.,, 2005). Além
disso, os testes de deteccao indireta ndo permitem a detecgcédo de anticorpos no
periodo de incubagdo ou mesmo nos primeiros dias de sintomas da doenca
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(Kitchen & Chiodini, 2006), o que resultaria em testes com resultados
falsamente negativos.

Dada a limitacao dos testes soroldgicos, para areas endémicas, é indicado que
a triagem laboratorial para malaria seja realizada com métodos de deteccao
direta do parasito (Seed et al., 2005). Os métodos de visualizacao direta dos
plasmédios tradicionalmente utilizados para deteccao de casos de maléaria séo
0s exames microscopicos das laminas de sangue corados com Giemsa ou
Giemsa com azul de metileno (Walker) ou solucdo de Wright. As laminas
podem ser preparadas em esfregaco ou gota espessa. Também é comum o
uso do alaranjado de acridina, que pode ser aplicado em laminas ou em tubos
capilares, chamados de testes QBC®.

Mais recentemente, testes rapidos imunocromatograficos vém sendo
amplamente utilizados. Estes testes detectam antigenos plasmodiais
circulantes no sangue dos infectados. Os antigenos mais utilizados sédo a
proteina rica em histidina (HRP-2), a desidrogenase lactica plasmodial (pLDH)
e aldolase.

Testes de deteccao de acidos nucleicos (NAT) ainda ndo sdao comuns para
diagnéstico da malaria, mas tém sido empregados em estudos epidemioldgicos
de PAP (Alves et al., 2005) e sugeridos como relevantes na triagem laboratorial
de doadores de sangue (Shehata et al., 2004) (Torres et al., 2006) (Fujikahaet
al., 2007) (Batista-dos-Santos et al., 2012). De fato, estudos tém demonstrado
que testes de visualizacdo direta de plasmodios, realizados em portadores
assintomaticos, apresentam desempenho inferior aos NAT (Alves et al., 2002)
(Proux et al., 2011) (Ndao et al, 2004). Em um estudo com ribeirinhos da
Regidao Amazénica brasileira, a deteccdo de Plasmodium sp pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR - do inglés polimerase chain reaction) foi cerca de
sete vezes maior que pela microscopia (Alves et al., 2002). Os autores deste
estudo concluiram que individuos assintomaticos que apresentam baixa
parasitemia podem explicar o baixo desempenho da microscopia na deteccéao
de Plasmodium sp para esses individuos. Ainda assim, nos paises endémicos

que realizam a triagem laboratorial para a malaria nos doadores de sangue, a
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gota espessa é sem duvida o teste mais utilizado (World Health Organization,
2010).

Se por um lado, os métodos tradicionais de deteccao direta do parasito (gota
espessa, QBC® ou testes imunocromatograficos) sdo pouco sensiveis e nao
garantem a seguranca necessaria para a deteccdo dos casos assintomaticos,
que geralmente possuem baixa parasitemia, por outro, a utilizagdo de NAT, que
possuem alta sensibilidade, ainda tem custo elevado e pode ser inacessivel
para a realidade econ6mica da maioria dos paises endémicos. Assim, o uso de
NAT com estratégias mais custo efetivas (por exemplo, em pool de amostras)
deve ser avaliado. Além disso, outras estratégias para além dos métodos
convencionais de selecdo dos doadores tém sido sugeridas para as regides
endémicas. Entre elas estdo a profilaxia para a malaria nos receptores e as
técnicas para reduzir ou eliminar o Plasmodium nas bolsas de sangue por

meios quimicos ou fisicos.

2.2.3.3. Métodos alternativos para prevencao da malaria transmitida
por transfusao

Varias sao as estratégias alternativas ja experimentadas ou recomendadas em
diferentes locais do mundo para a prevencao da MTT. Entre elas destacam-se
a profilaxia universal de receptores e a adicdo de substancias quimicas ou
irradiagao capazes de matar o Plasmodium.

A profilaxia universal dos receptores, ou minimamente para aqueles de alto
risco para a malaria, tem sido recomendada por diversos autores e pela OMS
(World Health Organization, 2010) para os paises holoendémicos e
hiperendémicos da Africa subsaariana (Nansseu, et al., 2013), onde a
prevaléncia de doadores positivos para malaria pode chegar a 55%. Nestas
areas, entende-se que os danos causados pelo desabastecimento de sangue
superam 0s riscos associados a profilaxia para a malaria nos pacientes. Por
outro lado, os custos dessa medida para o sistema hemoterdpico podem ser

proibitivos para alguns paises nessa situacdo. No Quénia, uma analise de
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custo da profilaxia universal, realizada em 2005, encontrou que cada paciente
custaria US$ 7,79 para o tratamento com artemisinina (Rajab et al., 2005).
Outra estratégia € a adicdo de substancias quimicas (violeta Genciana,
medicamentos entre outras) ou irradiacdo das bolsas de sangue. Essa medida
tem sido explorada ha algum tempo por diversos pesquisadores com a
intencdo de eliminar os plasmaodios.

A adicao de violeta Genciana teve sua eficacia comprovada como agente
quimico capaz de eliminar o Plasmodium de hemacias infectadas (Amato-Neto
et al., 1987) (Yang et al., 1988). Contudo, por sua toxicidade mitocondrial em
ratos (Docampo et al., 1988) e seu potencial carcinogénico em camundongos
(Littlefield et al., 1985), seu uso néo € recomendado nem mesmo para produtos
cosmeéticos (Diamanteet al., 2009).

A adicdao de medicamentos utilizados para a profilaxia ou o tratamento da
malaria também é sugerida para eliminar o parasito das bolsas de sangue.

Por exemplo, a adigdo de sulfadoxina-piremetamina foi capaz de eliminar 100%
dos P. falciparum de 30 bolsas de sangue total humano apés 48 horas de
armazenamento a 4° C (Ali & Kadaru, 2005). A dose letal para os plasmddios a
99% (DL99%) apds 48 horas de armazenamento se mostrou segura para 0s
pacientes e nao afetou significativamente as caracteristicas do sangue. Ha,
porém, preocupacbes que devem ser ressaltadas, como a resisténcia do P.
falciparum as drogas e o consequente aumento necessario da dose letal para
se alcancar a mesma eficacia (Ali & Kadaru, 2005) que, ao mesmo tempo, deve
ser segura para o receptor do sangue. Soma-se a isso o fato de que a droga
nao tem acgao contra P. vivax, que é a espécie predominante nas Américas.

A adicado de cloroquina ou quinina também tem sido sugerida e enfrenta as
mesmas limitacbes da sulfadoxina-piremetamina quanto ao surgimento de
resisténcia. Além disso, sdo drogas que necessitam ser administradas por
longo periodo, pois tem acao estagio-especifico e podem nao apresentar a
eficacia adequada para reduzir a MTT (Seed et al., 2005).

A irradiacdo do sangue com raios gama também é uma medida sugerida para
eliminar os plasmodios das bolsas de sangue (Braz et al, 1998).
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Hemocomponentes irradiados com raios gama, particularmente o concentrado
de hemacias, sdo amplamente utilizados na medicina transfusional. O objetivo
da irradiacao € eliminar ou reduzir a concentracdo de leucocitos na bolsa, o
que €& muito uti em algumas situagdes especiais. Em pacientes
imunossuprimidos, a transfusdo de leucécitos pode provocar o
desenvolvimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro, que € muito grave
e pode levar a Obito. Apesar de ser um procedimento seguro para o receptor,
em um estudo sobre o efeito da irradiagdo no sangue total de camundongos
contendo P. berghei, os autores verificaram que a técnica nao foi capaz de
impedir a transmissdo do parasito, mesmo com doses de irradiacdo acima do
limite aceitavel para preservar a integridade das células sanguineas (Braz et
al., 1998).

Recentemente, outras técnicas de irradiagdo tém sido testadas para eliminar
parasitas, bactérias e virus dos hemocomponentes. Trata-se da irradiacado com
raios ultravioleta (UV) apo6s a adicdo de algum componente fotossensivel. O
azul de metileno tem sido usado para inativacao viral do plasma enquanto que
psoralen ou riboflavina tém sido aplicadas para o concentrado de plaquetas
(Solheim, 2008). A adicdo de riboflavina seguida de irradiagdo com raios UV
também se mostrou eficaz na redugdo da parasitemia de P. falciparum de
bolsas de concentrado de heméacias (El Chaar et al., 2013). A conclusao dos
autores é de que esta técnica poderia ser aplicada em areas com alta
endemicidade, onde os métodos de sele¢cdo dos doadores ndo podem ser
adequadamente aplicados.

No Brasil, nem a profilaxia pré-transfusional para malaria nem a adi¢cdo de
substancias ou a irradiacdo das bolsas foram adotadas como técnicas para
evitar a MTT. Toda a regulacédo sanitaria brasileira para prevengdo da MTT é
baseada nas técnicas de selecdo de doadores, ou seja, na triagem clinica e
epidemioldgica, e na triagem laboratorial, por meio de testes laboratoriais de
deteccao direta do Plasmodium ou seus antigenos.
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2.3. A regulamentacao brasileira para prevencao da malaria

transmitida por transfusao

No Brasil, os requisitos sanitarios para selecdo de doadores comecaram a ser
estabelecidos em 1965, com a Lei n° 4.701/1965. Na secdo Apéndice
(Apéndice 1) é apresentado um quadro com O resumo das normas e
legislacbes, de 1950 a 2013, para prevencdo da malaria transmitida por
transfusdo de sangue e componentes no Brasil.

Os primeiros critérios de selecao de doadores, baseados no risco de infeccao
por Plasmodium, foram estabelecidos em 1969 por uma Portaria (sem numero)
da extinta Comissédo Nacional de Hemoterapia. Em 1988, com a publicacédo da
Lei n° 7.649/1988, a malaria foi incluida no rol de doencas que deveriam,
obrigatoriamente, serem testadas na triagem laboratorial de doadores. Apesar
disso, somente apds a Resolucdo Mercosul n° 42/2000, € que o MS, por meio
da Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) n° 343/2002, incluiu nos regulamentos técnicos da
hemoterapia a obrigatoriedade do teste para malaria.

Outra alteracao substancial instituida pela RDC Anvisa n° 343/2002 foi a que
estabeleceu que os SH localizados nas areas endémicas deveriam utilizar as
faixas de risco do IPA como critério para exclusdo de candidatos a doacao
provenientes de areas de alto risco (IPA>49,9 laminas positivas por 1.000
habitantes).

Desde entdo o IPA vem sendo utilizado como parametro para aferir o risco de
se ter um doador infectado pelo Plasmodium no momento da doagdo. Como
relatado anteriormente, o IPA é um indicador classicamente utilizado pelo
PNCM e seus usos sao apontados na ficha de qualificagdo de indicadores da
Rede Interagencial de Informacbes para a Saude (RIPSA) da seguinte forma:
a) analisar variacbes populacionais, geograficas e temporais na distribuicao
dos casos de malaria, como parte do conjunto de acdes de vigilancia
epidemiolégica e ambiental da doenga; b) contribuir para a avaliagdo e
orientagdo das medidas de controle vetorial de anofelinos; c¢) subsidiar
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processos de planejamento, gestdo e avaliacdo de politicas e agdes de saude
direcionadas ao controle de doencas de transmissao vetorial. Nao foi, portanto,
estabelecido com a finalidade de selecionar doadores segundo risco de
transmissao de malaria aos receptores de hemocomponentes.

Os critérios estabelecidos atualmente na regulacdo para impedir a doacao de
individuos com risco de infeccao por Plasmodium sao diferentes para a area
endémica, isto €, Regido Amazénica brasileira, e para a area ndo endémica.
Nas areas indenes, a triagem laboratorial ndo é obrigatéria, mas a triagem
clinica e epidemiolédgica possui exigéncias mais sensiveis, tornando inapto por
12 meses o candidato que tenha se deslocado ou que seja proveniente da area
endémica.

Na area endémica, segundo a Portaria MS 2.712/2013 (Ministério da Saude,
2013b), sao impedidos de doar os individuos que i) tiveram malaria nos ultimos
12 meses; ii) tiveram suspeita de malaria nos ultimos 30 dias; iii) residem em
municipios com alto risco de transmissao, isto é, com IPA>49,9 laminas
positivas por 1.000 habitantes (IPA>49,9); iv) deslocaram-se para municipios
com IPA>49,9 nos ultimos 30 dias e v) tiveram malaria por Plasmodium
malariae (valido também para areas indenes). Além disso, todos os doadores
devem ser submetidos a triagem laboratorial com testes laboratoriais de
deteccéao direta do Plasmodium ou seus antigenos.

Dessa forma, assume-se que a populacdo brasileira que vive nas areas
endémicas para malaria esta submetida a um risco maior de aquisicao de MTT
em comparacdo com a populacéao fora dela.

Vale destacar que a Portaria MS 2.712/2013 exige que para todas as doencas
transmissiveis pelo sangue sejam realizados testes laboratoriais de alta
sensibilidade. Contudo, esta exigéncia ndo é apresentada para triagem da
malaria e sabe-se que a maioria dos SH no Brasil utiliza a gota espessa como
teste de triagem de doadores. Como ja relatado, a gota espessa apresenta
limitacoes de sensibilidade para deteccdo de Plasmodium em condi¢cdes de

baixa parasitemia, como os individuos em periodo de incubagdo e os PAP.
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Portanto, alternativas a gota espessa, como os NAT, devem ser avaliadas para
a utilizacao na triagem laboratorial dos doadores.
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3. JUSTIFICATIVA

A malaria é endémica na Regido Amazénica brasileira com cerca de 300 mil
casos registrados anualmente. Apesar do grande numero de casos, a
letalidade, em 2 ébitos a cada 10.000 casos, é muito baixa em comparacao
com outros paises endémicos, o que demonstra, em parte, 0 sucesso das
estratégias de diagnostico e tratamento da doenca no Brasil (Ministério da
Saude, 2013a).

Por outro lado, o Brasil notificou apenas quatro casos de MTT nos ultimos10
anos. Todos esses quatro casos ocorreram na Regido Amazobnica, todos
evoluiram para o6bito e foram causados por P. vivax, apontando para a
gravidade dos casos de MTT. Esse pequeno numero de casos de MTT
notificados é, provavelmente, resultado de subnotificagdo. Isso porque se
estima que a prevaléncia de infeccao por Plasmodium em doadores aptos, nas
areas endémicas brasileiras, utilizando NAT para deteccdo do Plasmodium,
esteja entre 0,3% a 3% (Torres et al., 2006) (Fujikaha et al., 2007) (Batista-dos-
Santos et al., 2012).

A triagem de doadores de sangue para a malaria é um desafio na hemoterapia.
Os candidatos a doacao que estao infectados pelo Plasmodium, regra geral, se
apresentam assintomaticos nos SH. Eles sdo de dois tipos: PAP e individuos
infectados que ainda estdo no periodo de incubacdo da doenca. Individuos
nessas duas condigdes apresentam baixa parasitemia, o que dificulta a correta
identificacdo do parasito no sangue. Essa condi¢gdo amplia o risco de liberacédo
de resultados laboratoriais falsamente negativos, especialmente se utilizados
testes tradicionais de deteccao direta do parasito como a gota espessa, o teste
QBC® e os imunocromatograficos.

Nas areas endémicas, a exclusao de candidatos a doacao pela triagem clinica
e epidemiologica depende da avaliacdo de exposicoes do candidato aos
fatores de risco para a malaria. A depender da localizagdo do SH, é possivel
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que a exclusdo de todos os candidatos a doagdo que foram expostos aos
critérios de exclusdo previstos na legislagdo cause desabastecimento de
sangue na localidade. Dessa forma, é relevante estudar a prevaléncia da
malaria e dos seus fatores de risco em candidatos a doagdo de sangue na
Regiao Amazédnica brasileira.

Historicamente, desde a publicacao da Portaria MS n° 721/GM/1989 (Ministério
da Saude, 1989), as normas técnicas tém orientado os SH a seguirem os
mesmos requisitos para prevenir a malaria transfusional que séo: a) todos os
hemocentros devem incluir na triagem clinica do doador a avaliagéo de risco de
o doador estar infectado com o Plasmodium; b) esta avaliacdo deve incluir a
analise dos deslocamentos para areas endémicas, historico de infeccoes
anteriores e sinais e sintomas. Contudo, os testes laboratoriais para a malaria
s6 se tornaram obrigatorios nas areas endémicas ap6s a publicacdo da RDC
Anvisa n® 343/2002 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2002). O teste
recomendado é o parasitolégico. Esse exame apresenta claras dificuldades
operacionais no ambiente dos SH, a saber: alto percentual de resultados
falsamente negativos em condigcdes de baixa parasitemia, dificuldade de
manter profissional capacitado pela auséncia de visualizagcdo de laminas
positivas e o longo tempo de leitura da lamina que é recomendado para se
concluir por um resultado negativo (200 a 500 campos). O uso de NAT em
substituicdo a gota espessa pode suprir estas deficiéncias e deve ser avaliado.
OMS estuda exigir a realizagédo, a partir de 2014, de NAT para deteccéao de
infecgcbes pelo Virus da Hepatite C e pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
em todas as doacodes. Portanto, a inclusdo do NAT na rotina dos SH brasileiros
para deteccao do Plasmodium sp é uma possibilidade que deve ser avaliada.
Além do potencial para aumentar a seguranca transfusional, pode-se contribuir
para a caracterizacdo clinica e epidemiolégica dos PAP. Porém, o custo
elevado para sua execucao é uma limitagdo. Uma das estratégias possiveis
para a reducdo do custo do NAT é a utilizacdo de pool de amostras

sanguineas.
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Atualmente, ha duas regulamentacbes vigentes que trazem os critérios de
selecdo de doadores que devem ser seguidos pelos SH brasileiros, a RDC
Anvisa n® 57 de 2010 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010) e a
Portaria MS n® 2.712/2013 (Ministério da Saude, 2013b). No entanto, a adeséo
dos SH a essas normas merece estudo.

Nesse contexto de grande desafio para a prevencdo de casos de MTT na
Regido Amazbnica brasileira, e de importantes lacunas de conhecimento,
buscou-se realizar um estudo para: avaliar a sensibilidade de um NAT para
deteccdo de Plasmodium em pool de amostras de sangue total; estimara
prevaléncia de infeccao por Plasmodium sp e dos fatores de risco para malaria
entre candidatos a doacao de sangue da Regido Amazénica brasileira; realizar
uma avaliacdo normativa de SH localizados na regido amazbnica com enfoque
na prevencao da MTT.

Com o conjunto dos resultados, pretende-se apresentar uma avaliagdo do risco
MTT na area endémica brasileira e fornecer elementos aos tomadores de
decisdo para o aperfeicoamento da regulacao sanitaria e das politicas na area

de seguranca de sangue e componentes com enfoque na malaria.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar o risco de transmissdo de malaria transfusional nos receptores de
sangue e componentes produzidos por SH localizados na Regido Amazobnica
brasileira a fim de propor medidas para reduzir esse risco

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar a sensibilidade analitica de um protocolo de nested PCR
para deteccao de Plasmodium spp em pool de amostras de sangue
total;

2. Estimar a prevaléncia de infeccdo por Plasmodium spp entre
candidatos a doagdo de sangue de SH localizados na Regiado
Amazénica brasileira, por meio de testes de deteccao de acidos
nucleicos;

3. Estimar a prevaléncia de fatores de risco para infeccao por
Plasmodium spp entre candidatos a doacdo de sangue de SH
localizados na Regidao Amazdnica brasileira;

4. Estimar a acuracia da triagem clinica e laboratorial para a malaria
dos SH para os candidatos a doacao de sangue, tendo como padrao-
ouro a nested-PCR em pool de amostras;

5. Realizar avaliacdo normativa em SH localizados na Regiao
Amazoénica brasileira, quanto ao cumprimento dos requisitos técnico-
sanitarios da RDC Anvisa n° 153/2004, vigente a época do estudo,

com enfoque na prevencao da MTT.
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5. METODOS

5.1. Determinacao da sensibilidade da nested PCR em pool de

amostras para deteccao do Plasmodium spp

5.1.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de validacdo do tipo one-stage para estimar a
sensibilidade da nested-PCR para detecgao de acido nucleico do Plasmodium.
O estudo foi realizado no contexto de um estudo de validacao para um NAT de
amostras em pool, uma ferramenta potencialmente util para triagem de
doadores de sangue para malaria em SH de regides endémicas.

Este estudo utilizou amostras de 20 pacientes com infecgdo de malaria para P.
vivax e P. falciparum, confirmadas pela gota espessa, € uma amostra de
cultura in vitro de P. falciparum. As amostras negativas foram obtidas de 10

individuos que ndo eram de uma area endémica de malaria.

5.1.2. Preparacao do pool de amostras

As concentracées de parasitos foram determinadas pela gota espessa em
todos os pacientes com malaria. Em seguida, diluiram-se estas amostras
positivas usando sangue total de amostras negativas, até que concentracoes
de 1,0 parasito/uL (em diferentes volumes) fossem alcangadas. Este limite
inferior foi baseado na suposicdo de que doadores com parasitemias de 1,0
parasito/uL seriam facilmente diagnosticados como negativos pela rotina de
triagem com a gota espessa nos SH. Este primeiro passo representa as baixas
parasitemias de doadores infectados que foram considerados aptos apos
passarem pelos procedimentos de triagem clinica e epidemiolégica.
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No passo seguinte, representando diluicbes de pool de amostras de sangue,
foram adicionados diferentes volumes de amostras de sangue total negativo
para malaria até atingir um volume de 3,0 mL — alcancando trés diferentes
concentracgdes finais: 0,33, 0,25 e 0,20 parasito/uL. As amostras negativas nao
foram agrupadas em pool antes de serem adicionadas nas amostras positivas.
As diluicbes foram interrompidas até que a sensibilidade atingisse valores
menores que 100%.

5.1.3. Microscopia

As laminas para analise da gota espessa foram fixadas em metanol e coradas
com Giemsa a 3% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Concentragdes
de parasitos foram determinadas por um microscopista experiente do Hospital
Julio Muller (um hospital de ensino filiado a Universidade Federal do Mato

Grosso) que examinou 200 campos (Ministério da Saude, 2009).

