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VII. NAT y seguridad de la transfusion sanguinea

Rocio Gonzéalez-Diez*

Introduccion

Ofrecer sangre lo mas segura posible es una de las
principales preocupaciones de los profesionales ligados
alatransfusion. El objetivo de esta revision es actualizar
el papel que dicha tecnologia de detecciéon de acidos
nucleicos (NAT), aporta 6 puede aportar en la reduccion
del riesgo de transmision de agentes infecciosos.

Elriesgodetransmisiéndelosvirus de mayor relevancia
clinica, VIH, VHBy VHC através de la sangre es muy bajo
con los andlisis serolégicos realizados habitualmente en
los bancos de sangre, pero es la tecnologia de deteccién
de acidos nucleicos (NAT), lagque nos permite acercarnos
albuscadoriesgo cero, graciasaladetecciéndirectadelos
virus en la fase de ventana serol6gica. Tampoco hay que
olvidarla contribuciénalaseguridad transfusional aportada
por los procedimientos de inactivacién de patdgenos, de
securizacion del plasma, como la “cuarentena” y la
desleucocitacion de los componentes sanguineos, de
eficacia paravirusintracelulares como el Citomegalovirus
y a su vez, Unica opcioén preventiva de la variante de la
enfermedad de Creutfefeldt-Jacob (vCJID).

Ladecisionde adoptar unanuevamedida é tecnologia
depende de muchos factores, que incluyen desde la
presion politica a la naturaleza de la enfermedad y su
forma de trasmisién y por supuesto, requiere de una
valoracién de beneficio/ coste.

Agentes transmisibles por la sangre: conocidos,
nuevosyre-emergentes

Paraqueunagenteinfeccioso seaconsideradounaamenaza
enlatransfusién sanguineadebe de estar bien caracterizado,
tener evidencias de que se transmite a través de la sangre
transfundiday que produzcaunaenfermedad de relevancia
clinica en el paciente transfundido.

Los principales virus conocidos implicados en
infecciones postransfusionales son los de las hepatitis:
VHB, VHC, VHA, Virus de lainmunodeficiencia humana:
VIH1y2;Virusde laleucemiade las células T humanas:
HTLV 1y 2, Virus del Nilo Occidental, WNV vy otros:
Parvovirus B19, Citomegalovirus (CMV).

La contaminacion por bacterias de la sangre es la
mayor causade infecciones transmitidas por transfusion,
principalmente en plaquetas. Los gérmenes que con
mayor frecuencia producen sepsis y muerte, incluyen la
Yersiniay Pseudomonas, por transfusion de hematies, y
Staphilococcus, Serratia y Salmonella, debido a las
plaguetas. Los gram-negativos originan el mayor riesgo
de muerte relacionada con transfusion.?

Los parasitos de mayor riesgo paralaseguridad de la
sangre son el Tripanosoma cruzi, causante de la
Enfermedad de Chagas, varias especies de Plasmodium
causantes del paludismo 6 malariay especies de Babesia,
gue producen babesiosis. Ocasionalmente se ha publicado
latransmision por transfusion de Leishmanias, en zonas
endémicasy de helmintos, como microfilarias (Wuchereria
bancrofti).

Peroademas delos patdégenos conocidos, laseguridad
de lasangre sigue amenazada por laaparicion de nuevos
agentesinfecciosos; estos pueden ser realmente “nuevos”
0 yaconocidos, pero no analizados rutinariamente y que
en un momento determinado supongan una nueva o
incrementada amenaza.?

Unagente puede emerger “de novo” por una mutacion
0 por que cruce la barrera de especies causando
enfermedad en humanos. El VIH y vCJD son buenos
ejemplos. Recientemente (2004) se hapublicado laposible
transmision por transfusion de sangre de lavariante de la
enfermedad de Creutzfeldt- Jacob, causada por un prién.