5.1.4. Execucao da nested PCR

i. Extracdo de DNA. Um volume de 3,0 mL de sangue total foi utilizado para a
extragdo do DNA para a PCR. A extragédo foi realizada utilizando o kit de
extracdo Wizard® Genomic (Kit de Purificacdo de DNA) da Promega®,
conforme instrugcbes do fabricante. Apés o passo de reidratacdo, o DNA foi
usado imediatamente para amplificacdo ou foi armazenado a 2-8°C até sua
utilizacéo.

ii. Amplificacdo. Foi utilizado o método da nested PCR previamente descrito
(Snounou et al., 1993), com uma modificacao (utilizacdo de um kit comercial de
mistura de reagentes em substituicao ao protocolo original). Esta estratégia tem
como alvo sequéncias para a amplificacdo dos genes das subunidades
ribossomais 18S das trés espécies de Plasmodium prevalentes na regiao
amazobnica, o P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Para amplificacdo do

género foram usados os primersrPLU5 e rPLU6. Para a amplificacdo especifica
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de espécie se usou os primerstVIV1 e rVIV2 para P. vivax , rFAL1 e rFAL2 para
P. falciparum e rMAL1 e rMAL2 para P. malariae. Para reduzir o risco de
contaminacdo e de erros de pipetagem durante a preparacdo da mistura de
reagentes (mix), utilizou-se o PCR Master Mix da Promega®. O volume final da
reacao foi de 25,0 uL incluindo: 20,0 uL de PCR Master Mix (0,6 unidades de
Tag DNA polimerase , 400 uM de cada DNTP, 3,0 mM de MgCI2 e tampao Tris
pH 8,5), 1,0 uL de cada um dos primers a 6,25 uM, e 3,0 uL da amostra de
DNA. Todos os primers foram adquiridos da IDT® (Integrated DNA
Technologies, Inc., Coralville, lowa, EUA). As amostras foram amplificadas
utiizando um termociclador (Mastercycler® Pro Eppendorf Scientific Inc.,
Westbury, NY, EUA). Foram usados 25 e 30 ciclos de amplificacdo para a
reacao de amplificacao do género e da espécie, respectivamente.

iii. Deteccdo. Para visualizar os produtos da nested PCR foi utilizada a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio. A
visualizacdo da eletroforese foi realizada sob luz ultravioleta, sendo utilizado
um sistema de documentacao fotografica. Em todas as corridas eletroforéticas
foi utilizado um marcador de 1 kb (Invitrogen, Inc., EUA), para estimar o peso
molecular dos fragmentos de DNA amplificados.

Um controle negativo e um controle positivo de sangue para P. falciparum e P.
vivax foram incluidos ao lado de cada execucdo de extracdo de DNA,
amplificacédo e deteccgéao.

Como controle da extracdo, todas as amostras foram testadas para
amplificacdo por reagédo de cadeia da polimerase (PCR) usando iniciadores

dirigidos contra uma sequencia do exon 7 do gene ABO, de grupo sanguineo.

5.1.5. Analise dos dados

O padrao-ouro para este estudo foi o uso de amostras negativas adicionadas
com amostras sabidamente positivas (embora em diluigdes muito baixas). A
sensibilidade foi determinada para cada estrato de concentracdo de parasito
entre as amostras em pool. A sensibilidade foi estratificada por diluicao
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(concentragdo de parasitos) para cada pool. Os pools com um resultado
positivo na nested PCR foram considerados casos verdadeiro-positivos. Os
intervalos de confianga a 95% (IC95%) binomial foram calculados para cada
estrato.

5.2. Estimativa da prevaléncia de infeccao por Plasmodium spp e de

fatores de risco para malaria

5.2.1. Populacao de estudo

A populacao fonte do estudo foi composta por candidatos a doacao de sangue
que se apresentaram em quatro SH de trés diferentes estados da Regido
Amazdnica brasileira.

O periodo de coleta foi de novembro de 2009 a setembro de 2010, em um
intervalo de tempo que variou em cada SH. No periodo de coleta, candidatos a
doacdo que se apresentaram para doacdo foram abordados e aqueles que
expressaram concordancia em participar do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram incluidos na amostra. Nao
houve critério de exclusdao de participantes desde que o sujeito da pesquisa
tenha concordado e assinado o TCLE.

Para o calculo do tamanho da amostra utilizou-se a alocagédo estratificada
proporcional com parametros fornecidos pelos préprios SH. Os estratos foram
os quatro SH e para cada um foi estimado o tamanho da amostra segundo os
seguintes parametros: nimero de triagens clinicas de candidatos a doacao
realizadas mensalmente, nimero de doadores aptos a doacdo e numero de
doadores inaptos a doacéo por qualquer motivo. Estimou-se uma prevaléncia
de 3% de doadores aptos positivos para Plasmodium sp, utilizando a nested
PCR como método de detecgédo de acido nucleico (Fujikaha et al., 2007). Para
os candidatos a doacdo inaptos, utilizou-se 5% de prevaléncia. Baseado
nesses parametros, para um nivel de confianca de 95% e erro relativo aceito

de 20% (ou erro absoluto de 0,6%) para a amostra de doadores aptos e de
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25% (ou erro absoluto de 1,25%) em torno da prevaléncia esperada, o tamanho
amostral minimo requerido foi 2.695candidatos a doagéo, distribuidos conforme
demonstrado o quadro 1 (ver Se¢ao Resultados, Artigo 2).

Para compensar desisténcias, perdas ou insuficiéncia de material biolégico
adequado, a esse numero foi acrescido 10%, distribuidos para cada um dos
estratos, resultando em uma amostra de 2.965 candidatos a doacéo.

5.2.2. Execucao da nested PCR

Foram coletados aproximadamente 3,0 mL de sangue total em tubos com
anticoagulante (EDTA) de cada participante. As amostras foram mantidas
refrigeradas a 4°C até a formacao dos pools. Os testes da nested PCR foram
executados em pools de até 2,5 mL de sangue total composto por aliquotas de
0,5 mL de até cinco diferentes amostras individuais. A sensibilidade da nested
PCR para estas condi¢des foi verificada previamente (Freitas et al., 2014).
Ap6s a formacado dos pools, as amostras individuais e os pools foram
congelados a -20°C até o processamento.

A extracdo do DNA, amplificacdo e deteccdo foram realizadas conforme
descrito no item 5.1.4.

5.2.3. Coleta, processamento e analise dos dados

As variaveis de interesse para o estudo foram coletadas por questionario
epidemioldgico padronizado e incluiram as variaveis demogréficas e fatores de
risco para maldria, a saber: exposicao frequente a area rural (moradia, trabalho
ou estudo), exposicdo em areas de risco nos ultimos 30 dias (areas rurais,
silvestres e garimpos), exposicado em municipios com IPA>49,9 [procedentes
(moradia, trabalho, estudo) ou deslocamentos nos ultimos 30 dias] e historico
de malaria (suspeitas e confirmadas). O IPA do municipio foi obtido do SIVEP-
Malaria. Foram considerados individuos “suspeitos de malaria nos ultimos 30
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dias” os que responderam positivamente se tinham se submetido ao teste da
gota espessa nos ultimos 30 dias.

Para os candidatos a doacao aptos na triagem clinica e epidemioldgica dos SH
coletou-se ainda o resultado da triagem laboratorial para malaria. Foram
considerados candidatos a doacao aptos na triagem clinica e epidemioldgica os
doadores que efetuaram a doacdo nos SH. Para os candidatos a doacao
inaptos, coletou-se o motivo da inaptidao.

As prevaléncias de malaria e dos fatores de risco, com seus respectivos
IC95%, foram estimados com base nos resultados da nested PCR e das
respostas ao questionario padronizado, respectivamente. Os parametros de
validade da triagem clinica e epidemioldgica e da triagem laboratorial dos SH
(sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo)
foram calculados utilizando os resultados da nested PCR como padrao-ouro.

5.3. Avaliacao normativa dos servicos de hemoterapia com enfoque

ha prevencao da transmissao da malaria por transfusao

O presente estudo € uma pesquisa avaliativa normativa, com enfoque na
avaliagdo para a gestao (Novaes, 2000). Avaliar é fazer um julgamento de valor
sobre uma intervencao ou sobre seus componentes para ajudar na tomada de
decisdes. Este julgamento pode ser baseado na aplicacdo de critérios e de
normas e, neste caso, é chamada de avaliacdo normativa, definida como a
atividade de fazer um julgamento, comparando a organizacao (estrutura), os
procedimentos ou métodos desenvolvidos (processo), os recursos empregados
e os resultados obtidos, com os requisitos e critérios estabelecidos em normas
(Contandriopoulos et al., 1997). Trata-se de uma atividade cientifica que requer
para sua execucao determinado rigor metodolégico (Uchimura & Bosi, 2002).

Esta pesquisa utilizou avaliadores externos e o contexto da avaliacdo foi o
natural (sem intervencdes) (Contandriopoulos et al.,, 1997). O juizo formulado
se baseou na RDC Anvisa n® 153/2004(RDC 153/2004) (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2004), vigente a época, para o tema prevencao da MTT.
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Os componentes trabalhados na avaliacdo foram estrutura e processo
(Donabedian, 1988).

A coleta de dados ocorreu de Janeiro de 2009 a Junho de 2011. Foram
avaliados todos os nove hemocentros coordenadores da Regidao Amazodnica
brasileira e um nucleo de hemoterapia. Para a coleta de dados, utilizou-se
roteiro padronizado semiestruturado, preenchido por meio de entrevista com o
responsavel técnico do SH e/ou responsavel pelo setores/atividades avaliados
(educacao do doador, triagem clinica, triagem sorolégica, hemovigilancia). O
roteiro foi aplicado por um Unico pesquisador, experiente na aplicacdo de
roteiros de inspecdo e em entrevista epidemiolégica. Para complementar o
roteiro, foram avaliados materiais educativos para os candidatos a doagéao e
instrucdes escritas (procedimentos operacionais).

Os SH foram categorizados em adequado, parcialmente adequado ou
inadequado (ver Secao Resultados, Artigo 3, quadro 1), conforme a pontuacéo
obtida. Para a definicdo dos pesos de cada atividade e item, utilizou-se o
conceito de risco potencial (Leite & Navarro, 2009), tido como a “possibilidade
de ocorréncia de um agravo a saude, sem necessariamente descrever o
agravo e sua probabilidade de ocorréncia. E um conceito que expressa o juizo
de valor sobre exposi¢cdo em potencial a um possivel risco”. Diferentemente do
risco epidemioldgico que pode ser medido e calculado, o risco potencial é
construido, muitas vezes, da percep¢ao acumulativa de especialistas sobre os
erros ou falhas de determinado produto, processo e servi¢co ao longo da histéria
(Leite & Navarro, 2009). Portanto, os critérios para pontuacao foram baseados
na avaliacdo dos autores sobre o risco potencial de ocorréncia de casos de
MTT pelo ndo cumprimento de cada item da norma. Foram considerados como
criticos para a ocorréncia de MTT as atividades da triagem clinica e da triagem
laboratorial. Os detalhes da pontuacdo e de cada item avaliado estédo
apresentados no quadro 2 (ver Secado Resultados, Artigo 3). Destaca-se que,
embora tais critérios estejam fundamentados na RDC 153/2004, o texto final de
cada item avaliado evidencia o foco especifico no controle de risco para MTT.
Portanto, ndo se trata de uma descricao literal do texto da RDC 153/2004.
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O modelo ideal com as melhores praticas para a maxima reducao do risco de
MTT, segundo a RDC 153/2004, € apresentado na figura 1 (ver Secéo
Resultados, Artigo 3). Neste modelo, as quatro atividades envolvidas na
prevencdo da MTT sédo apresentadas nos componentes estruturas, processos
e resultados.

5.4. Aprovacao por comités de ética em pesquisa com seres

humanos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Julio Maller da Universidade Federal do Mato Grosso (Registro n®
640/09) e pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (Registro n® 028/2009).
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Resumo

A malaria transmitida pela transfusao é uma doenca grave, com alta taxa de
letalidade. A maioria dos servicos de hemoterapia (SH) brasileiros da Regiao
Amazoénica realiza a triagem laboratorial de doadores para a malaria usando o
exame microscopico da gota espessa (GE). Uma vez que baixas
concentracdbes de parasitos sdo esperadas em doadores de sangue
assintomaticos, um teste com sensibilidade elevada deve ser utilizado para a
selecdo do doador. Este estudo determinou a sensibilidade de um protocolo de
nested PCR para a deteccao de plasmédios em pool de amostras de sangue
total. Foi realizado um estudo de validagéo do tipo one stage com 21 amostras
positivas agregadas em pool com diferentes amostras negativas de dez
voluntarios até que trés diferentes concentragdes foram alcancadas (0,33, 0,25,
0,20 parasito/microlitro - p/microL). A nested PCR foi realizada como descrito
por Snounou et al. (1993). As sensibilidades (e seus intervalos de confianca a
95%) foram determinadas para cada concentracdo final do parasito das
amostras em pool. Para todos os pools com valores de parasitemia de 0,33 e
0,25 p/microL, a sensibilidade foi de 100% (IC95%: 86,3% a 100%). Um
resultado negativo foi obtido em wuma amostra com 0,20p/microL
[sensibilidade=95,2% (IC95%: 76,2% a 99.9%)]. Comparada com a parasitemia
que pode ser detectada pela GE nas condi¢des ideais de preparo e leitura, este
protocolo de nested PCR em pool de amostras de sangue total foi capaz de
detectar 40 vezes mais parasitos por microlitro. A nested PCR em pool de
amostras deve ser considerada como uma alternativa de alta sensibilidade a
GE para a triagem de doadores em SH de regides endémicas. As autoridades
locais precisam avaliar o custo:beneficio deste método em comparagdo com

outros métodos altamente sensiveis.

Palavras chave
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Malaria — seguranca do sangue — triagem de doador — sensibilidade — nested
PCR
Abstract

Transfusion-transmitted malaria is a severe disease with high fatality rate. Most
Brazilian blood banks in the Amazon Region perform malaria screening using
microscopic examination (thick smears). Since low parasite concentrations are
expected in asymptomatic blood donors a high sensitivity test should be used
for donor screening. This study determined the sensitivity of a nested-PCR for
plasmodium detection in pooled samples. We performed a one-stage criterion
validation study with 21 positive samples pooled with samples from ten negative
volunteer until three different concentrations were reached (0.33; 0.25; 0.20
parasites/microliters-p/microL). Nested PCR was performed as described by
Snounou et al. (1993). Sensitivities (and confidence intervals) were determined
by stratum of final parasite concentration on the pooled samples. All samples
with parasitemia values of 0.33 and 0.25 p/microL had 100% sensitivity (95%
Cl=86.3-100%]. One negative result was obtained from a sample with 0.20
p/microL sensitivity = 95.2% (95%CI1=76.2-99.9). Compared to parasitemia
detectable under ideal conditions of thick smear, this nested-PCR in pooled
sample was able to detect 40 times more parasites per microliter. Nested-PCR
in pooled samples should be considered as a high sensitive alternative to thick
smear for donor screening in blood banks at endemic regions. Local authorities
need to assess cost:benefit advantages of this method compared to

alternatives.

Key words:

malaria — blood safety — donor screening — sensitivity — nested PCR
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Introducao

No mundo, a cada ano ocorrem cerca de 230 milhées de casos de malaria [1].
Na Amazénia brasileira ha cerca de 300 mil episédios por ano. Apesar de rara
em comparagdo com a infecgdo natural, a maldria transmitida por transfuséo
(MTT) é uma doenca grave, com uma alta taxa de letalidade [2,3]. No Brasil, de
acordo com o Sistema Nacional de Hemovigilancia, foram notificados quatro
casos de MTT desde 2005, todos fatais e causados pelo Plasmodium vivax.
Trés fatores importantes afetam a MTT: 1) a prevaléncia da malaria em
doadores de sangue 2) os critérios de selecao dos doadores por meio de
questionarios (sinais clinicos/ sintomas e exposi¢cdes a fatores de risco) e 3) a
triagem laboratorial. Na Amazénia brasileira, onde a maléria € endémica, o
algoritmo para selecionar doadores de sangue exige a aplicacdo de
questionario com perguntas sobre sinais, sintomas e histéria de exposicao.
Ap6s o questionario, é obrigatéria a aplicacdo de um teste laboratorial de
deteccdo direta do parasito ou seus antigenos. Embora os procedimentos de
triagem laboratorial com alta sensibilidade sejam desejaveis em bancos de
sangue, a detecgao da malaria continua a ser uma tarefa desafiadora. Quase
todos os bancos de sangue na regidao da Amazdnia brasileira utilizam o exame
microscépico de gota espessa para triagem da malaria.

E sabido que o exame de gota espessa tem varias limitagdes quando aplicados
a triagem dos doadores em SH: a) as baixas parasitemias em doadores
assintomaticos (incubacgao, portadores assintomaticos) podem resultar em
muito menor sensibilidade da gota espessa em relacéo ao teste de deteccao do
acido nucleico (NAT) [4]; b) exames de gota espessa sdo muito dependentes
da experiéncia do profissional que faz a preparacdo manual e leitura das
laminas e, muitas vezes, os resultados estao sujeitos a grandes variacoes; ¢)
nao ha consenso de quantos campos na lamina devem ser examinados para

se determinar uma lamina como “negativa”. O Manual de Diagndstico
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Laboratorial da Malaria brasileiro recomenda que pelo menos 500 campos
devam ser examinados para se determinar que uma lamina seja negativa.
Outros estudos recomendam o exame de 100 a 500 campos [5,6,7].

Os portadores assintomaticos de infecgdo por Plasmodium (PAP) tém baixas
parasitemias [8,9] e sédo a fonte de infeccdo da maioria dos casos de MTT [10]
[11]. No mundo todo, o uso do NAT para detectar os casos de malaria com
parasitemias submicroscopicas ou para PAP tém sido largamente utilizado para
fins de pesquisa. O uso do NAT como um teste de triagem da malaria em
servicos de hemoterapia de areas endémicas deve ser avaliado como uma
alternativa. Comparado a gota espessa, o NAT é conhecido por ter maior
sensibilidade [4,12,13] e estar menos sujeito ao erro humano. Por outro lado,
0s custos sdo mais elevados do que os dos testes de triagem convencionais. A
utilizacdo de pool de amostras poderia reduzir esta dificuldade [14]. A triagem
de doadores de sangue para a maldria tem algumas questbes-chave que
devem ser abordadas tanto do ponto de vista pratico como cientifico. Este
trabalho comeca a olhar para a o ponto de vista pratico de se formar pools de
amostras de sangue para reduzir os custos dos NAT para malaria.

Foi descrito anteriormente que a nested PCR, como descrita por Snounou et al.
(1993) [15], é capaz de detectar parasitemias tdo baixas quanto 20 a 1
parasitos/uL, dependendo dos protocolos de purificacdo do DNA e da amostra
utilizada; sangue total [16], pellets de hemacias [17], ou gotas de sangue em
papel filiro [18,19]. Este trabalho apresenta uma analise de sensibilidade da
nested PCR previamente descrita [15], utilizando-se amostras de sangue total
em pool, e se discute a utilidade e as limitacdes da aplicagdo desta técnica em
servicos de hemoterapia de regides endémicas para malaria para reduzir
custos na triagem laboratorial € melhorar a seguranca das transfusdes de

sangue.

Materiais e métodos

Tipo de estudo
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Trata-se de um estudo de validacdo do tipo one-stage para estimar a
sensibilidade da nested-PCR para detecgéao de acido nucleico do Plasmodium.
O estudo foi realizado no contexto de um estudo de validacao para um NAT de
amostras em pool, uma ferramenta potencialmente U(til para triagem de
doadores de sangue para malaria em SH de regides endémicas.

Este estudo utilizou amostras de 20 pacientes com infeccdo de malaria para P.
vivax e P. falciparum, confirmadas pela gota espessa, € uma amostra de
cultura in vitro de P. falciparum. As amostras negativas foram obtidas de 10
individuos residentes em Cuiaba, Mato Grosso. Apesar de a cidade de Cuiaba
estar localizada na &area endémica, casos autéctones de malaria ndo sao

registrados no municipio ha mais de duas décadas.

Preparacao do pool de amostras

As concentracées de parasitos foram determinadas pela gota espessa em
todos os pacientes com malaria. Em seguida, diluiu-se estas amostras positivas
usando sangue total de amostras negativas, até que concentracbées de 1,0
parasito/uL (em diferentes volumes) fossem alcangadas. Este limite inferior foi
baseado na suposicdo de que doadores com parasitemias de 1,0 parasito/uL
seriam facilmente diagnosticados como negativos pela rotina de triagem com a
gota espessa nos servicos de hemoterapia. Este primeiro passo representa as
baixas parasitemias de doadores infectados que foram considerados aptos
apos passarem pelos procedimentos de triagem clinica e epidemiolégica.

No passo seguinte, representando diluicdes de pool de amostras de sangue,
foram adicionados diferentes volumes de amostras de sangue total negativo
para malaria até atingir um volume de 3,0 mL — alcancando trés diferentes
concentracgdes finais: 0,33, 0,25 e 0,20parasito/uL. As amostras negativas nao
foram agrupadas em pool antes de serem adicionadas nas amostras positivas.
As diluicoes foram interrompidas até que a sensibilidade atingisse valores
menores que 100%.
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Microscopia

As laminas para analise da gota espessa foram fixadas em metanol e coradas
com Giemsa a 3% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Concentragdes
de parasitos foram determinadas por um microscopista experiente do Hospital
Julio Muller (um hospital de ensino filiado a Universidade Federal do Mato
Grosso) que examinou 200 campos.

Execucao da nested PCR

i. Extracdo de DNA. Um volume de 3,0 mL de sangue total foi utilizado para a
extracdo do DNA para a PCR. A extragado foi realizada utilizando o kit de
extracdo Wizard® Genomic (Kit de Purificacgo de DNA) da Promega®,
conforme instrugbes do fabricante. Apés o passo de reidratacdo, o DNA foi
usado imediatamente para amplificacdo ou foi armazenado a 2-8°C até sua
utilizacao.

ii. Amplificacdo. Foi utilizado o método da nested PCR previamente descrito por
Snounou et al. (1993) [15], com uma modificagdo (utilizacdo de um kit
comercial de mistura de reagentes em substituicdo ao protocolo original).Esta
estratégia tem como alvo sequencias para a amplificacdo dos genes das
subunidades ribossomais 18S das trés espécies de Plasmodium prevalentes na
regiao amazébnica, o P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Para amplificacao do
género foram usados os primers rPLU5 e rPLU6. Para a amplificacao
especifica de espécie se usou os primers rVIV1 e rVIV2 para P. vivax , rFAL1 e
rFAL2 para P. falciparum e rMAL1 e rMAL2 para P. malariae. Para reduzir o
risco de contaminacao e de erros de pipetagem durante a preparagdo da
mistura de reagentes (mix), utilizou-se o PCR Master Mix da Promega®. O
volume final da reacgéo foi de 25,0 uL incluindo: 20,0 uL de PCR Master Mix
(0,6 unidades de Tag DNA polimerase , 400 uM de cada DNTP, 3,0 mM de
MgCI2 e tampéao Tris pH 8,5), 1,0 uL de cada um dos primers a 6,25 uM, e 3,0

64



uL da amostra de DNA. Todos os primers foram adquiridos da IDT® (Integrated
DNA Technologies, Inc., Coralville, lowa, EUA). As amostras foram
amplificadas utilizando um termociclador (Mastercycler® Pro Eppendorf
Scientific Inc., Westbury, NY, EUA). Foram usados 25 e 30 ciclos de
amplificacdo para a reacdo de amplificacdo do género e da espécie,
respectivamente.

iii. Deteccdo. Para visualizar os produtos da nested PCR foi utilizada a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio. A
visualizagdo da eletroforese foi realizada sob luz ultravioleta, sendo utilizado
um sistema de documentacao fotografica. Em todas as corridas eletroforéticas
foi utilizado um marcador de 1 kb (Invitrogen, Inc., EUA), para estimar o peso
molecular dos fragmentos de DNA amplificados.

Um controle negativo e um controle positivo para P. falciparum e P. vivax foram
incluidos ao lado de cada execucdo de extracdo de DNA, amplificacdo e
deteccgéao.

Analise dos dados

O padrao-ouro para este estudo foi o uso de amostras negativas adicionadas
com amostras sabidamente positivas (embora em diluigbes muito baixas). A
sensibilidade foi determinada para cada estrato de concentracdo de parasito
entre as amostras em pool. A sensibilidade foi estratificada por diluicdo
(concentracdo de parasitos) para cada pool. Os pools com um resultado
positivo na nested PCR foram considerados casos verdadeiro-positivos. Os
intervalos de confianga binomial a 95% (IC95%) foram calculados para cada
estrato.

Aprovacao por comités de ética em pesquisa com seres humanos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Julio Maller da Universidade Federal do Mato Grosso (Registro n®
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640/09) e pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (Registrar n® 028/2009).

Resultados

Foram utilizadas 21 amostras positivas com diferentes parasitemias iniciais,
variando de 25 parasitos/uL a 20.537 p/uL. Estas amostras sdo oriundas de
pacientes que contrairam malaria naturalmente em 12 municipios diferentes da
Regidao Amazénica brasileira. Em 18 amostras foram identificados o P. vivax e
em trés o P. falciparum, incluindo uma amostra da cultura in vitro. As amostras
negativas foram obtidas de 10 individuos da cidade de Cuiaba, Mato Grosso,
Brasil.

Cada uma das amostras positivas foi diluida com sangue total até alcancar 1,0
parasito/uL. Entdo foi novamente diluida a 2:1, 3:1 e 4:1 (representando pools
de trés, quatro e cinco amostras), resultando na concentracéo final de parasito
de 0,33 p/uL, 0,25 p/uL e 0,20 p/uL, respectivamente. Portanto, foram testados
63 pools, sendo trés pools para cada amostra positiva (trés concentracoes
diferentes de parasitos). Todos os pools com parasitemias de 0,33 p/uL e 0,25
p/uL tiveram resultado positivo na nested PCR. Um resultado negativo foi
obtido do poo/ com 0,20 p/uL (P. vivax).

As sensibilidades da nested PCR calculadas para cada pool estdo mostradas
na Tabela 2. A sensibilidade foi de 100% (IC95%: 86,3% a 100%) para cada
uma das diluicées de 1:2 e 1:3. Um resultado com sensibilidade ligeiramente
menor foi obtido nos pools com diluicdo 1:4 (sensibilidade = 95,2%; |C95%:
76,2% a 99,9%).
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Tabela 1: Resultado da sensibilidade da nested PCR nos pools de amostras de
sangue total usando trés diluicbes (n=63) oriundas de 21 amostras positivas

para Plasmodium spp.

Pool  p/uL +/total Sensibilidade (%) IC95%*
12 0,33 21/21 100 86,3—-100
1:3 0,25 21/21 100 86,3—-100
1:4 0,20 20/21 95,2 76,2 —-99,9

a—Intervalo de confianca binomial a 95%

Discussao

O uso da tecnologia NAT para triagem dos doadores em servicos de
hemoterapia para agentes infecciosos esta se tornando mais comum com 0s
avangos tecnoldgicos. Ainda assim, pouco se tem feito para estudar a
aplicacdo pratica dos NAT para a triagem de doadores de sangue para a
malaria em contextos reais, sendo o alto custo dos NAT um importante fator de
dissuasdo. A alta sensibilidade tedrica do NAT sugere que o uso de pool de
amostras pode ser uma maneira de se reduzir os custos, mantendo a validade
do teste. A nested PCR, como descrita por Snounou et al. (1993) [15], tem
mostrado alta sensibilidade durante investigacbes epidemiolégicas quando
amostras de sangue sdo obtidas em papel filtro [20].

No entanto, ao se pensar na triagem laboratorial de doadores de sangue
utilizando PCR em pool de amostras de sangue total para os SH, devem ser
consideradas quatro questdes que podem afetar a sensibilidade. 1.
Degradacao de DNA alvo durante a coleta, armazenamento ou processamento
de amostras; 2. Inibidores da PCR onipresentes e que sao conhecidos em
todos os individuos [hemoglobina (Hb), imunoglobulina G (IgG) e lactoferrina];
3. Inibidores desconhecidos (presente em alguns individuos, mas ndao em
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outros); 4. Diluicdo do DNA alvo (e dos inibidores). Este estudo analisa a todos,
exceto a terceira questao.

Imitando um cenario de diluicbes com 1:3 e 1:4 para a triagem nos SH, nés
mostramos que a diluicdo de uma amostra positiva de sangue total de um
doador com amostras de sangue negativas de trés doadores diferentes nao
afetam a sensibilidade esperada da nested PCR [21]. O nivel de deteccgao
alcancado em nosso experimento foi compativel com outros estudos [18,21,22].
No entanto, apés o inicio deste estudo, Mahajan et al. (2012) [23] descreveram
um meétodo para purificacdo de DNA do Plasmodium, partindo de sangue total,
que inclui a incubagdo com saponina, e obteve uma sensibilidade de 0,002
p/uL, que é cem vezes acima da sensibilidade observada neste estudo. Esta
sensibilidade impressionante foi alcancada no contexto de P. falciparum
cultivado que foi adicionado em amostras de sangue e testados com um
conjunto diferente de primers. Em nosso protocolo a saponina nao foi
acrescentada, uma vez as instrucdes do kit de extracdo Promega néo incluiam
esta etapa. Mas, mesmo com a possibilidade de aumentar significativamente a
sensibilidade com o método descrito por Mahajan et al. (o que implica em uma
reducado ainda maior dos custos pela adicdo de mais doadores nos pools e/ou
detectar niveis ainda mais baixos de parasitemias que também podem causar
MTT) estes métodos devem ser estudados em condicées que mimetizem os
servicos de hemoterapia, devido ao potencial problema de inibidores (ponto 3,
acima).

O efeito inibitério de hemoglobina (Hb) e outros fatores inibitérios sobre a PCR
limita o volume de sangue que pode ser utilizado no teste para parasitas
intraeritrocitarios como os plasmodios [24] e, consequentemente, o tamanho
dos pools. Para os inibidores conhecidos, assumiu-se que todos os individuos
incluidos no nosso estudo tém mais ou menos a mesma quantidade e
qualidade destes tipos de inibidores. Pode haver outros inibidores da PCR nao
identificados no sangue total (tanto nas amostras positivas para malaria como
nas amostras negativas) que somente serdao detectaveis pela triagem em um

grande numero de doadores. Nossa amostra de apenas 10 individuos
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negativos foi muito pequena para garantir a presenca de inibidores raros (baixa
prevaléncia) [25]. Esta questdo pode ser avaliada em um estudo futuro
incorporando um numero muito maior de amostras negativas. Em teoria, com
modificacdes na PCR para aumentar ainda mais a sua sensibilidade, qualquer
tentativa para aumentar o tamanho do pool para reduzir os custos poderia
aumentar a probabilidade da presenca destes tipos de inibidores raros,
gerando testes com resultados falsamente negativos. Quando um estudo como
este for realizado, talvez um controle positivo possa ser utilizado para detectar
os resultados falsamente negativos, mas isto iria dobrar o custo do material a
ser testado.

Também é necessario considerar os custos e beneficios para o uso de um
menor volume de sangue em cada pool para reduzir o efeito dos inibidores. Isto
porque o resultado final de uma PCR pode ser visto como uma "competicao”
entre o DNA alvo (geralmente em quantidade muito baixa) e os inibidores. Por
um lado, a probabilidade de incluir uma hemacia infectada com Plasmodium
tende a aumentar a medida que um maior volume de sangue é testado. Por
outro, com base nos resultados obtidos por Mahajan et al. (2012) [23], é
possivel que o efeito limitador da PCR exercido pelos inibidores tendera a
diminuir se um volume menor de sangue for testado. Portanto, pode-se
qguestionar se um menor volume de sangue em cada pool poderia aumentar a
sensibilidade da PCR e superar a limitacdo da baixa parasitemia.

Em condicbes ideais, os exames de gota espessa sdo capazes de detectar
entre 10 a 50 parasitos/uL [26,27]. Na pratica, s se pode detectar parasitos
com concentracdes 10 vezes maior (100 a 500 p/uL) [28,29]. Além disso, nas
regidbes onde as laminas nao sdo lidas rotineiramente (malaria importada), a
falta de habilidade dos microscopistas tem sido um grande problema [7,12,22].
Este mesmo argumento pode ser aplicado aos microscopistas que fazem a
triagem de doadores de sangue nos servicos de hemoterapia. Eles verdao muito
poucas laminas positivas porque a triagem clinica e epidemiolégica exclui todos
0s casos sintomaticos ou com alto risco de infecgdo, exceto para aqueles com

parasitemias quase indetectaveis pela gota espessa.
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Em nosso estudo, a nested PCR em pool de quatro amostras, utilizando
sangue total, foi capaz de detectar 0,25 p/uL com 100% de sensibilidade
(diluicdo de 1:3). Esta parasitemia é 40 vezes menor que as parasitemias
normalmente detectadas nas condi¢des ideais para o teste de gota espessa ou
400 vezes menor que as parasitemias detectadas nas condicbes de campo.
Vale ressaltar ainda que este aumento da sensibilidade esta sob a condicao de
amostras em pool, que nao apenas reflete fatores relacionados a diluicao,
como também da maior concentracao relativa dos inibidores conhecidos que
estdo presentes nas amostras de sangue total (isto €, se as amostras fossem
diluidas com outras substancias com soro fisiolégico, tampdes ou mesmo soro
humano, para se alcancar o volume final, os inibidores estariam presentes em
menores concentracdes). Uma vez que o uso continuado de gota espessa para
a triagem de doadores nos SH tem um alto risco de ocorréncia de resultados
falsamente negativos, alguns autores tém discutido a importancia do uso do
NAT para compreender melhor a epidemiologia da maldaria e sua relacao com a
MTT [17,30,31] . Fujikaha et al. (2007) [20], utilizando nested PCR, encontrou
uma prevaléncia de até 3% em doadores de sangue da Regiao Amazbnica.
Outro estudo utilizando a técnica da PCR em tempo real encontrou uma
prevaléncia de 1,3% de infec¢des por P. vivax em doadores do Estado do Para
[33]. Estes autores concluiram que um método mais sensivel de diagndstico da
malaria & necessario nos SH de regides endémicas. No entanto, o alto custo de
NAT comparado a gota espessa é considerado um obstaculo a sua utilizacao.
E economicamente atraente considerar a realizacdo de apenas o primeiro
passo da nested PCR, ou seja, a amplificacdo dos genes género-especifico.
Porém, estudos ja demonstraram a pouca sensibilidade de uma PCR simples,
utilizando os conjuntos de primers rPLU 1-rPLU 5; rPLU 3 rPLU 4; rPLU 5 rPLU
6, comparada a nested PCR. [15,18].

Sob as limitagées do nosso estudo (pequeno numero de individuos negativos
usados para formar os pools) a nested PCR mostrou ser uma boa alternativa
laboratorial para a triagem em SH em comparacdo com o exame padrdao de
gota espessa. Como a sensibilidade para se detectar o DNA alvo em diluicées
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ainda maiores foi ampliada [23], permitindo um maior nUmero amostras no
pool, um estudo com um numero grande de doadores de sangue precisa ser
executado para saber se ha individuos portadores de inibidores néao
conhecidos da PCR, e em caso afirmativo, em concentragcdes altas o suficiente
para gerar resultados falsamente negativos no pool de amostras. Além disso,
seria necessario realizar um estudo de custo-efetividade comparando os
algoritmos j& utilizados para a triagem da maléria com a nested PCR.

No Brasil, as diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e
do Ministério da Saude obrigam que os SH das regidbes endémicas a
executarem a triagem laboratorial de doadores para malaria. Os regulamentos
exigem que os testes devam ter alta sensibilidade e que o NAT pode ser
utilizado para amostras individuais ou em pool. No entanto, na pratica, os
servicos de hemoterapia brasileiros baseiam a sua triagem da malaria no
questionario e nos exames de gota espessa. Nosso estudo mostra que a
nested PCR €& um teste promissor para uso em servicos de hemoterapia na
triagem para malaria, e que pode ser mais barato, por meio de protocolos
usando pool de amostras, tornando-se custo-efetivo em comparagdo com a
gota espessa.

Este estudo tem algumas limitagdes. As amostras testadas ndo séo totalmente
independentes. Apesar de cada pool (de um estrato) ter uma fonte positiva
diferente, os individuos negativos vém de um conjunto menor e sdo repetidos
ao longo de todas as amostras positivas. Isto pode ter diminuido artificialmente
a variancia dos dados e os 1C95% podem ter sido subestimados. Além disso,
os resultados dos testes ndao foram lidos cegamente. No entanto, ao contrario
de leitura das laminas na gota espessa, este € um problema menor para a
nested PCR, uma vez que o0s resultados da técnica sao muito
objetivos/automatizados, com pouca influéncia dos observadores sobre o
resultado. N6s nao incluimos P. malariae em nossas amostras uma vez que

estes sao parasitos raramente encontrados no Brasil [34].

Conclusao
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Nested PCR em pool de amostras é uma alternativa promissora em relagéo a
gota espessa para a triagem para a malaria de doadores de sangue em SH de
regides endémicas. Os gestores dos SH e as autoridades reguladoras devem
considerar o nivel de sensibilidade de deteccdo do teste, a prevaléncia da
doenca, numero de amostras a serem testadas em cada pool e a concentragao
esperada de parasitos em cada pool para garantir um risco minimo de MTT.
Finalmente, o custo-efetividade, especifico para cada area endémica, deve
determinar as vantagens relativas entre os diferentes procedimentos

laboratoriais de triagem de doadores para a malaria.
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Resumo

Objetivo: estimar a prevaléncia de infeccao por Plasmodium e de seus fatores
de risco em candidatos a doacdo de sangue da Regido Amazénica Brasileira
(RAB). Analisou-se também a validade da triagem clinica e epidemiolégica
(TCE) e da triagem laboratorial (TL) de quatro servicos de hemoterapia (SH)
selecionados na RAB.

Métodos: utilizou-se a nested PCR para malaria em pool de amostras para
calcular a prevaléncia de infeccdo por Plasmodium e os parametros da
validacdo das triagens. Para estimar a prevaléncia dos fatores de risco os
candidatos a doacado foram entrevistados com base em um questionario

epidemiologico padronizado.

Resultados: foram avaliados 2992 individuos. Os fatores de risco mais
prevalentes foram: “morar, trabalhar ou estudar em municipio com indice
Parasitario Anual>49,0” (39,2%); “ter visitado areas de risco para malaria nos
ultimos 30 dias” (22,6%); “morar, trabalhar ou estudar na zona rural” (3,9%). A
prevaléncia geral de infeccao por Plasmodium foi de 0,07%, sendo de 0,17%
entre os candidatos inaptos a doacao na TCE dos SH e 0,04% entre os aptos.
A sensibilidade da TCE foi de 50% e da TL de 0%.

Concluséo: a prevaléncia dos fatores de risco para malaria € alta entre os
candidatos a doacao, o que dificulta a adocao de critérios especificos na TCE
para a selecao de candidatos a doagao. Por outro lado, a TL realizada com o
teste da gota espessa foi incapaz de detectar o caso positivo € 0 uso de testes
de deteccdo de acidos nucleicos deve ser avaliado como alternativa para
aumentar a seguranca transfusional na area endémica brasileira para prevenir
casos de MTT.

Palavras-chave: malaria, doadores de sangue, prevaléncia, fatores de risco,
nested PCR.
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Abstract

Objective. We estimated the prevalence and risk factors of Plasmodium
infection in blood donors from the Brazilian Amazon Region (BAR). We also
evaluated the validity of the clinical and epidemiological screening (CES) and
laboratory screening (LS) from four blood banks (BB) selected at the BAR.
Methods: We used the results of nested PCR in pooled samples to calculate the
prevalence of Plasmodium infection and the validation parameters for LS and
CES. To calculate the prevalence of risk factors, we used a standardized
epidemiological questionnaire.

Results: The most prevalent risk factors were: "living, working or studying in a
city with Annual Parasite Index>49" ( 39.2 %), "living, working or studying in
rural area"(3.9% ); "visiting risk areas for malaria in the past 30 days"( 22.6 % ).
The overall prevalence of Plasmodium infection was 0.07% and 0.17% among
the deferred donor after CES and 0.04% among the qualified donors. Sensitivity
was 50% for CES and 0% for LS.

Conclusion: The prevalence is high for risk factors of Plasmodium infection
among blood donor in the BAR. This situation makes the CES a challenge to
screen both blood donors in the incubation period of malaria and asymptomatic
Plasmodium carrier. On the other hand, LS performed with thick blood smear
has low sensitivity and the use of nucleic acid tests should be evaluated as an
alternative for increasing the blood safety in the BAR to prevent potential MTT.
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Introducao

A malaria é endémica na Amazdnia Brasileira. Em 2011, o Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica da Malaria da Regido Amazénica (SIVEP-Malaria)
registrou 266.348 casos no Brasil, sendo 99,7% casos registrados na Regiao
Amazonica brasileira’. Desde 2005, ano em que o pais registrou 607.782
casos, 0 numero de casos notificados vem apresentando reducdo. Contudo,
apesar dessa reducao, as condicbes de ocupacao desordenada do espaco
urbano?, a expansdo da fronteira agricola para areas silvestres® aliadas a
permanéncia de portadores assintomaticos de infeccdo por Plasmodium
(PAP)*°e o incentivo a migracdo de pessoas de regides indenes para a
Amazo6nia®contribuem para que o controle da doenga ainda seja um desafio
nessa regiao.

Neste contexto, a maléria transmitida por transfusdo de sangue (MTT) na
Amazénia se mantém como uma preocupacgao. Apesar de raros, 0s casos de
MTT séo usualmente muito graves’®. O risco de transmissdo da malaria por
transfusdo & pouco conhecido e subestimado®, em especial nos paises
endémicos onde a hemovigilancia ainda esta em desenvolvimento. Nos
Estados Unidos, onde nao ha malaria endémica, o numero médio de casos de
MTT notificado é de trés casos por ano®. No Brasil, o Sistema Nacional de
Hemovigilancia (SNH), criado em 2002, registrou até hoje um total de quatro
casos de MTT, sendo trés em 2006 e um em 2007; todos evoluiram para 6bito.
Contudo, estima-se que a prevaléncia de infeccdo por Plasmodium em
doadores aptos, em areas endémicas brasileiras, utilizando testes de deteccao
de 4acidos nucleicos (NAT) do Plasmodium, esteja entre 0,3% a 3%'"'213,
Portanto, é provavel que exista subnotificacdo de MTT no SNH brasileiro.

Os PAP e aqueles que estdo em periodo de incubacao para malaria sdo um
desafio para a hemoterapia no que se refere a selecdo dos doadores. Nos
paises indenes, os critérios de selecdo para impedir a doacao de individuos
com risco de infeccdo por Plasmodium sao altamente sensiveis e pouco

especificos'®. Nos Estados Unidos, ficam impedidos de doar por 12 meses os
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individuos que viajaram para regides endémicas e por trés anos se viveram em
regides endémicas; ndo sao realizados testes laboratoriais de triagem para
malaria. Na Europa, as viagens para regides endémicas provocam
impedimento por quatro meses; entre quatro meses e trés anos sao admitidos
se testes soroldgicos forem negativos; se os testes sorolégicos forem positivos,
o individuo esta definitivamente impedido de doar sangue.

Estes critérios causam impactos econémicos ao sistema de sangue. Nos
Estados Unidos, estima-se que 50.000 doacdes sdo impedidas tendo como
causa o risco de malaria’. No Canadé, o impacto da exclusdo de candidatos &
doacédo por risco de malaria, baseados apenas na avaliacdo dos fatores de

risco, representa alto custo anual

. Apesar disso, esta alta sensibilidade nao
afeta a disponibilidade de sangue.

Ja no contexto de paises endémicos ou com regides endémicas, como 0s
paises da América do Sul, critérios de selegdo muito sensiveis podem gerar
desabastecimento de sangue em alguns locais. No Brasil, os requisitos
estabelecidos na regulacao para impedir a doagéao de individuos com risco de
infeccao por Plasmodium sao diferentes para a area endémica, isto é, Regido
Amazénica Brasileira, e para a area nao endémica. Nas areas indenes, a
triagem laboratorial ndo é obrigatéria, mas a triagem clinica e epidemioldgica é
mais sensivel, tornando inapto por 12 meses o candidato que tenha se

deslocado para a regido Amazonica''®. ((

Na area endémica, sdo impedidos de
doar os individuos que i) tiveram malaria nos ultimos 12 meses; ii) tiveram
suspeita de malaria nos ultimos 30 dias; iii) residem em municipios com alto
risco de transmissao, isto é, com Incidéncia Parasitaria Anual maior que 49,9
laminas positivas por 1.000 habitantes (IPA>49,9); iv) deslocaram-se para
municipios com IPA>49,9 nos ultimos 30 dias e v) tiveram malaria por
Plasmodium malariae (valido também para areas indenes). Além disso, todos
os doadores devem ser submetidos a triagem laboratorial com testes
laboratoriais de detecgdo do Plasmodium ou seus antigenos''®.

Nos SH brasileiros, a gota espessa € o teste mais utilizado para a triagem

laboratorial'’. O exame de gota espessa tem varias limitacées quando aplicado
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a triagem dos doadores de sangue. As baixas parasitemias em doadores
assintomaticos (em periodo de incubacao para malaria ou PAP) resultam em
muito menor sensibilidade da gota espessa em comparacdo com os testes de
deteccdo do NAT*. Além disso, os resultados da gota espessa sdo sujeitos a
grandes variagdes porque o resultado do teste é dependente da habilidade e
pericia dos técnicos, tanto no preparo da lamina, que é manual, como na sua
leitura. Os NAT sdo mais indicados para o diagnostico dos casos com
parasitemias submicroscopicas, mas nao sao utilizados nos SH brasileiros para
a triagem laboratorial de doadores para a malaria.

E diante desse cenario epidemiolégico, com provavel subnotificagdo de MTT no
Brasil, existéncia de doadores de sangue assintomaticos para malaria,
auséncia de triagem laboratorial utilizando testes com alta sensibilidade nos SH
brasileiros, somado ao debate sobre quais critérios de exclusdo sao mais
adequados para impedir a doacdo de sangue dos individuos com risco de
infeccdo por Plasmodium, que este estudo foi conduzido. O objetivo foi de
estimar as prevaléncias da infeccdo por Plasmodium e dos seus fatores de
risco entre candidatos a doacdo de sangue de SH da regido amazébnica
brasileira e estimar a acuracia da triagem clinica e epidemioldgica e da triagem
laboratorial para a malaria realizada por esses servicos, tendo como padrao-
ouro a nested PCR.

Material e Métodos

Populacao de estudo

A populacao fonte do estudo foi composta por candidatos a doacao de sangue
que se apresentaram em quatro SH de trés diferentes estados da regiao
amazonica brasileira.

O periodo de coleta foi de novembro de 2009 a setembro de 2010, em um
intervalo de tempo que variou em cada SH. No periodo de coleta, candidatos a
doacdo foram abordados e aqueles que expressaram concordancia em
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participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foram incluidos na amostra. Nao houve critério de excluséo
de participantes desde que o sujeito da pesquisa tenha concordado e assinado
o TCLE.

Para o calculo do tamanho da amostra utilizou-se a alocagédo estratificada
proporcional com parametros fornecidos pelos préprios SH. Os estratos foram
os quatro SH e para cada um foi estimado o tamanho da amostra segundo os
seguintes parametros: nimero de triagens clinicas de candidatos a doacao
realizadas mensalmente, nimero de doadores aptos a doacdo e numero de
doadores inaptos a doacéo por qualquer motivo. Estimou-se uma prevaléncia
de 3% de doadores aptos positivos para Plasmodium spp, utilizando a nested
PCR como método de deteccdo de &cido nucleico'. Para os candidatos a
doacédo inaptos, utilizou-se 5% de prevaléncia. Baseado nesses parametros,
para um nivel de confiangca de 95% e erro relativo aceito de 20% (ou erro
absoluto de 0,6%) para a amostra de doadores aptos e de 25% (ou erro
absoluto de 1,25%) em torno da prevaléncia esperada, o tamanho amostral
minimo requerido foi 2.695 candidatos a doacado, distribuidas conforme
demonstrado o quadro 1.

Quadro 1. Distribuicdao percentual por estrato (servico de hemoterapia) e
namero total de individuos segundo o calculo da amostra estratificada

proporcional.
Servigos de Candidatos por -
Populagao Amostra
hemoterapia més™ (N)
Aptos™* Inaptos™* Aptos Inaptos (%)
(%)N=6.546  (%)N=1.955 (%)n=2.165 n=530
A - 65 35 68 32
B - 80 20 82 18
C - 73 27 76 24
D - 78 22 80 20
Total 8.501 77 23 80 20
[Total da amostra (n) 2.695

* Valores fornecidos pelos SH e omitidos para evitar identificacdo dos SH.
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** ApGs entrevista clinica e epidemioldgica. Valores fornecidos pelos SH.

Para compensar desisténcias, perdas ou insuficiéncia de material biolégico
adequado, a esse numero foi acrescido 10%, distribuidos para cada um dos
estratos, resultando em uma amostra de 2.965 candidatos a doacéao.

Nested PCR para deteccao de infeccao por Plasmodium sp

Foram coletados aproximadamente3,0 mL de sangue total em tubos com
anticoagulante de cada participante. As amostras foram mantidas refrigeradas
a 4°C até a formacao dos pools. Os testes da nested PCR foram executados
em pools de até 2,5 mL de sangue total composto por aliquotas de 0,5 mL de
até cinco diferentes amostras individuais. A sensibilidade da nested PCR para
estas condigbes foi verificada previamente e alcancou o valor de 95,2%
(1C95%: 76,2% a 99,99%) para uma parasitemia de 0,2 parasito por microlitro
no pool de até 5 amostras'’. Apés a formacdo dos pools, as amostras
individuais e os pools foram congelados a -20°C até o processamento.

i. Extracao de DNA. Um volume de 2,5 mL de sangue total foi utilizado para a
extracdo do DNA para a PCR. A extragado foi realizada utilizando o kit de
extracdo Wizard® Genomic (Kit de Purificacdo de DNA) da Promega®,
conforme instrugdes do fabricante. Apés o passo de reidratacdo, o DNA foi
usado imediatamente para amplificacdo ou foi armazenado a 2-8°C até sua
utilizacao.

ii. Amplificag&o. Foi utilizado o método da nested PCR previamente descrito por
Snounou et al. (1993) [15]. A Unica modificagdo introduzida foi a utilizagdo de
kit comercial de mistura de reagentes em substituicdo ao protocolo original.
Esta estratégia tem como alvo sequéncias para a amplificacao dos genes das
subunidades ribossomais 18S das trés espécies de Plasmodium prevalentes na
regiao amazébnica, o P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Para amplificacao do
género foram usados os primers rPLU5 e rPLU6. Para a amplificacao
especifica de espécie se usou os primers rVIV1 e rVIV2 para P. vivax , rFAL1 e
rFAL2 para P. falciparum e rMAL1 e rMAL2 para P. malariae. Para reduzir o
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risco de contaminacao e de erros de pipetagem durante a preparagdo da
mistura de reagentes (mix), utilizou-se o PCR Master Mix da Promega®. O
volume final da reacgéo foi de 25,0 uL incluindo: 20,0 uL de PCR Master Mix
(0,6 unidades de Tag DNA polimerase, 400 uM de cada DNTP, 3,0 mM de
MgCI2 e tampéo Tris pH 8,5), 1,0 uL de cada um dos primers a 6,25 uM, e 3,0
uL da amostra de DNA. Todos os primers foram adquiridos da IDT® (Integrated
DNA Technologies, Inc., Coralville, lowa, EUA). As amostras foram
amplificadas utilizando um termociclador (Mastercycler® Pro Eppendorf
Scientific Inc., Westbury, NY, EUA). Foram usados 25 e 30 ciclos de
amplificacdo para a reacdo de amplificacdo do género e da espécie,
respectivamente.

iii. Deteccdo. Para visualizar os produtos da nested PCR foi utilizada a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio. A
visualizagdo da eletroforese foi realizada sob luz ultravioleta, sendo utilizado
um sistema de documentacao fotografica. Em todas as corridas eletroforéticas
foi utilizado um marcador de 1 kb (Invitrogen, Inc., EUA), para estimar o peso

molecular dos fragmentos de DNA amplificados.

Coleta, processamento e analise dos dados

As variaveis de interesse para o estudo foram coletadas por questionario
epidemioldgico padronizado e incluiram as variaveis demogréficas e fatores de
risco para maldria, a saber: exposicao frequente a area rural (moradia, trabalho
ou estudo), exposicdo em areas de risco nos ultimos 30 dias (areas rurais,
silvestres e garimpos), exposicado em municipios com IPA>49,9 [procedentes
(moradia, trabalho, estudo) ou deslocamentos nos ultimos 30 dias] e historico
de malaria (suspeitas e confirmadas).O IPA do municipio foi obtido do SIVEP-
Malaria. Foram considerados individuos “suspeitos de malaria nos ultimos 30
dias” os que responderam positivamente se tinham se submetido ao teste da
gota espessa nos ultimos 30 dias.

84



Para os candidatos a doacao aptos na triagem clinica e epidemioldgica dos SH
coletou-se ainda o resultado da triagem laboratorial para malaria. Foram
considerados candidatos a doacao aptos na triagem clinica e epidemioldgica os
doadores que efetuaram a doacdo nos SH. Para os candidatos a doacao
inaptos, coletou-se o motivo da inaptidao.

As prevaléncias de malaria e dos fatores de risco, com seus respectivos
intervalos de 95% de confianca (IC95%), foram estimados com base nos
resultados da nested PCR e das respostas ao questionario padronizado,
respectivamente. Os parametros de validade da triagem clinica e
epidemiologica e da triagem laboratorial dos SH (sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo) foram calculados utilizando os
resultados da nested PCR como padrao-ouro.

Aprovacao por comités de ética em pesquisa com seres humanos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Julio Maller da Universidade Federal do Mato Grosso (Registro n®
640/09) e pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (Registrar n? 028/2009).

Resultados

Foram incluidos na amostra 2.992 individuos, sendo 2.388 (80%) candidatos
aptos na triagem clinica e epidemioldgica realizada pelos SH e 604 (20%)
candidatos inaptos. Comparado ao grupo dos aptos, o grupo dos inaptos era
mais jovens, com menor predominancia do sexo masculino (74,0% para os
aptos VS 55,6% para os inaptos), maior proporcao de estudantes e menor de
proporcao de trabalhadores. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos
candidatos a doacao pesquisados.

Os principais motivos de inaptiddo na triagem clinica e epidemiol6gica
realizada pelos SH estdo apresentados na figura 1. Na primeira etapa da
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triagem, ter hematocrito anormal foi o principal motivo de inaptidao em ambos
os sexos. Na segunda etapa, destaca-se que a excluséo pelo risco associado a
infeccdo por maléria foi o principal motivo de inaptiddao entre as mulheres
(30%), seguido de comportamento sexual de risco (16%) e uso de
medicamentos (15%). Entre os homens, o risco associado a infeccao por
malaria foi a segunda causa de inaptiddo (24%), ficando abaixo apenas do
comportamento sexual de risco (29%). Destaca-se que os dados de inaptidao
clinica e epidemiolégica dos candidatos a doagdo do SH-B ndo estavam
disponiveis para os pesquisadores. Foi informado apenas que nado houve
inaptiddo na segunda etapa da triagem por risco de infecgdo por malaria ou na
terceira etapa por exame positivo para malaria. Portanto, o total de candidatos
a doacao analisados na figura 1 foi 402 individuos.

Dentre os motivos de inaptiddo pelo risco de infeccdo por malaria, o
deslocamento para areas com alto risco para maléaria foi responsavel por 87%
das inaptiddes, seguido de febre ha menos de 30 dias (11%) e malaria nos
ultimos 12 meses (3%).

As prevaléncias dos fatores de risco que foram coletados por meio do
questionario epidemiolégico estdo apresentadas na tabela 2. Entre os
candidatos a doacao aptos pelo SH, destacam-se os fatores de risco “moradia,
trabalho ou estudo em municipios com IPA>49,9” com prevaléncia de 40,0%
(1C95%: 38,0%a 40,2%),“deslocamentos para areas de risco (fazendas, sitios,
chacaras, locais com matas ou florestas e garimpos)”, que alcancou 19,3%
(1C95%: 17,8%a 21,0%), e o “deslocamento para municipios com IPA>49,9”
com 3,3% (IC95%: 2,6%a 4,1%). Dentre os fatores de risco para malaria
assintomatica, os candidatos a doacdo aptos apresentaram média de 26,7
anos de residéncia na area endémica (IC95%: 26,3% a 27,1%); 8,9% (IC95%:
7,8%a 10,1%) deles relataram ter tido dois ou mais episoédios de malaria na
vida e 14,1% (IC95%: 12,8% a 15,6%) relataram ter tido ao menos um episédio
de maléria na vida.

Utilizando o questionario padronizado, foi calculado o percentual de candidatos
a doagcdo que seriam impedidos de doar pelos critérios estabelecidos na
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Portaria MS n? 2.712/2013'®. Entre os candidatos & doagao considerados aptos
pelos SH, 42,0% (IC95%: 40,1% a 44,1%) apresentaram um ou mais fatores
impeditivos a doacdo. Vale destacar que dois SH estavam localizados em
municipios com IPA>49,9 durante o periodo do estudo, mas coletaram sangue
regularmente dos moradores da cidade. Se nao considerarmos o critério
“‘municipio de moradia, trabalho ou estudo do doador com IPA>49,9”, ainda
assim 5,3% (IC95%: 4,4% a 6,3%) apresentaram um ou mais fatores
impeditivos a doacdo pelos critérios da Portaria 2.712/2013'®, de acordo com
as informagbes coletadas no questionario epidemioldégico (dados nao
apresentados). Entre esses, destacam-se dois candidatos a doacdo que
relataram ter tido malaria por P. malariae (dados ndo apresentados), outro que
relatou ter tido malaria nos ultimos 30 dias e 45 candidatos a doacao que
relataram terem sido suspeitos de malaria nos ultimos 30 dias (tabela 2).

Em relagédo a prevaléncia de infec¢do por Plasmodium, dois individuos foram
positivos na nested PCR, sendo um apto e outro inapto na triagem clinica e
epidemiol6gica do SH, ambos para a espécie P. vivax e pertencentes ao SH-B.
A tabela 3 apresenta a prevaléncia geral obtida no estudo e entre os
candidatos a doacdo considerados aptos e inaptos pelos SH. A prevaléncia
geral foi de 0,07% [n=2/2.992 (IC95%: 0,01% a 0,27%)]. No SH-B, a
prevaléncia total foi de 0,18% (IC95%: 0,03% a 0,71%); entre os aptos de
0,11% (IC95%: 0,01% a 0,69%) e entre os inaptos de 0,50% (IC95%: 0,01% a
2,73%).

Os parametros da validade da triagem clinica e epidemiolégica e da triagem
laboratorial dos SH estdo detalhados na tabela 3. A triagem clinica e
epidemioldgica realizada pelo SH foi capaz de excluir um dos dois casos
positivos de infeccdo por Plasmodium (sensibilidade = 50%). Contudo, a
triagem laboratorial realizada com o teste da gota espessa nao conseguiu
detectar a infeccdo no doador considerado apto, apresentando sensibilidade de
0%. Vale destacar que o SH-D realizou a triagem laboratorial em apenas 1,5%
dos doadores, pois adotava o critério de submeter a triagem laboratorial
apenas os doadores provenientes de municipios considerados de médio risco
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pelo IPA (9,95IPA<50). Essa conduta é distinta da preconizada na norma
vigente a época, e na atual, que exigem a triagem universal nos municipios
com “transmissdo ativa’. Portanto, o numero de doadores efetivamente
submetidos a um teste laboratorial foi 1.206 (50,5%).

Os dois casos positivos na nested PCR, Caso 1 e Caso 2, para infecgao por
Plasmodium eram do sexo masculino, nascidos na regiao Amazbnica,
moradores da area urbana e ndo estavam estudando. Caso 1 tinha 19 anos de
idade, era soldado, trabalhava na area urbana e foi considerado inapto pelo
SH-B por motivo ndo informado aos pesquisadores. Caso 2 tinha 30 anos de
idade, estava desempregado e foi considerado apto. Os fatores de risco
relatados pelos dois individuos foram “morar, trabalhar ou estudar em
municipio com IPA>49,9” e “deslocamento para areas de risco nos ultimos 30
dias”. Os dois relataram ja terem tido maléria na vida; Caso 1 relatou ter tido
um episédio de malaria, mas nao lembrou a espécie de Plasmodium, enquanto
que Caso 2 relatou dois episddios por P. vivax na vida. Apesar de Caso 2 ter
sido considerado apto pelo SH-B, ele estaria impedido de doar segundo a
Portaria 2.712/2013 pelo critério “residir em (proveniente de) municipio com
IPA>49,9”. Os pesquisadores tentaram contatar os individuos positivos para
saber se haviam desenvolvido malaria apds a entrevista, mas eles nao
estavam mais disponiveis. As informagdes sobre o destino dos
hemocomponentes do Caso 2 e sobre os eventuais receptores desses
produtos também ndo foram disponibilizadas aos pesquisadores até o

momento.
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Tabela 1. Caracteristicas dos candidatos a doacao de sangue de quatro servicos de hemoterapia (A, B, C e D) da Regiao

Amazonica, Brasil, 2009 a 2010.

A B C D Total (n=2.992)

Aptos Inaptos  Aptos Inaptos  Aptos Inaptos  Aptos Inaptos  Aptos(n=2.388) Inaptos (n=604)
Idade [media + DP] 27,8+5,9 28,7+9,3 29,0+8,6 26,4+8,4 29,0+7,8 29,1+8,9 31,5+9,7 28,7+10,0 30,2+9,1 28,0+9,4
Sexo masculino (%) 60,0 52,9 66,5 62,9 79,8 61,6 79,0 49,7 74,0 55,6
Trabalhador (%) 80,0 82,3 77,8 73,8 82,5 65,8 80,0 64,0 79,5 68,0
Estudante (%) 32,0 35,3 30,6 39,1 33,3 38,4 25,9 34,6 28,5 36,6
Moradia Urbana (%) 96,0 88,2 99,5 99,0 95,6 98,5 99,7 97,1 99,2 97,6
Peso (Kg) [média+DP] 74,8+14,9 72,4+13,5 74,7+15,3 71,4+15,2 76,9+14,4 75,6+19,0 75,4+14,0 69,9+15,7 75,3+14,6 71,2+16,0
Altura(cm) [média+DP] 168+7 167+7 16949 168+8 168+8 16749  168+11 165+11 168,3+10,2 166,0+9,8
Hematocrito (%) 44,943,9 443+4,8 43,8444 42,3+4,4 43,7+2)9 42,2+3,1 43,7+3,3 37,4453 43,7+3,7 40,8+5,1

DP = desvio padrao.
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Figura 1: Distribuicdo percentual dos motivos de inaptiddo de candidatos a
doacdo de sangue, por sexo, na primeira (a) ou segunda (b) etapa da triagem
clinica e epidemiolégica em trés servicos de hemoterapia (A, C e D) (n=402
candidatos a doacao), Brasil, 2009 e 2010.

a) Primeira etapa da triagem: masculino n = 32; feminino n = 106
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Tabela 2. Prevaléncia [P (%)] e intervalos de 95% de confianca (IC95%) de fatores de risco para infeccao por Plasmodium

em candidatos a doacao de sangue de quatro servicos de hemoterapia da regido amazénica, Brasil, 2009 a 2010.

Fatores de risco*

Aptos:P(1C95%)

Inaptos:P (IC95%)

Total:P (IC95%)

n=2.388 n=604 n=2.992
Anos de residéncia na regido amazénica (média) 26,7 (26,3-27,1 25,2 (24,4-26,0 26,4 (26,0-26,8
Exposicao frequente a zona rural (MTE*) 3,7 (3,0-4,5 5,0 (3,4-7,1 3,9 (3,3-4,7
Moradia 0,9 (0,6-1,4 2,3(1,3-4,0 1,2 (0,9-1,7
Trabalha 2,1(1,6-2,8 2,2(1,2-3,8 2,1(1,6-2,7
Estuda 1,7 ( 1,2 (

*kk

Deslocamentos nos ultimos 30 dias para areas de risco
MTE em municipios com IPA do ano anterior >49,9****
MTE em municipios com IPA atual >49,9*****
Deslocamentos ha menos de 30 dias para municipios com IPA do ano
anterior >49,9****
Deslocamentos ha menos de 30 dias para municipios com IPA atual
549,9%****
Malaria nos ultimos 12 meses
Malaria nos ultimos 30 dias
Episédios de malaria na vida (média)
Faixas de episédios de malaria na vida

0

1

2-5

6-10

>10-20

21 ou mais

N&o sabe

19,3 (17,8-21,0
40,0 (38,0-42,0
40,0 (38,0-42,0

)
)
)
)
1,1 (0,7-1,6)
)
)
)
3,4 (2,7-4,2)

3,3 (2,6 —4,1

)
<0,1(0,0-0,3)
<0,1(0,0-0,3)

0,5 (0,4-0,6)

75,2 (73,4-76,9)
14,1 (12,8-15,6)
7,4 (6,4-8,6)
1,1 (0,7-1,6)
0,2 (0,1-0,5)
0,2 (0,1-0,5)
1,8 (1,3-2,4)

)
)
)
)
0,8-3,1)
35,4 (31,6-39,4)
35,9 (32,1-39,9)
35,9 (32,1-39,9)

7,0 (5,1-9,4)
(4,4-8,4)
(0,4-2,3)
(0,0-1,1)
0,8 (0,4-1,2)

6,1
1,0
0,2

74,7 (71,0-78,1)
13,3 (10,7-16,3)

7,5 (5,5-9,9)
1,7 (0,8-3,1)
0,2 (0,0-1,1)
0,7 (0,2-1,8)
2,2 (1,2-3,8)

)
)
)
)
0,9-1,7)
22,6 (21,1-24,1)
39,2 (37,4-41,0)
39,2 (37,4-41,0)

4,1 (3,4-4,9)
3,9 (3,2-4,7)
(0,1-0,5)
(0,0-0,3)
0,6 (0,5-0,7)

0,2
0,1

75,1 (73,5-76,6)
13,9 (12,7-15,2)
7,4 (6,5-8,4)
1,2 (0,8-1,6)
0,2 (0,1-0,5)
0,3 (0,2-0,6)
1,9 (1,4-2,4)
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Continuacao da tabela 2.

Fatores de risco*

Aptos p (IC95%)

Inaptos p (IC95%)

Total p (IC95%)

Testado para malaria nos ultimos 12 meses
Testado para malaria nos ultimos 30 dias
Testes positivos para malaria durante a vida (média)
Faixas de testes positivos para malaria durante a vida

0

1

2-5

6-10

>10-20

21 ou mais

N&o sabe

8,6 (7,6-9,8)
1,9 (1,4-2,5)
0,5 (0,4-0,6)

75,3 (73,5-77,0)
12,4 (11,1-13,8)
6,8 (5,8-7,9)

1,4 (1,0-2,0)
0,4 (0,2-0,8)

0,1 (0-0,4)

3,6 (2,9-4,4)

12,9 (10,4-15,9)
4,1 (2,8-6,1)
0,8 (0,4-1,2)

75,2 (71,5-78,5)
13,1 (10,6-16,1)
5,6 (4,0-7,9)

1,5 (0,7-2,9)

0,2 (0-1,1)

0,7 (0,2-1,8)
3,8 (2,5-5,8)

9,5 (8,5-10,6)
2,3 (1,8-3,0)
0,6 (0,5-0,7)

75,3 (73,7-76,8)
12,5 (11,4-13,8)
6,6 (5,7-7,1)
1,4 (1,0-1,9)
0,4 (0,2-0,7)
0,2 (0,1-0,5)
3,6 (3,0-4,4)

* Médias para variaveis continuas e prevaléncias(%)para variaveis categoricas com seus intervalos de confianca a 95%.

** MET = moradia, trabalho ou estudo.

*** Fazendas, sitios, chacaras, locais com matas ou florestas e garimpos.

»** [ndice parasitario anual > 49,9 laminas positivas por 1.000 habitantes no ano anterior ao da entrevista.

=+ [ndice parasitario anual >49,9 laminas positivas por 1.000 habitantes no segundo més anterior ao més da entrevista
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Tabela 3: Valores dos parametros de acuracia da validade da triagem clinica,

epidemiologica e laboratorial de quatro servicos de hemoterapia da Regido

Amazébnica Brasileira, tendo como padréao-ouro a nested PCR, Brasil 2009 a

2010.
Triagem clinica e nested PCR
_ _ _ _ ___ Total P (1IC95%)*
epidemioldgica Positivo Negativo
Qualquer Inapto 1 603 604 0,17 (0,01 a 1,07)
motivo Apto 1 2.387 2.388 0,04 (0,00 a 0,27)
Total 2 2990 2992 0,07 (0,01 a0,27)
Sensibilidade = 50,00%
Especificidade = 79,83%
VPP =0,17%
VPN = 99,96%
Inapto 0 68 68
Malaria**
Apto 1 2.387 2.388
Total 1 2.455 2.456
Sensibilidade = 0%
Especificidade = 97,23%
VPP = 0%
VPN = 99,96%
Triagem laboratorial para N _
Positivo Negativo
malaria (doadores aptos)
Positivo 0 0 0
Negativo/néo realizado 1 2.387 2.388
Total 1 2.387 2.388

Sensibilidade = 0%
Especificidade = 100%
VPP = 0%

VPN = 99,96%

* Prevaléncias e intervalos de confianga a 95% em percentual (%)
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Discussao

Este é o primeiro trabalho que estima a prevaléncia de fatores de risco para
infeccdo por Plasmodium em candidatos a doagcdo de sangue da Amazénia
brasileira. Os fatores de risco mais prevalentes foram morar, trabalhar ou
estudar em municipio com IPA >49, ter visitado areas de risco para malaria
(rural, silvestre ou garimpo) e morar, trabalhar ou estudar na zona rural. Além
disso, foi estimada a prevaléncia de infec¢ao por Plasmodium entre candidatos
a doacgao e nossos resultados foram menores que os encontrados em estudos

11,12,13

anteriores Mostrou-se ainda que, corroborando com os estudos

11213 tanto a triagem clinica e epidemiolégica como a triagem

anteriores
laboratorial dos SH selecionados nao foram capazes de excluir todos os
candidatos a doacao infectados com o Plasmodium.

O risco de infeccdo por malaria foi o principal motivo de inaptidao entre as
mulheres e 0 segundo entre os homens considerados inaptos na segunda
etapa da triagem. Porém, nenhum doador inapto por esse motivo foi positivo na
nested PCR. Shehata et al. (2004)'* estimou que o custo no Canada de um
doador considerado inapto temporariamente na triagem clinica e
epidemiolégica é de $ 210,00 dolares canadenses (aproximadamente R$
450,00). Nestes custos estao incluidos tanto o trabalho de selecdo do doador
como o de recrutamento de mais doadores para compensar os impedidos de
doar. Além disso, estima-se que de 40% a 80% dos candidatos a doacao que
sdo impedidos nunca mais retornam para doar'®. Portanto, ao se estabelecer
critérios de selecédo na triagem clinica e epidemiologica com alta sensibilidade,
estes custos devem ser considerados, em especial se os fatores de risco
avaliados sado altamente prevalentes e pouco preditivos da infeccdo no
individuo.

No presente estudo dois candidatos a doacao assintomaticos no momento da
doacao foram identificados como positivos na nested PCR para infec¢do por
Plasmodium, sendo que um foi considerado apto a doacado apds a triagem

clinica e epidemiolégica do SH.As técnicas de selecao de doadores deveriam
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ser capazes de identificar os candidatos que estao em periodo de incubacao da
malaria ou que sejam portadores assintomaticos do Plasmodium. Estes
achados corroboram com estudos anteriores realizados tanto na Amazénia

11213 como em outras areas endémicas'® de que o processo de

brasileira
triagem para maldria apresenta constantemente imperfeicdes que permitem
que transfusées com sangue contaminado com Plasmodium sejam realizadas.
Na auséncia de uma triagem laboratorial com alta sensibilidade, a maior
responsabilidade pela exclusdo dos candidatos sob risco de malaria recai sobre
a triagem clinica e epidemiolégica. Nossos resultados mostram que todos os
casos positivos no NAT seriam impedidos de doar pelos critérios de selecao ja
existentes na legislacao brasileira, mais especificamente pelo critério “residir
em municipio com [PA>49,9”. Por outro lado, se este critério fosse
corretamente aplicado em todos os candidatos a doacao pesquisados,poderia
gerar o desabastecimento de sangue com a paralisacao da coleta em alguns
SH da regido Amazobnica, ja que o percentual de resultados falsamente
positivos na triagem clinica e epidemiolégica (inaptos com resultado negativo
na nested PCR) dos SH avaliados chegaria a 40%.

Além disso, nossos resultados mostram que a prevaléncia da exposicao aos
fatores de risco para malaria entre os candidatos a doacao € muito alta, tanto
para os fatores ja previstos na regulacdo brasileira como para outros
destacados na literatura como relevantes. Dentre os fatores de risco
socioambientais para maléria nas areas endémicas estdo moradia préxima a
florestas®®,morar em localidade com mais de 1.000 casas/Km2 %', morar em
casas com parede de barro?', trabalhar em garimpo/mineragao®, trabalhar em

atividades rurais®>?

, entre outros. Destaca-se, ainda, que o Ministério da
Saude brasileiro aponta que, de 2001 a 2011, 67% dos casos de malaria
registrados na Amazonia ocorreram em zona rural ou garimpos’'. Todos esses
fatores sa@o relevantes para avaliacdo do risco de candidatos a doacao que
podem estar no periodo de incubacdo da malaria. Apesar disso, a regulagao
brasileira ndo prevé explicitamente a avaliacdo dessas exposi¢cdes nos critérios

de selecao.
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Tendo como base a epidemiologia da doenca, acredita-se que essas
exposi¢cdes deveriam ser consideradas como fatores de risco para inaptidao
temporaria a doagao de sangue. Contudo, nossos resultados mostram que a
prevaléncia da exposicao a areas de risco como matas, garimpos, florestas, foi
de cerca de 20%. Além disso, outros 4% relataram morar, estudar ou trabalhar
na zona rural. Se estas exposi¢coes também fossem consideradas como um
motivo de inaptidao, assim como ja é considerada a exposicao “deslocamentos
para municipios com [IPA>49,9”, certamente haveria grande redugdo no
namero de doacgoes.

Em relacado aos PAP, as dificuldades para sua identificacao sdo ainda maiores.
Os atuais critérios de selecao da legislagdo brasileira nao incluiram os fatores
de risco para se identificar esses individuos. Porém, essa € uma situacao que
nao pode ser ignorada pelos SH, pois a prevaléncia desses individuos é alta
nas areas urbanas®. Tanto os fatores de risco como a epidemiologia da
maléria assintomatica ndo sdo bem esclarecidos no Brasil. A idade mais
velha®* e o maior tempo de moradia em area endémica’ sdo os fatores de risco
mais comumente apontados para os portadores assintomaticos de malaria. O
namero de episédios de malaria na vida também parece ser fator de risco para
que o individuo se torne portador assintomatico da malaria®®. Ceravolo et
al.(2005)?® encontrou maior concentragdo plasmatica de anticorpos anti-DBP
(proteina de ligacao ao Duffy) do P. vivax em individuos com maior nimero de
infecgdes prévias de malaria. A DBP é uma proteina essencial na ligacao do
merozoito do P. vivax ao eritrocito e a produgdo de anti-DBP é um fator de
protecdo contra a infecgdo. Contudo, ndo se tem estabelecida a faixa ou
namero de episddios de malaria que poderia predizer a presenca de infeccao
assintomatica de maléria no individuo em condicbes de baixa transmissao
como no Brasil.

Sendo assim, estabelecer critérios de sele¢do que considere os fatores de risco
para os portadores assintomaticos de malaria € um grande desafio. E evidente
que o tempo de exposicao a areas endémicas nao pode ser considerado como

critério de exclusao, pois é muito provavel que a grande maioria dos doadores
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tenha nascido ou vivido por décadas na zona endémica brasileira. Porém, se
considerarmos o critério “ter tido dois ou mais episédios de malaria na vida”
como um motivo de inaptiddo, nossos resultam apontam que
aproximadamente10% dos candidatos a doacao aptos pelo SH se tornariam
inaptos. O impacto parece ser menor se comparado as exposi¢cées ambientais
apresentadas anteriormente. Contudo, como a condi¢do de ter tido maléria nao
pode ser alterada ao longo do tempo, a inaptiddo por esse critério
epidemioldgico seria definitiva, o que novamente impactaria na disponibilidade
de doadores, em especial em alguns municipios da regido norte que
sabidamente ja possuem alta prevaléncia de hepatite B. Este resultado reforca
a necessidade de se estabelecer um algoritmo de selecdo dos doadores sob
risco de malaria que inclua uma triagem laboratorial com testes de alta
sensibilidade para deteccao da infeccéo por Plasmodium como o NAT.

Os testes laboratoriais tradicionalmente utilizados para diagnostico da malaria
(gota espessa, esfregaco e testes imunocromatograficos) nos SH brasileiros'’
nao possuem sensibilidade suficiente para a identificacdo seja de casos
assintomaticos ou em periodo de incubacdo®. A triagem laboratorial de
doadores para as areas endémicas brasileiras utilizando NAT é uma alternativa
que vem sendo sugerida'"'?'3. O NAT j4 é utilizado nos SH brasileiros para
deteccdo do Virus da Hepatite C (HCV) e do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). Mas, em consulta realizada no sitio eletrénico da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 28 de fevereiro de 2014, ndo foram
encontrados Kits para diagnostico de malaria registrados naquele érgao que
utiizem o NAT como tecnologia. Porém, isto ndo impede que os testes
utilizados em pesquisas cientificas sejam validados para uso na triagem
laboratorial de doadores nos SH brasileiros e autorizados extraordinariamente
pela Anvisa até que testes para este fim sejam registrados. De fato, a Portaria
1.356/2011'® ndo obriga que os testes para triagem laboratorial da malaria
sejam registrados na Anvisa. Com avango das técnicas de purificacao do DNA
em sangue total, o limite de detec¢do do NAT pode chegar a 0,002 parasito por
1?7,

microlitro de sangue tota O teste da gota espessa, na pratica dos
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laboratérios de diagndstico, é capaz de detectar 100 parasitos por microlitro?®.
Portanto, a implantacdo do NAT para a triagem laboratorial de doadores nas
areas endémicas pode representar um ganho imenso na sensibilidade da
deteccao do Plasmodium.

A prevaléncia geral encontrada neste estudo foi menor que em outros estudos

que utilizaram o NAT para deteccdo do Plasmodium'™'?'3,

Algumas
explicacbes merecem ser mencionadas para justificar as diferencas
encontradas. Primeiro, vale ressaltar que, diferentemente do presente trabalho,
os estudos anteriores utilizaram amostras de conveniéncia e dois deles'®'
incluiram SH localizados em areas com alta incidéncia da doenca. Por outro
lado, o presente estudo ao utilizar uma amostragem probabilistica, privilegiou a
representatividade dos doadores atendidos nos SH selecionados, prevenindo
assim possivel viés de selecdo que poderia distorcer (superestimar) as
prevaléncias de positivos. Adicionalmente, em relacdo aos testes laboratoriais,
vale destacar que uma quantidade das amostras biolégicas utilizadas no
presente estudo foi enviada para outro laboratério para confirmacido dos
resultados, demonstrando a acuracia dos resultados encontrados. Finalmente,

dois estudos'"'3

utilizaram NAT diferentes dos utilizados no presente trabalho e
nenhum dos estudos revisados utilizou poo/ de amostras de sangue. E possivel
que a sensibilidade alcancada com a formagdo dos pools de cinco amostras'’,
apesar de alta, ndao tenha sido suficiente para detectar os casos
assintomaticos, em especial os PAP, pois estudos tém mostrado que a
prevaléncia de PAP em areas urbanas na Amazonia pode atingir valores tao
altos quanto 26% em adultos®*. Considerando a baixa prevaléncia obtida no
presente estudo, nao foi possivel descrever cenarios que pudessem melhor
predizer os fatores de risco para infec¢ao por Plasmodium.

Outro fator que pode explicar as baixas prevaléncias encontradas foi o periodo
de tempo utilizado para se atingir a amostra minima. Por limitagdes
operacionais e custos, o intervalo maximo de tempo para coleta das amostras

foi de 4 meses (20 dias em um dos SH). E possivel que se tivéssemos
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distribuido a coleta ao longo do ano, incluindo os periodos de pico da
incidéncia da doenca, a prevaléncia encontrada poderia ter sido maior.

Em relacdo a validacdo da triagem clinica e epidemiolégica e da triagem
laboratorial, vale destacar que os SH ndo possuem procedimentos
padronizados entre eles para a aplicacdo dos requisitos exigidos nas normas.
Por exemplo, o SH-D nao executava triagem laboratorial em todos os doadores
e o SH-B nao aplicava todos os critérios de exclusao da triagem clinica e
epidemioldgica. Portanto, a generalizacdo dos resultados da validacao para a
regiao amazénica deve ser feito com cautela.

Outra limitacdo do estudo é que o SH-B, apesar de concordar com a realizacao
da pesquisa no seu ambiente, até o momento ndo permitiu 0 acesso as
informacdes dos resultados da triagem clinica e epidemiolégica dos seus
candidatos a doacdo. Portanto, a descricdo dos motivos de inaptiddo e o
resultado da validacao da triagem clinica e epidemiolégica estao apresentados
com um numero de individuos menor que o das outras analises. Além disso,
nao obtivemos o resultado da transfusdo dos hemocomponentes do doador
Caso 2 e nado sabemos se 0s casos positivos eram PAP ou estavam em

periodo de incubacao da malaria.

Recomendacoées

Com nossos resultados mostrando a alta prevaléncia de fatores de risco para a
malaria entre candidatos a doacdo, aliado a outros estudos que também
apontam que a triagem laboratorial baseada na gota espessa nao consegue
detectar os casos positivos de infeccdo por Plasmodium, acredita-se que maior
énfase deva ser dada na adocao de testes de alta sensibilidade para a triagem
laboratorial de doadores de sangue nessa regido. Para tanto, recomenda-se
qgue seja realizada uma avaliacdo de custo-efetividade sobre a implantacao de
NAT de alta sensibilidade para triagem laboratorial em SH da regido
Amazénica. Essa avaliacao pode oferecer evidéncias sobre quais areas o NAT
deve ser empregado, considerando as diferengcas da situacao epidemiol6gica
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nas diferentes areas onde os SH estao localizados. Vale destacar que SH com
coleta expressiva de sangue estao localizados em municipios que ainda estao
ou possuem bairros com IPA de médio (IPA>9,9 e <49,9) e alto risco
(IPA>49,9) para malaria como Manaus, Tabatinga e Itacoatiara no Estado do
Amazonas, Porto Velho em Rondbdnia, Altamira no Para, Macapa e Santana no
Amapa e Cruzeiro do Sul no Acre.

Além disso, para reduzir a letalidade da MTT, recomenda-se que sejam
estabelecidos protocolos de hemovigilancia especificos para as reacdes febris
tardias péds-transfusionais para serem implantados em todos os SH da
Amazénia com vistas ao diagnéstico e tratamento precoces da MTT. A
implantagdo da hemovigilancia ainda é deficiente na maioria dos Hemocentros
coordenadores da regido Amazédnica'’ e um esforco das autoridades
competentes deve ser realizado para esse fim.

Conclusao

Este estudo reafirma que a prevengdo da MTT se mantém como desafio para
os SH das areas endémicas para malaria que precisam equilibrar o acesso ao
sangue com a seguranga transfusional. O cenario apresentado com alta
prevaléncia de fatores de risco para infec¢ao por Plasmodium revela que nao é
possivel utilizar a triagem clinica e epidemiolégica para excluir todos os
candidatos a doagao com exposicoes aos fatores de risco relevantes para a
malaria, como se faz para outras doencas transmitidas pelo sangue, sob o risco
de se gerar desabastecimento de sangue na area endémica para malaria. Por
outro lado, a gota espessa, que é o teste laboratorial adotado atualmente pelos
SH na triagem de doadores, também € limitada em sua sensibilidade para
deteccao de individuos assintomaticos. O uso de NAT de alta sensibilidade
parece ser promissor € o custo-efetividade do teste necessita ser avaliado nos
diferentes cenarios de incidéncia da doenca e prevaléncia de portadores

assintomaticos do Plasmodium.
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Resumo

Objetivo. Avaliar servicos de hemoterapia (SH) da Amazénia Legal nos
componentes estrutura e processos com foco na prevencdo da malaria
transmitida por transfuséo.

Métodos. Trata-se de uma avaliagdo normativa, no contexto natural, baseada
na Resolugcdo de Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria n° 153/2004. Foram incluidos dez SH que foram classificados em
“adequados” (>80-100 pontos); “parcialmente adequados” (>50-80);
“‘inadequados” (<50). Foram avaliados os componentes “educacédo do doador”
(5 pontos), “triagem clinica” (40 pontos), “triagem laboratorial” (40 pontos) e
“hemovigilancia” (15 pontos).

Resultados. A mediana geral dos pontos foi 49,8 (minimo=16; maximo=78).
Cinco SH foram classificados como “inadequados” e cinco como “parcialmente
adequados”. A mediana da triagem clinica foi 26 pontos (minimo=16;
maximo=32). Os sete SH que avaliavam deslocamentos do doador utilizavam
como critério de selecdo o indice Parasitario Anual (IPA) do municipio, do ano
anterior ao vigente. A mediana da triagem laboratorial foi 20 pontos (minimo=0;
maximo=32). Oito SH realizavam testes laboratoriais para malaria; seis
testavam todas as doacdes. Sete utilizavam a gota espessa, mas apenas um
realizava como preconizado pelo Ministério da Saude. Um SH possuia
programa de avaliagdo externa da qualidade para testes da malaria. Na
hemovigilancia, dois SH relataram possuir procedimentos para deteccao de
casos de malaria transfusional.

Concluséo. A malaria é negligenciada como doenca transmissivel pelo sangue
nos SH avaliados. Nenhum SH obteve classificacdo “adequada” tanto na
classificacdo geral como nos componentes “triagem clinica” e “triagem
laboratorial”. Maior atencao dos gestores dos SH, do Ministério da Saude e da
Vigilancia Sanitaria € necessaria para que se cumpram oS requisitos de

seguranga preconizados nas normas.
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Palavras chave:avaliacdo em saude — malaria - servicos de hemoterapia -
selecdo de doador - seguran¢a do sangue
Abstract

Objective. The aim of this study was to evaluate structure and processes of
Blood Banks (BB) in the Brazilian Amazon Region for prevention transfusion-
transmitted malaria (TTM).

Methods. It is a normative evaluation based on National Agency for Health
Surveillance regulation n° 153/2004. We evaluated 10 BB and they were ranked
as "adequate" (> 80-100 points); "partially adequate" (> 50-80); "inadequate”
(<50). The components assessed were "donor education" (5 points) "donor
interview" (40 points), "laboratory screening" (40 points) and "hemovigilance"
(15 points).

Results. The overall median score was 49.8 (minimum=16, maximum=78). Five
BB were ranked as "inadequate" and five as "partly adequate." The median of
the “donor interview” component was 26 points (minimum=16, maximum=32)
and “laboratory screening” was 20 points (minimum=0, maximum=32). Only one
BB had a proficiency testing for malaria. Written instructions to detect TTM
(hemovigilance proceedings) were confirmed to be implemented in only two BB.
Conclusion. The study showed that compliance to the regulation for prevention
TTM is neglected. None of the BB evaluated was rated as "adequate". It is
necessary that BB directors’ and regulatory authorities make efforts to obligate
blood establishments to compliance the regulatory requirements for prevention
TTM.

Key-words: health evaluation; malaria; blood banks; donor selection; blood

safety.
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INTRODUCAO

A malaria € endémica na Amazénia Brasileira e a forma vetorial € a principal
via de transmissao. Contudo, a malaria transmitida por transfusdao (MTT) € uma
das mais importantes doencas parasitarias transmitidas pelo sangue e
representa um risco importante para os pacientes das areas endémicas, pois
os casos sdo usualmente muito graves'?. Nos Estados Unidos, onde ndo ha
maléria endémica, o numero meédio de casos de MTT notificado é de trés casos
por ano®. No Brasil, o Sistema Nacional de Hemovigilancia (SNH), criado em
2002%, registrou até hoje, um total de quatro casos de MTT, sendo trés em
2006 e um em 2007; todos evoluiram para 6bito. Estima-se que a prevaléncia
de malaria em doadores aptos, em areas endémicas brasileiras, utilizando
testes de deteccao de acidos nucleicos (NAT) do Plasmodium, esta entre 0,3%
a 3%*°®. Portanto, é provavel que exista subnotificacdo de MTT no SNH.

No Brasil, a vigilancia sanitaria (VISA) atua no controle do risco e qualidade do
sangue por intermédio de acbes como normatizagdo, inspecao sanitaria,
educacao sanitaria e hemovigilancia. Essas agdes sdo executadas pela VISA
em nivel federal, estadual e municipal, que integram o Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria’. Os requisitos técnico-sanitarios exigidos para os servicos
de hemoterapia (SH) para prevencao da MTT estédo definidos desde 1988, pela
Lei 7.649/19888, e outros atos infralegais — Decretos, portarias do Ministério da
Saude (MS) e Resolugdes de Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).

Em 1989, a Portaria MS n° 721/GM/1989° passou a exigir a analise da histéria
clinica e epidemiolégica do doador para a maldria incluindo histérico de
infeccbes anteriores, sinais e sintomas recentes e deslocamentos para areas
endémicas. Segundo o MS, a regidao amazbnica € area endémica para malaria,
a qual inclui os sete estados da regidao Norte e alguns municipios dos Estados
de Mato Grosso e Maranh&o, incluindo as capitais.

Ap6s algumas atualizacées normativas, duas alteragdes substanciais foram
inseridas na RDC Anvisa n? 343/2002'°, a saber: os SH das areas endémicas
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devem utilizar o indice Parasitario Anual (IPA) para exclusdo de candidatos &
doacdo expostos a areas de alto risco (IPA>49,9 casos/1.000 habitantes) e
devem executar testes laboratoriais nos doadores aptos. Todas as normas
posteriores mantiveram tais obrigagdes.

Frente a esse cenario, o presente estudo apresenta uma avaliacdo normativa
de SH selecionados da regido amazdnica brasileira tendo como objeto a
prevencao da MTT. O objetivo é analisar a adesédo desses SH as normas e
padrbes vigentes, descrever e discutir as praticas atuais desses
estabelecimentos e recomendar medidas para melhoria da prevencao da MTT.

METODO

O presente estudo € uma pesquisa avaliativa normativa, com enfoque na
avaliacdo para a gestdo''. Segundo Contandriopoulos et al. (1997)'2, avaliar é
fazer um julgamento de valor sobre uma intervencdo ou sobre seus
componentes para ajudar na tomada de decisdes. Este julgamento pode ser
baseado na aplicacao de critérios e de normas e, neste caso, € chamada de
avaliagdo normativa, definida como a atividade de fazer um julgamento,
comparando a organizagdao (estrutura), os procedimentos ou métodos
desenvolvidos (processo), os recursos empregados e os resultados obtidos,
com o0s requisitos e critérios estabelecidos em normas. Trata-se de uma
atividade cientifica que requer para sua execucdo determinado rigor
metodolégico'.

Esta pesquisa utilizou avaliadores externos e o contexto da avaliagdo foi o
natural (sem intervencdes)'?. O juizo formulado se baseou na Resolugdo de
Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
n° 153/2004'* (RDC 153/2004), vigente & época, para o tema prevencdo da
MTT. Os componentes trabalhados na avaliagdo foram estrutura e processo'°.
A coleta de dados ocorreu de Janeiro de 2009 a Junho de 2011. Foram
avaliados todos os nove hemocentros coordenadores da regido amazonica

brasileira e um nucleo de hemoterapia. Para a coleta de dados, utilizou-se
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roteiro padronizado semiestruturado, preenchido por meio de entrevista com o
responsavel técnico do SH e/ou responsavel pelo setores/atividades avaliados
(educacao do doador, triagem clinica, triagem sorolégica, hemovigilancia). O
roteiro foi aplicado por um Unico pesquisador, experiente na aplicacdo de
roteiros de inspecdo e em entrevista epidemiolégica. Para complementar o
roteiro, foram avaliados materiais educativos para os candidatos a doagéo e as
instrugdes escritas (procedimentos operacionais) para as rotinas de trabalho
relacionados ao controle da MTT.

Os SH foram categorizados em adequado, parcialmente adequado ou
inadequado (quadro 1), conforme a pontuacdo obtida. Para a definicdo dos
pesos de cada atividade e item, utilizou-se o conceito de risco potencial’®, tido
como a “possibilidade de ocorréncia de um agravo a saude, sem
necessariamente descrever o agravo e sua probabilidade de ocorréncia. E um
conceito que expressa o juizo de valor sobre exposicdo em potencial a um
possivel risco”. Diferentemente do risco epidemiol6gico que pode ser medido e
calculado, o risco potencial é construido, muitas vezes, da percepcao
acumulativa de especialistas sobre os erros ou falhas de determinado produto,
processo e servico ao longo da histéria'®. Portanto, os critérios para pontuagao
foram baseados na avaliacao dos autores sobre o risco potencial de ocorréncia
de casos de MTT pelo ndo cumprimento de cada item da norma. Foram
considerados como criticos para a ocorréncia de MTT as atividades da triagem
clinica e da triagem laboratorial. Os detalhes da pontuagdo e de cada item
avaliado estdo apresentados no quadro 2. Destaca-se que, embora tais
critérios estejam fundamentados na RDC 153/2004, o texto final de cada item
avaliado evidencia o foco especifico no controle de risco para MTT. Portanto,
nao se trata de uma descricao literal do texto da RDC 153/2004.

O modelo ideal com as melhores praticas para a maxima reducao do risco de
MTT, segundo a RDC 153/2004, é apresentado na figura 1. Neste modelo, as
quatro atividades envolvidas na prevencdo da MTT sdo apresentadas nos

componentes estruturas, processos e resultados.
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O estudo foi aprovado nos Comités de FEtica em Pesquisa do Hospital
Universitario Jalio Muller da Universidade Federal de Mato Grosso e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.
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Quadro 1 — Descricao do modelo de classificacdo do servico de hemoterapia e

de seus setores/atividades segundo a pontuacao obtida ap6s a avaliagéo.

Setor/Atividade Peso N-°itens Faixa pontos Classificacao
0 Inadequado
Educacao do doador 0,5 1 5 Adequado
0-20 Inadequado
Triagem Clinica 4 10 >20 - 32 Parcialmente adequado
>32-40 Adequado
0-20 Inadequado
Triagem Laboratorial 4 5 >20-32 Parcialmente adequado
>32-40 Adequado
0 Inadequado
Hemovigilancia 1,5 2 7,5 Parcialmente adequado
15 Adequado
0-50 Inadequado
Classificag&o Final 18 > 50 — 80 Parcialmente adequado
_ >80-100 Adequado
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Quadro 2 — Detalhamento dos critérios verificados para cada setor e atividade

dos servicos de hemoterapia, sua pontuacdo e o item da RDC 153 que se

utilizou para fundamentar a exigéncia.

Setor/atividade

Item avaliado

Pontos

Iltem da RDC
153/2004

Educacgéo do doador

Disponibilizar material educativo ao doador
com informagdes sobre MTT

10,0

B.4

Triagem Clinica

Realizar entrevista individual com o doador em
ambiente privativo

1,0

B.2eB.5

Possuir POP para a triagem clinica com os
critérios de exclusio para malaria

1,0

A11,Bb5.26.2¢e
P.1

Utilizar critério de exclusido deslocamentos para
area de risco, ou seja, rejeitar o candidato
procedente de area com IPA>49,9

1,0

B.5.2.6.2

Utilizar critério de exclusao residéncia em area
de risco, ou seja, rejeitar o candidato com
residéncia em area com IPA>49,9

1,0

B.5.2.6.2

Utilizar critério de exclusdo antecedentes de
maldria, ou seja:

a) Rejeitar candidatos com histéria de malaria
nos 12 meses que antecedem a doagao

b) Rejeitar candidatos com febre nos ultimos 30
dias

c¢) Rejeitar candidatos com suspeita de malaria
nos ultimos 30 dias

Nenhum =0
1-2=0,5
3=1,0

B.5.2.6.2

Possuir programa de treinamento para triagem
clinica para malaria

1,0

P.2

Possuir na ficha de triagem (questionario)
padronizada a avaliagdo dos deslocamentos
para drea de risco

1,0

A12,B526.2e
B.6.4

Possuir na ficha de triagem (questionario)
padronizada a avaliagdo sobre residéncia em
area de risco

1,0

A12,B526.2¢e
B.6.4

Possuir na ficha de triagem (questionario)
padronizada a avaliacao dos antecedentes de
malaria.

- maléria nos 12 meses que antecedem a
doacgéo

- febre nos ultimos 30 dias

- suspeita de malaria nos ultimos 30 dias

Nenhum =0
1-2=0,5
3=1,0

A12,B526.2e
B.6.4

Possuir mecanismo de alerta que impeca a
doacgéo por candidatos a doagao inaptos
malaria, conforme critérios utilizados pelo SH

1,0

N.3 e N.6.f

Triagem Laboratorial

Realizar triagem laboratorial em todos os
doadores, segundo a RDC 153: realizar teste
parasitolégico em todos os doadores que
residam ou tenham se deslocado para areas de
IPA médio ou baixo (IPA< 50)

4,0

B.5.2.6.2

Possuir POP o preparo do teste segundo as
referéncias abaixo:

- Se gota espessa, deve seguir o Manual de
Diagnéstico de Malaria/MS

- Se teste imunoenzimatico, seguir o manual do
fabricante

2,0

Al11ePA1

Possuir programa de treinamento para a
realizacdo dos testes laboratoriais

1,0

P.2
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Possuir POP para execucao do teste segundo
as referéncias abaixo:

- Se gota espessa, 0 Manual de Diagndéstico de
Malaria/MS recomenda que um resultado
negativo deva ser dado apds leitura de, no
minimo, 200 campos

- Se teste imunoenzimatico, realizar segundo o
fabricante

2,0

Al11ePA1

Possuir AEQ para o teste de malaria

1,0

A4

Hemovigilancia

Possuir procedimentos para detectar doadores
que se tornaram casos suspeitos ou
confirmados de maldria apés a doagéo

5,0

A10

Possuir procedimentos para detectar
receptores com suspeita de MTT de
hemocomponentes produzidos no SH

5,0

Al11eAl7

MTT: maléaria transmitida por transfusdao; POP: procedimento operacional

padrdao ou qualquer instrucdo escrita; SH: Servicos de Hemoterapia; MS:

Ministério da Saude; AEQ: Avaliacdo Externa da Qualidade ou teste de

proficiéncia.
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Figura 1: Modelo ideal com a descricao das melhores praticas para a maxima
reducao do risco de malaria transmitida por transfusdo (MTT) segundo a RDC
Anvisa n® 153/2004.
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RESULTADOS

A mediana da pontuacéo final para o conjunto dos SH foi de 49,8 (minimo=16;
maximo=78) (tabela 1). Nenhum SH foi considerado “Adequado”; cinco foram
classificados como “Parcialmente Adequados” e cinco como “Inadequados”. A
tabela 2 apresenta os resultados detalhados dos componentes e itens que
foram avaliados para a pontuagéo final dos SH.

No componente educacédo do doador observou-se que todos os SH utilizavam
apenas panfletos e cartazes para informar os candidatos a doacao sobre as
doencas transmissiveis pelo sangue. A malaria estava citada em panfletos de
apenas 2/10 dos SH avaliados (tabela 2). Em dois SH foram encontrados
quatro tipos de panfletos produzidos pelo MS, mas nenhum abordava os riscos
de MTT.

Na triagem clinica, seis SH foram considerados parcialmente adequados e
quatro inadequados (Tabela 1). Cinco SH possuiam procedimentos escritos
para triagem clinica da maldria e apenas um apresentou na sua ficha de
triagem padronizada todos os itens previstos na norma para avaliacdo dos
antecedentes de malaria (febre, suspeita de malaria e doente de malaria)
(tabela 2).

Sete SH utilizavam critérios de exclusao por exposicao a areas de risco (tabela
2) e todos utilizavam o municipio como area de alto risco. Um SH ainda se
baseava no IPA da localidade quando se referia a capital do Estado. Quanto ao
tempo de inaptidao para candidatos a doagdo com deslocamentos para areas
de alto risco, foram identificados quatro tempos diferentes, a saber (em dias): 7
(1/7); 15 (1/7); 30 (2/7) e 180 (3/7). Para 6/10 SH, a Vigilancia Epidemioldgica
fornecia o IPA e 1/10 SH acessava diretamente o SIVEP-Malaria. Todos
usavam o IPA do ano anterior para definir areas de alto risco do ano corrente.
Para os critérios de exclusao por antecedentes de malaria,apenas o SH-I ndo
aplicava nenhum dos critérios previstos na norma e 3/10 aplicavam todos os
critérios exigidos (SH-B, F e G) (tabela 2). Destaca-se que 9/10 SH aplicavam o
critério “doente de malaria nos ultimos 12 meses”, 7/10 aplicavam “febre nos
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ultimos 30 dias” e 3/10 aplicavam “suspeita de malaria nos ultimos 30 dias”.
Dois SH utilizavam esses dois ultimos critérios considerando um periodo de 15
dias. Foram citados ainda os critérios “ter tomado (ou estar tomando)
medicamento para malaria” (2/10) e “ter alguém doente de malaria em casa”
(2/10).

A andlise da ficha de triagem demonstrou que apenas o SH-G tinha questdes
na ficha para os trés critérios de exclusdo por antecedentes de malaria,
enquanto dois SH (I e J) ndo tinham nenhuma pergunta para esse critério
(tabela 2). Uma grande variabilidade foi observada nas perguntas da ficha de
triagem sobre deslocamentos e residéncia em areas de alto risco, a saber: 1)
“Esteve em éarea de alto risco para malaria?”; 2) “Esteve em area de alto risco
para malaria? Aonde? Ha quanto tempo?”; 3) “Viajou para algum municipio
dentro do estado? Quando e qual?”; 4) “Nos ultimos 6 meses viajou para algum
local? Se sim, onde?”; 5) “E procedente de zona endémica de malaria?”; 6)
“Esteve em regidao endémica de malaria nos ultimos 30 dias?”; 7) “Reside em
area de alto risco para malaria?”; 8) “Reside em area de alto risco para
malaria? Aonde? H& quanto tempo?”. Exceto para as perguntas 3 e 4, é
possivel interpretar que a responsabilidade por indicar a exposicao as areas de
risco cabia ao doador.

Na avaliacdo da triagem laboratorial para malaria, quatro SH foram
classificados como parcialmente adequados e sete como inadequados (Tabela
1). Apenas 6/10 realizavam triagem laboratorial em todas as doag6es conforme
a norma preconiza (Tabela 2). Dois SH testavam doadores apenas com
exposicdo a areas com IPA entre 10,0 e 49,9 laminas positivas por 1.000
habitantes(médio risco) e outros dois ndo realizavam nenhum teste,
argumentando nao pertencerem a area endémica. Sete SH utilizavam na
triagem laboratorial a gota espessa e um utilizava teste imunocromatografico.
Em relacdo as instrucdes escritas para execucao dos testes laboratoriais (gota
espessa ou imunocromatografico), dois SH (B e G) foram considerados com
instruc6es adequadas. Um deles executava gota espessa e adequadamente
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alertava que 200 campos deveriam ser avaliados para liberar laudo negativo,
conforme preconiza o Manual de Diagnéstico Laboratorial da Malaria do MS'”.
Se considerados os oito SH que realizavam algum teste laboratorial para
maléria (adequado ou ndo as normas), seis relataram nao ter identificado
testes positivos nos ultimos 5 anos. Além disso, apenas o SH-B relatou possuir
um programa de avaliagdo externa da qualidade (AEQ) para o teste de maléria
(Tabela 2). Contudo, todos os SH avaliados possuiam AEQ para os outros
testes da triagem laboratorial e para imunoematologia.

No componente hemovigilancia, uma experiéncia inovadora encontrada foi a
inclusao no informativo “Cuidados po6s-doacao”, entregue a cada doador, do
texto: “Fui orientado que se apresentar malaria/dengue e/ou febre nos
proximos__ dias apdés a doacdo, devo informar ao Hemocentro  pelo
telefone 7

Dois SH relataram que ja detectaram casos de MTT de hemocomponentes

produzidos por eles e todos os casos detectados evoluiram para ébito.
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Tabela 1: Pontuacéao final obtida em cada setor/atividade e a classificacao dos

dez servicos de hemoterapia de acordo com os critérios estabelecidos nesta

avaliacao.
Pontuagao ponderada por servigcos de hemoterapia )
Setor/atividade Mediana
A B C D E F G H |

Educagao 00 50 00 00 00 00 00 50 00 0,0 0,0
Classificacao I A I | | | | A I |
Triagem Clinica 28,0 26,0 24,0 20,0 16,0 26,0 32,0 32,0 16,0 30,0 26,0
Classificagao PA~ PA PA | I PA I PA I PA
Triagem Laboratorial 20,0 32,0 0,0 28,0 28,0 28,0 8,0 20,0 0,0 8,0 20,0
Classificagao I PA I PA PA PA | I I |
Hemovigilancia 00 150 00 00 75 00 00 00 0,0 7,5 0,0
Classificacao I A I I PA I I I I PA
Pontuagdo méaxima 100 100 100 100 100 100 100 100 100 88,0" -
Pontuagéo obtida 48,0 78,0 24,0 480 515 540 40,0 57,0 16,0 51,7 49,8
Classificacao final I PA I I PA PA I PA I PA

| = Inadequada; PA = Parcialmente adequada; A = Adequada

* dois itens ndo foram avaliados na triagem laboratorial por serem atividades

terceirizadas.
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Tabela 2: Pontuagdo obtida em cada item avaliado nos dez servigos de

hemoterapia pesquisados (A até J) da Regido Amazobnica Brasileira.

Setor/atividade

ltem avaliado

Servigos de hemoterapia

A

C

D E F |1 G

H

N*

Educacao do

doador

Disponibilizar material
educativo ao doador
com informagbes
sobre MTT

0,0

10

0,0

0,000 |0,0]|00

10

0,0

0,0

Subtotal

0,0

10

0,0

0,0 00|00 |00

10

0,0

0,0

Triagem Clinica

Realizar entrevista
individual com o
doador em ambiente
privativo.

1,0

1,0

1,0

1,0 (1010 |10

1,0

1,0

1,0

10

Possuir POP para a
triagem clinica com
critérios de exclusédo
para malaria

1,0

0,0

0,0

0,0(00(00|10

1,0

1,0

1,0

Utilizar critério de
exclusao
deslocamentos para
area de alto risco

1,0

0,0

1,0

1,0 (00|10 | 1,0

1,0

0,0

1,0

Utilizar critério de
exclusao residéncia
em area de alto risco

1,0

0,0

1,0

0000|1010

0,0

0,0

1,0

Utilizar critério de
exclusao
antecedentes de
maldria

0,5

1,0

0,5

0505|1010

0,5

0,0

0,5

Possuir programa de
treinamento para a
triagem clinica para
malaria

1,0

1,0

0,0

0,0 100,000

1,0

1,0

1,0

Possuir na ficha de
triagem (questionario)
a avaliagado dos
deslocamentos para
area de alto risco.

0,0

1,0

1,0

1,0 (101,010

1,0

0,0

1,0

Possuir na ficha de
triagem (questionario)
a avaliagéo sobre
residéncia em area de
alto risco.

0,0

1,0

0,0

0,0 (000,000

1,0

0,0

0,0

Possuir na ficha de
triagem (questionario)
a avaliagao dos
antecedentes de
maldria.

0,5

0,5

0,5

0505|0510

0,5

0,0

0,0

Possuir mecanismo de
alerta que impega a
doacgéo por candidatos
a doacéo inaptos por
malaria, conforme os
critérios do SH

1,0

1,0

1,0

1,000 1,01 1,0

1,0

1,0

1,0

Subtotal

7,0

6,5

6,0

50]40]|65]8,0

8,0

4,0

7,5

Triagem
Laboratorial

Realizar a triagem
laboratorial em todos
os doadores

4,0

4,0

0,0

4040|4000

4,0

0,0

0,0
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Possuir POP para o
preparo do teste
segundo as
referéncias abaixo:
- Se gota espessa,
seguir o Manual de
Diagnostico de
Malaria/MS

- Se teste
imunoenzimatico,
seguir o fabricante

0,0

0,0

0,0

2,0

2,0

2,0

0,0

0,0

0,0

2,0

Possuir programa de
treinamento para a
realizacdo dos testes

1,0

1,0

0,0

1,0

1,0

1,0

0,0

1,0

0,0

**

Possuir POP para
execucgao do teste
segundo as
referéncias abaixo:

- Se gota espessa, 0
Manual de Diagnostico
de Malaria/MS
recomenda que um
resultado negativo
deva ser dado apés
leitura de, no minimo,
200 campos.

- Se teste
imunoenzimatico,
seguir o fabricante.

0,0

2,0

0,0

0,0

0,0

0,0

2,0

0,0

0,0

**

Possuir AEQ para o
teste de malaria.

0,0

1,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

Subtotal

5,0

8,0

0,0

7,0

7,0

7,0

2,0

5,0

0,0

2,0

Hemovigilancia

Possuir POP para
detectar doadores que
se tornaram casos
suspeitos ou
confirmados de
malaria apés a doacdo

0,0

5,0

0,0

0,0

5,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

Possuir procedimentos
para detectar
receptores com
suspeita de MTT de
componentes
produzidos no SH

0,0

5,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

5,0

Subtotal

0,0

10

0,0

0,0

5,0

0,0

0,0

0,0

0,0

5,0

MTT: maléaria transmitida por transfusdao; POP: procedimento

operacional

padrdo ou qualquer instrucdo escrita; SH: Servicos de Hemoterapia; MS:

Ministério da Saude; AEQ: Avaliacdo Externa da Qualidade ou teste de

proficiéncia.

* Namero de servicos de hemoterapia que atenderam corretamente ao item.

** Nao avaliados por tratar-se de atividade terceirizada.
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DISCUSSAO

Sao raras publicacbes sobre avaliacdo de SH brasileiros e, quando
encontradas, tratam da satisfacdo de doadores'®, de desempenho de testes
sorolégicos'® ou de custos®. Este é o primeiro estudo brasileiro que avalia a
qualidade dos procedimentos e métodos utilizados na prevencao da MTT nos
SH.

O desempenho geral mostra que a adesdo a RDC 153/2004 para a prevencao
da MTT é negligenciada pelos SH avaliados. No sistema de pontuacao
proposto, apenas um estabelecimento obteve mais que 60 pontos.

A educacdo do doador é um importante fator para reducdo da inaptidao
sorolégica e da transmissdo de doencas por transfusdo?'. Apesar dos SH
avaliados apresentarem iniciativas para educacdo do doador utilizando
panfletos, a maioria desses nao se referiam a MTT, reforcando que a malaria é
usualmente negligenciada como risco ao paciente. Além disso, panfletos para
educacao do doador parecem ter baixa efetividade. Um estudo mostrou que
panfletos educativos tiveram acao limitada quando utilizados isoladamente para
reduzir inaptiddo sorolégica por HIV?2. Portanto, outras abordagens educativas
devem ser incentivadas.

A triagem clinica foi também identificada como ponto fragil. Esta etapa é o
primeiro passo para a garantia de sangue seguro e deve ser executada por
pessoal treinado e competente, com questionario pré-definido, validado e
uniforme?®. A importancia da triagem clinica é ainda maior para prevencao da
MTT, pois os testes da triagem laboratorial utilizados ndo possuem alta
sensibilidade®*. A variabilidade das perguntas dos questionarios de triagem
mostra que ndo ha padronizacao entre os SH avaliados para abordagem do
doador em relagdo a malaria. Estudos para validacdo de perguntas aos
candidatos a doacao para prevenir a MTT devem ser realizados.

Sobre os critérios de selecao do doador por exposi¢do a areas de risco, parece
claro que as normas técnicas precisam de aperfeicoamentos. Em 1999,
Kiesslich et al.?® propuseram que as faixas de risco do IPA fossem utilizadas
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como critério para avaliagdo de risco do doador. As normas técnicas adotaram
este método. Contudo, as faixas de risco do IPA nado foram criadas ou
padronizadas para este fim. Nao ha na literatura dados epidemioldgicos que
permitam estabelecer, a priori, faixas do IPA para triagem de candidatos a
doacdo e a sua utilizacdo deve ser reavaliada. Sugere-se a realizacdo de
painéis de especialistas para definir a utilidade do IPA como parametro para
selecao de doadores. Enquanto isso, é essencial que os SH tenham acesso ao
dado mensal do IPA para que a triagem clinica seja realizada com base em
informacdes atualizadas e ndo do ano anterior, como faziam os SH
pesquisados.

A triagem laboratorial para malaria apresentou deficiéncias relevantes como a
nao execucao de testes em todas as doagdes, a auséncia de AEQ para os
testes de malaria e, no caso do teste gota espessa, 0 uso de técnica
inadequada (insuficiente) de leitura para concluir um resultado negativo.

A gota espessa tem sensibilidade limitada para detecgdo de infeccoes
assintomaticas com baixa parasitemia®*. Portanto, a sua execucdo deve ser
muito cautelosa para reduzir ao maximo os resultados falsamente negativos. O
MS possui, desde 2001, um programa de AEQ gratuito para SH publicos que
inclui provas soroldgicas e imunoematoldgicas. Contudo, a malaria nunca foi
incluida no programa e sua inclusdo para o teste da gota espessa mostra-se
relevante.

A triagem da malaria nos SH é um desafio mundial. Nos paises indenes, em
geral, opta-se pela exclusao temporaria de candidatos a doacdo que se
deslocaram para regides endémicas e testes laboratoriais ndo sao executados.
Nos paises endémicos ndao ha consenso das melhores praticas para prevenir a
MTT. Alguns paises com areas endémicas, como Colémbia®e Etiépia®’, ndo
utilizam triagem laboratorial universal e fazem a avaliacdo do risco e selecéo
baseada exclusivamente no questionario epidemiolégico. Na Turquia®®, ocorre
a selecao por meio de questionario e, caso haja inaptiddo do doador, testes
sorolégicos e moleculares podem ser utilizados para reduzir o tempo de

inaptiddo, conforme preconizado nos guias europeus. Nesse sentido,
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recomenda-se uma avaliacdo sobre a possibilidade de municipios ou
microrregidées onde, ha muito tempo, ndo se registram casos autdctones de
malaria, utilizar os mesmos critérios de selecdo dos municipios das areas
indenes. Essa mudanca reduziria custos da triagem laboratorial da malaria,
mas com possivel aumento da inaptidao clinica.

Considerando as limitagcdes da gota espessa como teste de triagem em SH,
aliada a possibilidade de reduzir o nimero de SH obrigados a realizar triagem
laboratorial para malaria, sugere-se avaliar o custo-efetividade da implantacao
do NAT para plasmédios nos SH dos municipios ou microrregidées endémicas.
As fragilidades apontadas no processo de selecdo e identificacdo de
candidatos a doagao sob risco de transmitir malaria pelo sangue apontam para
a importancia de um sistema de hemovigilancia sensivel e estruturado. E
importante que o doador informe ao SH que ele se tornou um caso ou esta com
suspeita de malaria apds a doacdo. Esta proatividade do doador depende do
conhecimento de que a maléria é transmitida por transfusdo e de canais de
comunicagao resolutivos com o SH. A inclusdo na Ficha de Notificagdao SIVEP-
Malaria de um campo com a pergunta “Vocé doou sangue nos ultimos 30
dias?”, juntamente com o estabelecimento de fluxo de informagédo entre a
Unidade Notificante e o SH, poderiam identificar doagdes realizadas durante o
periodo de incubacdo da doenca, reduzindo casos de MTT ou permitindo a
identificagéo e tratamento oportuno de MTT, reduzindo sua letalidade. Contudo,
os portadores assintomaticos de infeccao pelo Plasmodium ainda sdao um
desafio para os SH e a hemovigilancia torna-se um pilar essencial para
identificacdo precoce dos casos de MTT.

Este estudo apresenta algumas limitacdes metodolégicas que merecem ser
observadas. O desenho do estudo é transversal e a situacdo analisada pode
ter se modificado apd6s a pesquisa, inclusive em consequéncia a propria
intervencao promovida pelo estudo. Além disso, a avaliagao se utilizou de uma
norma que, no decorrer do estudo, foi revogada. Porém, as alteracbes nas
novas normas (RDC Anvisa n® 57/2010 e Portaria MS ¢ 2.712/2013) no que se

refere a triagem de doadores para malaria nas areas endémicas foram

123



minimas, como i) a definicdo de municipio como area de avaliagdo do IPA onde
o doador esteve ou reside; ii) definicio dos tempos de inaptidao por
deslocamentos para areas de alto risco; iii) permissdao do uso de testes
laboratoriais de deteccdo de antigenos plasmodiais. Estas alteracbes néao
alteram a pontuacgao e classificacdo obtida neste estudo. Ressalta-se ainda que
todas as informacdes foram autorreferidas e as respostas eram confirmadas,
sempre que possivel, por documentos. Mas, por tratar-se de avaliagao externa,
apesar da concordancia do responsavel legal do estabelecimento em participar
da pesquisa, algumas vezes nao foi permitido o acesso as instrugdes escritas
e, nestes casos, nao foram adotadas medidas para confirmacao das respostas
por mais de um meio de verificagdo. Essa situacao, porém, foi rara (n=2).
Como regra, se recorreu ao responsavel pelo setor para obter as respostas
mais precisas sobre a pratica. Na sua auséncia, foi o responsavel técnico pelo
SH que respondeu o questionario (n=1). Portanto, erros de afericao podem,
eventualmente, ter ocorrido. Quanto a pontuacao, ressalta-se que 0 peso
utilizado para cada questdo foi decidido pelos pesquisadores, baseado em
critérios arbitrarios sobre a relevancia da questdo para o risco potencial de
ocorréncia de MTT. Outros sistemas de pontuacdo poderiam gerar resultados
distintos na classificagdo final. Todavia, a validacdo desses sistemas de
pontuacao e classificagao é limitada pelo nimero pequeno de eventos.

Apesar destas limitacdes, considera-se que os resultados e o modelo I6gico
proposto cumprem seus objetivos de avaliar a estrutura e os processos dos SH
e podem ser utilizados para avaliagdes internas e correcdes de atividades, bem
como pela VISA para apoiar suas acoes, principalmente as inspecoes.

Por fim, como reforco a relevancia dessa tematica, destaca-se que, em 2004, a
OMS lancou o Desafio Global para a Segurangca do Paciente, que incluiu
“sangue seguro” como um dos seus pilares. Para isso, exige-se a implantagao
de programas que garantam sangue com alta qualidade, seguro e acessivel a
todos que realmente necessitarem®. A selecdo dos doadores e a
hemovigilancia sao elementos estruturantes desse processo. Qualquer
transmiss&o de doenca é considerada uma falha e as melhores praticas devem
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ser adotadas para que o sangue ndo cause dano ao paciente, o que inclui os
cuidados para prevencao da MTT.

CONCLUSAO

O estudo traz evidéncias de que a adesao as normas para a prevencao da
MTT era negligenciada pelos SH avaliados. Nenhum SH obteve classificacao
“adequada” tanto na classificagdo geral como nos componentes de triagem
clinica e triagem laboratorial. Maior atencao dos gestores destes SH, do MS e
da VISA é necessaria para que se cumpram 0s requisitos de seguranca
preconizados nas normas, em especial a elaboracdo e o cumprimento de
instrugdes escritas para a triagem clinica e laboratorial da malaria, a inclusao
de uma AEQ para deteccdo de malaria e implementacdo do sistema de
hemovigilancia. Por outro lado, acredita-se que essas normas, mesmo apos as

revisdes de 2010 e 2011, podem ainda ser aperfeicoadas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

O sangue e seus componentes sao produtos biolégicos essenciais para o
suporte a vida e tratamento de milhées de pacientes no mundo, seja nas
urgéncias médicas ou na manutencdo da vida de portadores de doencas
cronicas. A OMS tem buscado esforcos para que os Estados Membros incluam
0 sangue na lista de produtos médicos essenciais (International Regulatory
Harmonization, 2012).

Apesar da sua utilidade, ser transfundido representa risco de transmissao de
doencas aos pacientes, risco este cada vez mais reduzido (Seed et al., 2005).
Pelo menos dois fatores contribuiram para a reducdo do risco de doencas
transmitidas pela transfusdo de hemocomponentes: a) reducdo da janela
imunolégica® apds a incorporagdo dos NAT; b) reducédo de erros humanos apés
a incorporacdo das ferramentas voltadas a gestdo da qualidade, com o
desenvolvimento e implantacao das boas praticas de producdao, com se tem
feito na industria farmacéutica.

Apesar de o NAT ja ser muito utilizado em diversos paises para a deteccao
viral, o uso desta técnica na triagem de doadores de sangue para as doengas
parasitarias ainda é muito pouco utilizado no mundo.

Dentre as doencas parasitarias transmitidas por transfusao, a malaria merece
destaque pela alta incidéncia na populacédo geral em varios paises do mundo e
pela gravidade quando transmitida por transfuséo.

A triagem de doadores para a malaria € um desafio. Nos paises indenes, a
aplicacao de critérios muito sensiveis e pouco especificos gera inaptidao
desnecessaria de candidatos a doacao, com perdas econémicas importantes.

Nos paises endémicos ou com areas endémicas para malaria, esse quadro é

% Usa-se o termo janela imunolégica tanto para o periodo entre a infeccdo e a detecgdo de
anticorpos contra o agente infeccioso como para o periodo entre a infeccao e a detecgdo de
qualquer antigeno ou material genético (DNA ou RNA) do agente.
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ainda mais grave. E necessario que haja um equilibrio entre a alta sensibilidade
dos métodos de selecdo de candidatos a doagdo, e a manutengédo do estoque
do produto, que deve ser garantida pela alta especificidade destes métodos.
Este estudo confirmou a existéncia de doadores aptos positivos para malaria
em SH da Regido Amazdnica brasileira e mostrou que, utilizando um NAT
como padrao-ouro, os critérios utilizados nas triagens clinica, epidemiolégica e
laboratorial (teste da gota espessa) dos doadores nao foram capazes de excluir
o doador infectado pelo Plasmodium (ou seja, apresentaram sensibilidade
insuficiente) (artigo 2).

Este estudo demonstrou também, que a alta sensibilidade alcancada pela
nested PCR em pool de até quatro amostras de sangue total (Artigo 1), sugere
que o NAT em pool de amostras pode ser uma alternativa para se aumentar a
sensibilidade, em comparacdo a gota espessa, da triagem laboratorial de
doadores de sangue para a malaria e reduzir os custos do uso desta
tecnologia.

Além disso, no presente estudo, todos os candidatos a doacdo que foram
impedidos de doar pela triagem clinica e epidemioldgica para a malaria foram
negativos na nested PCR, apontando a baixa especificidade desta
triagem(Artigo 2). Em especial, a alta prevaléncia, entre os candidatos a
doacéo, de fatores de risco para a malaria, tanto para os fatores previstos na
legislacdo como para os fatores apontados pela literatura cientifica, faz com
que a triagem epidemiolégica tenha muito pouca especificidade. Foi
demonstrado que, se aplicada com rigidez pelos SH, a triagem epidemioldgica
levaria a uma classificacdo de inaptiddo excessiva e desnecessaria,
contribuindo com provavel desabastecimento de sangue na regiao.

Em relacdo a aplicacao dos requisitos normativos para a prevencao da MTT, os
resultados do estudo (Artigo 3) sugerem que a sua implantagdo € elementar
nos SH avaliados. Nenhum dos SH atendia plenamente os requisitos
regulatérios de seguranca para prevencao da MTT nas triagens clinica e
laboratorial. Vale lembrar que os requisitos avaliados estavam vigentes desde
2002, o que demonstra negligéncia dos SH com o tema. O estudo ainda aponta
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gue na ultima norma publicada pelo Ministério da Saude (Portaria 2.712/2013)

alguns requisitos regulatérios precisam de melhor discussdo. Sado exemplos

disso: a permissdao que a norma traz para o uso de testes laboratoriais para a

deteccdo do Plasmodium sem o devido registro na Anvisa, além de sua baixa

sensibilidade; a manuteng¢édo do uso do IPA como critério de risco para selecao

de doadores (sendo esse indicador de utilidade limitada para essa finalidade) e

0 conceito vago de municipio com transmissao ativa.

Em vista dos resultados que foram obtidos e discutidos nesta tese, as

seguintes recomendacbes para reduzir o risco de MTT e sua letalidade na

Regidao Amazénica brasileira devem ser consideradas para debates futuros:

Incluir entre os critérios de selecdo de doadores para a malaria na
Regido Amazbnica brasileira 0 uso de testes laboratoriais com alta
sensibilidade e especificidade, com énfase nos NAT;

Realizar estudos de custo-efetividade para implantacdo de NAT na
triagem laboratorial para a malaria em SH da Regido Amazbnica
brasileira considerando: o uso de pool de amostras, a incidéncia da
doenca e a prevaléncia de PAP;

Avaliar a eficacia e a seguranca, bem como o custo-efetividade, do uso
de métodos alternativos para a triagem clinica e laboratorial para a
malaria, como, por exemplo, a adicdo de riboflavina seguida da
irradiacdo com raios ultravioleta para eliminagdo do Plasmodium dos
hemocomponentes.

Incluir na Ficha de Notificacdo do SIVEP-Maldria um campo com a
pergunta “Vocé doou sangue nos ultimos 30 dias?” e estabelecer um
fluxo de informagdo entre a Unidade Notificante e o SH. Essa
recomendacgao pode ser Util tanto para a reducao do risco de MTT como
para a identificacdo e tratamento oportuno de casos para reducédo da
letalidade.

Incluir na Ficha de Notificacdo do SIVEP-Malaria um campo com a
pergunta “Vocé recebeu sangue nos ultimos 30 dias?” e estabelecer um
fluxo de informagdo entre a Unidade Notificante e o SH. Essa
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recomendagdo pode aumentar a sensibilidade do SNH, permitir o
bloqueio de outros hemocomponentes que ainda estejam no estoque do
SH e rastrear outros receptores de hemocomponentes do mesmo
doador.

Fortalecer a hemovigilancia na Regiao Amazénica brasileira, com
enfoque na definicdo de protocolo para as reagdes febris tardias pés-
transfusionais que inclua a suspeita de MTT como diagnéstico provavel
desta reacéo transfusional;

Organizar, com o protagonismo das autoridades regulatérias em sangue
(Anvisa e MS), um painel de especialistas para debater a utilidade do
IPA como parametro para selecao de doadores e uma melhor definicao
de municipio com transmissao ativa.

Debater os critérios especificos a serem utilizados para doadores de
municipios da Regido Amazbénica brasileira com auséncia de
transmissdo de malaria por longo periodo de tempo (por exemplo, nos
ultimos cinco anos). Nesse caso, seria importante avaliar se os critérios
de triagem clinica e epidemiolégica de doadores desses municipios
poderiam ser os mesmos adotados para residentes em municipios
localizados fora da area endémica. Isso significa que nao fariam mais a
triagem laboratorial, € aumentariam a sensibilidade da triagem clinica e
epidemioldgica;

Assegurar que a vigilancia sanitaria intensifique, durante as inspecgdes
dos SH da Regido Amazbnica brasileira, a verificacdo dos critérios
regulatérios para prevencado da MTT e determine o seu cumprimento.
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8. CONCLUSAO

A Nested PCR para detecgédo de plasmddios em pool de amostras de sangue
total apresentou alta sensibilidade analitica comparada a sensibilidade
conhecida da gota espessa e se mostra como uma alternativa para a triagem
laboratorial para a malaria de doadores de sangue em SH de regides
endémicas.

A maior prevaléncia de infeccdo por Plasmodium em doadores de sangue
aptos na triagem clinica e epidemioldgica obtida nos SH avaliados neste estudo
foi de 0,11% (IC95%: 0,01% a 0,69%). Este valor foi obtido entre os doadores
aptos de um SH localizado em um municipio de alto risco (IPA>49,9 |laminas
positivas por 1.000 habitantes).

A prevaléncia de fatores de risco para infeccdo por Plasmodium é alta entre os
candidatos a doacdo de sangue da Regido Amazbnica brasileira. Isso revela
que nao é possivel utilizar triagem clinica e epidemiolégica baseada nesses
fatores de risco para excluir candidatos a doagdo, como se faz para outras
doencas transmitidas pelo sangue, sob o risco de se gerar desabastecimento
de sangue em areas endémicas para malaria.

O uso da gota espessa como teste para a triagem laboratorial para malaria
deve ser descontinuado no contexto de SH pela sua baixa sensibilidade em
individuos assintomaticos e dificuldades operacionais (capacitacao continuada
dos profissionais). O uso de NAT de alta sensibilidade parece ser mais
adequado e seu custo-efetividade necessita ser avaliado nos diferentes
cenarios dos SH segundo a incidéncia da doenca e prevaléncia de PAP.

A adesdo ao cumprimento dos critérios normativos, vigentes desde 2002, para
a prevencdao da MTT era negligenciada pelos SH avaliados. Nenhum SH
avaliado obteve classificacao “adequada” tanto na classificacao geral como nos

componentes de triagem clinica e triagem laboratorial.
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Aperfeicoamentos na regulacao sanitaria sdo necessarios para que se previna
adequadamente a MTT.

Devido a alta incidéncia da malaria na Regiao Amazbnica brasileira, a
gravidade dos casos induzidos pela transfusdo de hemocomponentes e a
imprecisédo ou insuficiéncia das normas para a adequada triagem de candidatos
a doacao nos SH, atencéo especial deve ser dada ao tema. O presente estudo

oferece achados relevantes e inéditos para apoiar esse debate.
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10. APENDICES

Apéndice 1. Quadro com o resumo da regulacao sanitaria para

prevencao da transmissao da malaria por transfusao de sangue e

componentes, Brasil, 1950 a 2013.

Ano Regulamentacgéo Requisitos
Primeira lei brasileira que trata do tema hemoterapia.
: Nao ha nenhum requisito de qualidade e seguranca para selegcéo de
1950 Lei 1.075 . " . . - L -
doadores, mas é o embrido da obrigatoriedade da doagao voluntaria e ndo
remunerada no Brasil.
Estabelece como politica da atividade hemoterapica no Brasil o
estabelecimento de medidas de protecéo individual do receptor de sangue;
1965  Lei 4.701 gg\?e? Comissao Nacional de Hemoterapia que, entre outras atribuicoes,
e Estabelecer requisitos minimos para a qualidade do sangue;
e Fiscalizar os 6rgaos executivos da atividade hemoterdpica.
Triagem clinica
Histérico de malaria:
Portari ¢ Individuos com maléria assintomética ha dois anos serao rejeitados
ortana (sem provisoriamente;
namero) da o L ~
-y : ¢ Individuos com malaria atual estdo aptos a doar sangue somente para
Comissao Nacional .
1969 de Hemoterania do 0 preparo do plasma;
N P Exposicao a areas de risco:
Ministério da SRS .
Satide * nao ha critérios estabelecidos.
Triagem laboratorial
e Estabelece a obrigatoriedade de provas soroldgicas para sifilis (lues) e
Doenca de Chagas, mas nao cita a malaria.
Obrigatoriedade da realizagao de triagem laboratorial em todas as doagoes
1988 Lein®7.649 para as seguintes infeccoes: Hepatite B, Sifilis, Doenca de Chagas, Malaria
e AIDS.
Areas indenes Areas endémicas
Triagem laboratorial:
Triagem laboratorial: e Determina que os testes
1988  Decreto n? 95.721 e Exclui a obrigatoriedade de laboratoriais para maléria sejam

realizados apenas nas areas
endémicas, que serdo definidas
pelo Ministério da Saude

triagem laboratorial para
malaria nas areas indenes
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Triagem Clinica:

e Exclui definitivamente da
doacao os individuos com
diagnostico de malaria por P.
malariae (mantido em todas as
normas posteriores).

Triagem Clinica:

e Exclui definitivamente da doacgao
os individuos com diagnéstico de
malaria por P. malariae (mantido
em todas as normas posteriores).

Para areas com transmissao ativa:

Histérico de malaria
¢ Excluir individuos com febre nos
Ultimos 30 dias.
Exposigao a areas de risco:
¢ Recrutamento em areas de baixa
~ transmisséo
Areas sem transmissao:
Histérico de malaria

H o
1989 Portaria MS n® 721 Exposicao a areas de risco: e Excluir da doagéo individuos que
e Exclui da doacéo, por 6 meses, tiveram malaria nos ultimos 12

os individuos que estiveram em anos.

areas endémicas para malaria Exposicao a areas de risco:

com transmissao ativa. Nao e Excluir da doagéo, por 6 meses,

definiu “transmissao ativa”. os individuos que estiveram em
areas endémicas para malaria
com transmissao ativa.

Triagem laboratorial:

e Recomenda a realizagédo de
testes parasitoldgicos nas areas
com transmissao ativa e de
testes sorolégicos nas areas sem
transmissao

Repetiu Portaria MS n® 721/1989 e | Repetiu Portaria MS n° 721
acrescenta:
. Triagem clinica:
1993 PortariaMSne Histbrico de maldria

1.376

e exclui temporariamente
individuos que tiveram maléria
nos ultimos 3 anos
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Triagem clinica:

Exclui o conceito de areas com

transmissao ativa e areas sem

transmissao, considerando apenas

a divisdo de areas endémicas e

nao endémicas.

Histérico de malaria

e Alterou o prazo de exclusdo de

individuos com histéria de
maléria de 12 anos para 12
meses.

e Excluir individuos com febre nos
ultimos 30 dias.

Exposi¢éo a areas de risco:
Definiu que o Indice Parasitario
Anual (IPA) deveria ser utilizado
para a sele¢do dos doadores em
relacdo a estadia ou residéncia
em area de risco:

e excluir individuos que
estiveram em areas com IPA
alto risco (>49,9 laminas
positivas por 1.000 habitantes)

e aceitar individuos de areas
com IPA de médio (>9,9 e <50
laminas positivas por 1.000
habitantes) e baixo risco (<10
laminas positivas por 1.000
habitantes) e submeter a
exame parasitologico.

A norma nao definiu o nivel de

agregacao da area para o IPA

(bairro, municipio, regiao ou

estado).

Triagem laboratorial:

e Obriga o teste parasitolégico em
individuos residentes ou que
estiveram em areas de IPA
médio e baixo

¢ Obriga o teste parasitolégico em
individuos que tiveram maléria
entre 12 e 36 meses anteriores a
doacéo.

Repetiu a Portaria MS n®
1.376/1993 e acrescenta:
Triagem clinica:
Histoérico de malaria
e excluir temporariamente da
Resolugéo doacéo individuos que
Mercosul n? 42 residiram em areas
endémicas de malaria nos
Ultimos 3 anos.
Triagem laboratorial:
e nao menciona

2000

Permitiu que o Ministério da Saude autorizasse a testagem de amostras em

2001  Lein®10.205 - oo ,
pools, desde que os avancgos tecnoldgicos justificassem essa medida.

141




Triagem clinica:

Repetiu a Resolugdo Mercosul n°

42

Triagem laboratorial:

e Obriga a realizagao de testes
parasitolégicos nas areas com

2002 RDC Anvisan?343 Repetiu a Resolugao Mercosul n° 42 IPA de alto risco.

e Recomenda testes sorologicos
nas outras areas, o0 que parece
contradizer o que foi definido na
secao de triagem clinica (obriga
o teste para residentes em
areas de IPA médio e baixo).

2004 RDC Anvisan? 153 Repetiu a RDC 343/2002
Triagem clinica:
e estabelece que os parametros para selegao de doadores devem seguir
2010 RDC Anvisa n® 57 os critérios definidos pelo Ministério da Saude.
Triagem laboratorial:
e obriga o teste laboratorial parasitolégico ou de detecgao de antigenos
plasmodiais nos municipios com IPA de alto risco.
Triagem clinica: Triagem clinica:
Histérico de malaria Repetiu os critérios de exclusao
e permite a doagéo por definidos na RDC 153/2004 e
individuos com histéria de acrescenta:
malaria apds 12 meses do Triagem clinica:
tratamento e comprovagéo de Exposicao a areas de risco:
cura. e define que o municipio é o
Exposigao a areas de risco: nivel de agregacéao para o IPA.
e Exclui por 30 dias o individuo ¢ define que o periodo de
que se deslocou para inaptiddo para os individuos
municipios da area endémica com deslocamento para areas
e Permite a doagéo, desde que de alto risco é de 30 dias.
Portaria MS ne rea_lize_ E}triagem laboratorial, Triagemllaboratorial: o
2011 1353 do individuo que se deslocou e obriga o teste parasitologico
' para municipios da area ou de deteccao de antigenos
endémica apés 30 dias e até 12 plasmodiais em todas as
meses do deslocamento. doacgdes dos servigos de
e Individuos procedentes de hemoterapia localizados em
municipios localizados em area endémica com
areas endémicas estao transmissao ativa,
impedidos por 12 meses a independentemente do IPA.
contar da data da mudancga de Nao definiu o conceito de
domicilio. transmissao ativa.
Surtos de maléaria
® 0s critérios de inaptiddo devem ser avaliados em conjunto com a
autoridade epidemiolégica competente
1 o]
o013 Fortaria MS n® Repetiu a Portaria MS 1.353/2011 | Repetiu a Portaria MS 1.353/2011

2.712
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Apéndice 2. Questionario epidemioldgico para coleta de dados

PESQUISA TRANSMISSAO DE MALARIA TRANSFUSIONAL
Aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FM-
UnB e da HUJM da UFMT
Este questionario somente deve ser aplicado apos o entrevistado ler e assinar
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e apds concluir a coleta
da amostra de sangue.
Local da pesquisa:

( )SH-A ( )SH-B ( )SH-C ( )SH-D
Data da entrevista: / /2010 Questionario n°
Entrevistador

Identificacao do entrevistado

NuUmero do cadastro do doador no hemocentro:

Numero do cadastro da doagdao no hemocentro:

Qual o nome completo do Sr(a)? Tel ()

Sexo: ( )Masculino (' )Feminino Quantos anos o sr(a) tem? [ ]( ) ndo sabe

Vamos falar sobre seu local de residéncia

Nos ultimos 30 dias, qual foi seu endereco residencial (de moradia)?

Rua ou lugarejo: n° |( )Urbano ( )Rural
Bairro: Cidade: UF:
Nos ultimos 30 dias, o sr(a) soube de alguém que tenha | ( )Sim
ficado doente de malaria proximo a sua residéncia? (1 )Nao

( )Nao sabe
O Sr(a) ja morou fora da regidao amazénica alguma vez na | ( )Sim .
vida? (considerar apenas periodos > 1 ano) (Estados da|( N = Pule para proximo
regido amazénica: AC, AM, AP, MA, MT, PA, RO, RR, TO) | (R0 sabe

SE SIM, faz quantos anos que o Sr(a) mora na regido amazbnica? (calcular com o
entrevistado o tempo total em anos que ele mora ou morou na Amazénia, incluindo todos os

periodos, intermitentes ou néo)| ] () ndo sabe

Vamos falar sobre seu local de estudo

O Sr(a) esta estudando? | ()Sim ( )N&o = Pule para préximo bloco ( )Nao sabe
SE SIM, qual o endereco da instituicdo que o Sr(a) estudou nos ultimos 30 dias?

Rua ou lugarejo: n° |( )Urbano ( )Rural
Bairro: Cidade: UF:

Nos ultimos 30 dias, o sr(a) soube de alguém que tenha ficado doente de | ( )Sim

malaria na sua escola? (- )Nao
(_ )N&o sabe

Vamos falar sobre seu local de trabalho

O Sr(a) esta trabalhando no|( )Sim ( )N&o = Pule para préximo bloco ( )Nao sabe
momento?

SE SIM, qual a sua ocupacao atual? (considerar a funcao que exerce atualmente e nao a
formacg&o técnica ou académica)
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O Sr(a) trabalha fora de casa em algum endereco fixo? (endereco fixo significa | ( )Sim
permanecer em um mesmo local durante a maior parte da jornada de trabalho | ( )Nao
didria) ( )N&o sabe
Rua ou lugarejo: | ( )Urbano ( )Rural
Bairro: Cidade: UF:

Nos udltimos 30 dias, o sr(a) soube de alguém que tenha ficado doente de | ( )Sim
malaria no seu local de trabalho? § ;Hgg cabe

Vamos falar sobre deslocamentos ou viagens para outras cidades

Nos ultimos 30 dias, o sr(a) se deslocou, visitou ou viajou para alguma | ( )Sim

outra cidade além da cidade de moradia, de trabalho ou de estudo? | ( )N&o = Pule para
(considerar apenas as cidades em que o entrevistado permaneceu por | s sobo bloco
mais de 1 hora)

SE SIM, por favor, me informe quais as cidades e o tempo de permanéncia que ficou em
cada uma delas. Use o verso, se necessario.

Cidade UF Tempo de permanéncia (em dias). Se passou
algumas horas, registrar “<1”.

Vamos falar sobre deslocamentos ou viagens para sitios, chacaras, fazendas, matas,
garimpos.

Nos ultimos 30 dias, o sr(a) se deslocou, visitou ou viajou para | ( )Sim
locais como chacaras, sitios, fazendas ou locais com mata ou | ( )Nao=Pule para proximo
floresta ou garimpos? ( N Sk:ggo
SE SIM, o sr(a) soube de alguém que tenha ficado doente de | ( )Sim
maldria nestas areas rurais ou silvestres que o senhor visitou? (- )Nao
( )N&o sabe
Vamos falar sobre a malaria
O Sr(a) teve malaria nos ultimos 30 dias? ()Sim  ( )Nao ( )N&o sabe
O Sr(a) teve malaria nos ultimos 12 meses? ( )Sim  ( )Nao  ( )N&o sabe

Alguma vez na vida o Sr(a) ja teve | ( )Sim ( ) Nao = Pule para proximo bloco ( )Nao sabe
malaria?

SE SIM, quantas malarias o Sr(a) ja teve? [ ] () n&o sabe

Caso o entrevistado ndo lembre quantas vezes, pergunte:
Qual destes intervalos de quantidades melhor representa seu adoecimento por malaria?
( )0a10 ( )10a20 ( )20a30 ( ) 30a40 ( )40a50 ( )500u +

O Sr(a) tomou remédio para curar da malaria nos ultimos 30 | ( )Sim ( )Nao  ( )Nao
dias? sabe

O Sr(a) tomou remédio para curar da malaria nos ultimos 12 | ( )Sim ( )Nao  ( )Nao
meses? sabe

Alguma vez na vida o Sr(a) tomou | ( )Sim () Nao = Pule para proximo bloco ( )Néo
remédio para tratar da malaria? sabe

SE SIM, quantas vezes? (use os intervalos acima se necessa’rio)[ ] ( ) nao sabe

Nos dltimos 30 dias, o Sr(a) fez o teste para malaria, aquele teste que o | ( )Sim
profissional de saude fura seu dedo e coloca uma gota de sangue em | )“?0 ]
uma lamina de vidro? (' )Nao sabe
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Sem considerar aqui no hemocentro, nos ultimos 12 meses o Sr(a) fez o | ( )Sim
teste para malaria, aquele teste que o profissional de saude fura seu E ;“gg cabe
dedo e coloca uma gota de sangue em uma lamina de vidro?

Ainda sem considerar aqui no hemocentro, alguma vez na vida o Sr(a) fez o | ( )Sim
teste para maldria, aquele teste que o profissional de satide fura seu dedo e | ( )N&o

coloca uma gota de sangue em uma lamina de vidro? (' )Nao sabe
SE SIM, quantas vezes? (use os intervalos acima se necessério)[ ] ( ) nédo sabe
Alguma vez o resultado foi positivo? | ( )Sim  ( )Nao ( )N&o sabe

SE SIM, quantas vezes os resultados foram positivos? [] ( )Nao sabe

Positivo para Plasmodium vivax? ( )Sim ( )N&o ( )N&o sabe. Se sim, quantas vezes? [ ]
(_)N&o sabe

Positivo para Plasmodium falciparum?( )Sim ( )Nao ( )N&o sabe. Quantas vezes? [ ]
( )Nao sabe

Positivo para Plasmodium malariae? ( )Sim ( )N&o ( )N&o sabe. Quantas vezes? [ ]
( )N&o sabe

Agradeca a atencao e o tempo do entrevistado para esta pesquisa

Ficha complementar a entrevista. Deve ser preenchida com os resultados
da triagem clinica e da triagem laboratorial do doador

Identificacao do entrevistado

NuUmero do cadastro do doador no hemocentro:

Numero do cadastro da doagdao no hemocentro:

Sinais vitais
Peso (em quilos):[ ] Kg Altura (em centimetros) | ] cm
Hematocrito: [ 1 % Temperatura corporal: ] °C
Pressdo arterial: [ ] X[ ] mmHg Pulso: [ ] bpm
Ficha de triagem
Teve febre nos ultimos 30 dias? | ( )Sim ( )Nao ( )Nao sabe
Resultado da triagem clinica:( ) apto () inapto

Se inapto, qual o motivo da inaptidao clinica?

Resultado da triagem laboratorial para malaria | ( )Positivo ( )Negativo ()N&o realizado

Tipo de teste | ( )gota espessa ( )esfregaco ( )Imunocromatografico ( ) Outro
utilizado: Descrever outro:

O doador contatou o hemocentro relatando febre ou | ( )Sim ( )Nao
diagndstico positivo de maléria 20 dias apds a doagéo?
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Dados de Identificacao do Sujeito da Pesquisa

NOME et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [ovine. .

ENDEREGO. ... N e
BAIRRO ... ..o CIDADE ...
CEP:eveieee TELEFONE: DDD(............ ) e

Declaracao do participante:

B, oottt e e e ettt a b ————————aaa acredito ter
sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do risco de transmissdo de maléria
transfusional na drea endémica brasileira”.

Eu discuti com 0(a) pesquiSAdOT() ......eeevvierriieriiiiieeiiiesiieesiteesteeesiteessitee s e sieeesbee e
sobre a minha decisao em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio
que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do participante

(Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntiria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante para a participacao neste estudo.

Daniel Roberto Coradi de Freitas
(pesquisador responsavel nacional)
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Apéndice 3. Questionario utilizado na avaliacao normativa

NOME DO HEMOCENTRO
Roteiro para avaliacao normativa dos servicos de hemoterapia com foco
na estrutura, processo e resultado da prevencao de transmissao
transfusional de malaria

Recepcao do doador:

Perguntar ao chefe da unidade de recepcdo do doador e/ou ao responsavel
técnico

1. Quais dos documentos abaixo sdo aceitos para identificacdo dos doadores
na recep¢ao dos doadores?

( ) documento oficial com foto — RG, Carteira de habilitacdo com foto, carteira
de trabalho, carteira de identidade emitida por Conselho Profissional

( )CPF

( ) Cracha de identidade da empresa onde trabalha

( ) Carteira de estudante

() Outro. Descrever

2. O doador é informado na recepcao sobre as condicées basicas de saude
para que ele possa ser doador de sangue?

() sim ( )néo

Se SIM, responda a pergunta 3.

Se NAO, pule para a pergunta 4.

3. Quais as formas que o servigo utiliza para informar o doador, no momento da
recepcao, sobre as condicdes basicas de saude para que ele possa ser doador
de sangue?

() Folder explicativo

() Videos explicativos na sala de espera

( ) Informacéo passada verbalmente pelo recepcionista

( ) Outros

~— — — ~—

4. O doador é informado na recepg¢do sobre as doencas transmitidas pelo
sangue?
()sim ( )néo

Se SIM, responda a pergunta 5.
Se NAO, pule para o bloco Triagem Clinica.

5. Quais as formas que o servico utiliza na recepcao para informar o doador
sobre as doencas transmitidas pelo sangue?

( ) Folder explicativo

() Videos explicativos na sala de espera

( ) Informacéo passada verbalmente pelo recepcionista

( ) Outros
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Se marcou informacéo passada verbalmente, va para pergunta 6.

Se utiliza algum material, solicitar os materiais disponiveis atualmente ou os ja
utilizados (folder ou video explicativo). O pesquisador deve observar quais as
doencas transmitidas pelo sangue que sao abordadas nos materiais.

) AIDS

) Hepatite B

) Hepatite C

) Sifilis

) Doenca de Chagas
) Malaria

) Doencas relacionadas ao HTLV
) Outras

AN AN AN AN N AN S S

6. Se a informacdo é passada verbalmente pelo recepcionista, existe algum
documento que oriente o recepcionista para esta atividade?
() sim ( )néo

Se NAO, pule para o bloco Triagem Clinica

Se sim, o pesquisador deve solicitar os documentos utilizados pelos
recepcionistas. O pesquisador deve observar quais as doencas transmitidas
pelo sangue que sdo abordadas nos documentos.

) AIDS

) Hepatite B

) Hepatite C

) Sifilis

) Doenca de Chagas
) Malaria

) Doencas relacionadas ao HTLV
) Outras

e R e e N

Se malaria foi apontada na pergunta anterior, o pesquisador deve assinalar os
itens abaixo que constam nos documentos dos recepcionistas e/ou materiais
educativos direcionados aos doadores para prevengdo de transmissao
transfusional de malaria.

() Teve maléria nos ultimos 12 meses

( ) Estad tomando medicamento para malaria

() Reside em é&rea ou regido com alta incidéncia parasitaria anual ou com
grande numero de casos de malaria

() Residiu em area ou regido com alta incidéncia parasitaria anual ou com
grande numero de casos de malaria nos ultimos 30 dias

() Visitou area ou regiao com alta incidéncia parasitaria anual ou com grande
numero de casos de malaria nos ultimos 30 dias meses

() Alguém em sua residéncia estd com malaria
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() Alguém em sua residéncia esta tomando medicamento para malaria
( ) outras informacdes relevantes. Descreva

Triagem Clinica

Perguntar ao chefe da triagem clinica e/ou ao responsavel técnico
1. A triagem clinica é realizada individualmente com cada doador?
()sim ( )néo

2. A entrevista é feita em sala fechada, individualizada, estando presente
apenas doador e triagista?
()sim ( )néo

3. Qual a formacéo dos profissionais que realizam a triagem clinica?
( ) Assistentes sociais

( ) Bidlogos

() Enfermeiros

( ) Farmacéuticos

() Médicos

( ) Psicologos

( ) Técnicos de enfermagem
( ) Técnicos de laboratério
() Outros. Descreva

4. Os profissionais da triagem clinica possuem treinamento especifico para
esta funcao?
()sim ( )néo

5. Se sim, com que frequéncia ocorre esse treinamento?

O pesquisador solicita material de treinamento utilizado para o treinamento dos
triagistas.

Caso nao obtenha ou ndo exista, va para pergunta 6.

Caso obtenha o material, v para pergunta 8.

6. Nos treinamentos para triagem clinica de doadores, o tema “prevencao de
transmissao de doencas pelo sangue” esta incluido?
()sim ( )néo

7. Se sim, que doencas estao incluidas nestes treinamentos?
) AIDS

) Hepatite B

) Hepatite C

) Sifilis

) Doenca de Chagas

) Malaria

) Doencas relacionadas ao HTLV

AN N AN AN S S S
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( ) Outras

Se malaria foi apontada na questdo 7. Que aspectos sdo abordados nos
materiais do treinamento? Assinale todos que estiverem presentes.

( ) método de calculo da IPA

() critérios para inaptidao clinica de candidatos pelo risco de infeccao por
plasmaodio

() critérios para a necessidade de realizacdo da triagem laboratorial para
maléria

Se “critérios para inaptidao clinica de candidatos pelo risco de infeccao por
plasmédio” foi assinalado, marque os critérios abordados nos treinamentos.

() Teve maléaria nos ultimos 12 meses

( ) Estad tomando medicamento para malaria

( ) Reside em area ou regido com alta incidéncia parasitaria anual (IPA>49,9)
ou com grande numero de casos de malaria

( ) Residiu em area ou regido com alta incidéncia parasitdria anual
(IPA>49,9)ou com grande numero de casos de malaria nos ultimos 12 meses
() Visitou area ou regido com alta incidéncia parasitaria anual (IPA>49,9) ou
com grande numero de casos de malaria nos ultimos 12 meses

() Alguém em sua residéncia estd com malaria

() Alguém em sua residéncia esta tomando medicamento para malaria

() outras informagdes relevantes.

Descreva

8. Existem documentos na sala do triagista que o oriente para os critérios de
exclusao clinica de doadores?
() Sim ( ) Nao

O pesquisador deve obter este documento e verificar se o material inclui
critérios de avaliacao de risco de transmissao para as seguintes doencas:

( )AIDS

( ) Hepatite B

( ) Hepatite C

() Sifilis

() Doenca de Chagas
() Maléria

( ) Doencas relacionadas ao HTLV
( ) Outras

9. Existe algum documento especifico para a malaria?
( ) Sim ( ) Nao

Caso exista nenhum documento, va para pergunta 11.
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10. Estdo presentes nos documentos os critérios para inaptidao clinica de
candidatos pelo risco de infeccdo por plasmédio previstos na RDC ANVISA
153/2004 listados abaixo?

( ) Rejeitar o candidato que tenha tido malaria nos 12 meses que antecedem a doagéo;
( ) Rejeitar o candidato com febre ou suspeita de maléaria nos ultimos 30 dias.

() Rejeitar o candidato procedente de area de alto risco de malaria de acordo com o IPA
(IPA>50)

( ) Rejeitar o candidato com residéncia em area de alto risco pelo IPA (IPA>50).

() Ter tido diagnéstico de malaria por Plasmodium malariae (febre quarta)

11. Quais sao os critérios utilizados na triagem clinica para inaptidao clinica de
doadores para malaria?

() Teve malaria nos ultimos 12 meses

( ) Estd tomando medicamento para malaria

( ) Reside em area ou regidao com alta incidéncia parasitaria anual (IPA>49,9)
ou com grande numero de casos de malaria

( ) Residiu em area ou regiao com alta incidéncia parasitaria anual (IPA>49,9)
ou com grande numero de casos de malaria nos ultimos 30 dias

() Visitou area ou regiao com alta incidéncia parasitaria anual (IPA>49,9) ou
com grande numero de casos de malaria nos ultimos 30 dias

() Alguém em sua residéncia estd com malaria

() Alguém em sua residéncia esta tomando medicamento para malaria

() outros. Descreva

12. A incidéncia parasitaria anual (IPA) é utilizada como critério para selecao
de doadores?
( ) Sim ( ) Nao

13. Se Sim, descreva detalhadamente o método de calculo do IPA utilizado
pelo Hemocentro.

14. Quais as faixas da IPA utilizadas pelo Hemocentro para definir os critérios
de exclusao?

15. Existe um documento para o triagista apontando as areas com IPA?
( ) Sim ( ) Nao

16. Se Sim, qual o nivel de agregacao da IPA?

( ) bairro/localidade () municipio ( ) Estado
() Distrito ( ) Regional

17. Existe no sistema informatizado a op¢ao de exclusao clinica por malaria do
candidato a doacao?

() sim ( )néo

Se SIM, responda a pergunta 18 a20
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Se NAO, pule para o bloco triagem laboratorial

18. Existem no sistema informatizado os motivos da exclusao clinica por
malaria do candidato a doacéao?
()sim ( )néo

19. Existe mecanismo de seguranca no sistema informatizado que alerte o
triagista que o doador foi inapto para malaria na ultima doagéao?
()sim ( )néo

20. Se SIM, descreva detalhadamente este mecanismo.

Triagem Laboratorial
Perguntar ao chefe da triagem laboratorial e/ou ao responsavel técnico

1. A triagem laboratorial para malaria é executada para todas as doacoes?
( ) Sim ( ) Nao

Se Nao, va para pergunta 2
Se Sim, va para pergunta 5

2. Descreva os critérios do hemocentro para inclusdo de doacdes na triagem
laboratorial para malaria:

3. A incidéncia parasitaria anual (IPA) é utilizada como critério para inclusao de
doadores na triagem laboratorial para malaria?
() Sim ( ) Nao

4. Quais as faixas da IPA utilizadas pelo Hemocentro para definir os critérios de
inclusao de doacdes na triagem laboratorial para malaria?

5. Quais os métodos laboratoriais utilizados para a triagem laboratorial da
malaria?

( ) Gota espessa ( ) Imunocromatografico
( ) Esfregaco () Outro. Descreva

6. Em que ponto do ciclo do sangue se coleta a amostra para o teste
laboratorial da malaria?

( ) Recepcao ( ) Coleta do sangue total

( ) Triagem clinica () Outro. Descreva:

7. Existem documentos padronizados para o preparo da amostra para o teste
laboratorial da malaria?
() Sim ( ) Nao
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O pesquisador deve solicitar a cdpia deste documento.

8. Existem documentos padronizados para a execug¢ao do teste laboratorial da
maléaria?

() Sim ( ) Nao

Se o servico NAO executa gota espessa ou esfregaco, va para Pergunta 15.

9. Se o teste laboratorial para maléria for gota espessa ou esfregaco, qual o
tempo de leitura para cada lamina que esta previsto nos documentos?

10. Em média, quantas Iaminas sdo analisadas por dia?

11.  Quantos profissionais executam a leitura das laminas?

12. Qual a formacéao dos profissionais que executam a leitura das laminas?

13. Os profissionais foram treinados para essa funcao?
() Sim ( ) Nao

14. Com que frequéncia ocorre atualizacbes do treinamento para a execugao
da leitura das laminas?
() Sim ( ) Nao

15. O servico possui um Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em
imunohematologia?

( ) Sim ( ) Nao

Se nao, por qué?

16. O servico possui um Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em
sorologia?

() Sim ( ) Nao

Se nao, por qué?

17. O servico possui um Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade para
malaria?

() Sim ( ) Nao

Se nao, por qué?
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18. O servico utiliza Controle de Qualidade Interno (CQIl) nos testes
laboratoriais da Imunohematologia?

( ) Sim ( ) Néo

Se nao, por qué?

19. O servico utiliza Controle de Qualidade Interno (CQIl) nos testes
laboratoriais da sorologia?

() Sim ( ) Nao

Se nao, por qué?

20. O servico utiliza Controle de Qualidade Interno (CQIl) nos testes
laboratoriais da malaria?

( ) Sim ( ) Nao

Se nao, por qué?

21. Existe algum método para o controle de qualidade dos testes laboratoriais
de malaria?

() Sim ( ) Nao

Se Sim, descreva?

22. Nos ultimos 5 anos, quantos resultados positivos para malaria de doadores
aptos clinicamente foram registrados no servi¢o?

Hemovigilancia

1. Existe algum mecanismo para detectar doadores que se tornaram suspeitos
ou confirmados para malaria apds a doacao?
() Sim ( ) Nao

2. Se Sim, qual o procedimento para lidar com essa informagdo? Descreva os
fluxos e copie os documentos padronizados para isso, se houver. Atentar para
fonte da informacao, atores envolvidos.

3. Nos ultimos 5 anos, houve algum caso de transmissdo de malaria
transfusional por hemocomponentes produzidos no servigo?
() Sim ( ) Néo

4. Se Sim, qual o procedimento para evitar a transmissdo pelos outros
hemocomponentes da mesma doacao?
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11. ANEXOS

Pareceres de aprovacido dos Comités de Etica e Pesquisa

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
EACULDADE DE MENCINA
Comité de Etiva e Prequiss em Ssres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 02872009,
Titulos “Avalisglio do risoo de mslévia transfusionsl na fres endeoies hosileira®
Pesyuisadeor Responsdvel: Taniel Boberio Cosdi de Frefins.
Docummentos analizados: Pola de rosio, caris do eneaminhamento, declatspfo de-resporastilidad,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento lvrs e esclarevido, cfonograma, bibliografia partinente
: & currienlo {2} de pesquisador (es).
; Data de entrega: 05/05/2009.

Proposicao do {a) relato (a)
(X)) Aprovagio
{3 Nie aprovagio.

Data da prinseivs awilise pelo CEP-PM/UNR: 06/05/2009.
Data do parecer finsl do projeis pele CEP-IMTING: 07/05/2000,

PARECER

Comn hase na Resoluglio CNS/MS o 196/96 & resolugdes posteriores, que regulanentam 2 matéria, o
Q@mﬁ&dﬁeﬁtﬁm@mP@qm&daﬁmmmmdahﬁ@di@madsvnhmm&em&wﬁm
AYROVAR “ad referendum”, comforme perecer do (a) relstor (a), o projeto de pesquisa acima
esponificado, quanto aos sas aspenios Sicos,
1. Modiflesplies ne protecclo devem ser submetidas as CEP, sy evmio & notifessdo mediaia
do eventos adverses graves;
2. O {s) pesquisador (es) deve (in) apresentar relatérios periédicos do andamento da pesquiea ac
CEP-FM,

Brazilia, 08 de Maio de ?ﬁ&?\:\

)

Praft Eluine bria de Offveirs Als
{oosdesatora o Comith de Eticaem Posgps
Taowidade de Modivine UnB

Campus Universiiéis Dery Ribarm, Az Noits, Brestie, DF — CEP 70510500
TelslonalFax (81} 3307 2276
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Ministério da Educagéo
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jilio Miiller

Registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em 25/08/97

TERMO DE APROVAGAO ETICA
DE PROJETO DE PESQUISA

REFERENCIA: Projeto de protocolo N° 640/CEP-HUJM/09

“COM PENDENCIAS” D
APROVADO “ad referendum” I:l
APROVAGAO FINAL
NAO APROVADO D

O projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo do risco de transmissio de malaria
transfusional na area endémica brasileira”, encaminhado pelo (a) pesquisador (a)
Daniel Roberto Coradi de Freitas, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HUJM, em reuniao realizada dia 10/06/09 que concluiu pela aprovagao final, tendo em
vista que atende a Resolugdo CNS 196/96 do Ministério da Salde para pesquisa
envolvendo seres humanos.

Cuiaba, 10 de Junho de 2009.

Profa. Dra. SHirley Ferreim

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do HUJM

Hospital Universitéario Julio Miiller
Rua L, SN. Jardim Alvorada. CEP 78048-790 Cuiaba —~MT, Brasil

Fone: 65-3615-7254 e-mail: cephujm@cpd.ufmt.br
http://www.ufmt.br/cep_hujm
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