En la dltima década se descubrieron los flavivirus
(GBV-C/HGV), los circovirus como el virus TT (TTV),
virus SEN (SEN_V) y el herpes virus tipo 8 (HHV-8).
Aunque pueden ser transmitidos por transfusion no
producen efectos adversos conocidos en los pacientes.
Cabe citar, como emergentes que pudieran tener
importancia en la transfusién sanguinea debido a su
difusién en amplias zonas densamente pobladas, el
Sindromerespiratorioagudo grave (SARS, 2002), causado
porun coronavirusylaGripe aviar (1997,2003), producida
por el subtipo H5N1 del género Influenza A.

Entre los re-emergentes se puede citar las bacterias,
como un problema emergente debido al incremento en la
transfusion de plaquetas. Por otra parte hay que considerar
laintroduccion de agentes debido alos viajes y movimien-
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tos de migracion de la poblacion. Tal es el caso del
Tripanosomacruziy Plasmodium. EIWNV es otro ejemplo
de agente re-emergente, pues eraconocidoyrepresentaba
un riesgo minimo para la transfusion hasta que las condi-
ciones ambientales han propiciado que su mosquito vector
llegara a la poblacion susceptible.

Escrutinio de agentes infecciosos en el banco de sangre.

Segun se haido disponiendo de técnicas analiticas aplica-
bles en los banco de sangre, se han analizado aquellos
agentes infecciosos de trascendencia clinica y con una
prevalencia en la poblacién analizada, que conlleveriesgo.

Asi, en la mayoria de los paises desarrollados se
estudia en cada donacion la presencia del VHB, VHC y
VIH 1+2y sifilis. En algunos de estos paises ademas, se
estudia la presencia del WNV (2003) y del HTLV I/Il.

Los test de escrutinio serologico se basan en la
deteccion de proteinas virales (HBsAg en 1971, Ag p24
en 1996) y anticuerpos frente a proteinas de los virus
(VHC en 1990, VIH1 en 1985, VIH-2 en 1992, HTLVI/II
1989) y frente al T. pallidum en los 70.

Latranscendenciade latransmision de determinados
patdégenos por transfusién se debe ala no disponibilidad
de tratamientos totalmente eficaces y al hecho de que
donantes enaparienciasanos, pueden ser portadores de
los mismos.

Riesgo estimado de transmision por transfusion

Enlas Gltimas dos décadas se ha conseguido gran dismi-
nucién en la transmisién de los principales virus por
transfusion, debido engran parte alos andlisis realizados.
Utilizando sélo técnicas serolégicas, dicho riesgo se
sitla en un rango de 1/50.000 a una de cada 700.000
unidades de sangre paralos principales agentesvirales.*

Este riesgo permanece debido, principalmente, a
cuatro causas: donaciones en periodo ventana 0
preseroconversiones, variantes virales, seroconversiones
atipicas y errores en el procesamiento del laboratorio.

El riesgo mayoritario de transmision de virus a través
de sangre donada es atribuido a las donaciones en
periodo ventana (90%).

Las técnicas de biologia molecular permiten la
deteccion directa del material genético de los virus. Con
las técnicas seroldgicas se detectan la mayoria de las
donaciones con alguno de estos virus. Sin embargo, en
el periodo ventana, es decir, en el intervalo de tiempo
transcurrido desde la infeccion hasta que son positivos
los andlisis serolégicos, es la aplicacién de las técnicas
NAT lo que permite detectar directamente los virus y
disminuir ese riesgo potencial de transmision.
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Conlaintroducciénde NAT, lareduccién mediaestima-
dadel periodoventanaseriade un42% parael VHB (de 59
a 34 dias), de un 27 aun 50% para VIH (de 22 a 11 dias)
y de un 62 a 65% para el VHC ( de 66 a 23 dias),
conllevando esto una reduccién proporcional del riesgo.
Utilizando el modelo estadistico de estimacion de riesgo
“incidencia/ventana” se deduce que el riesgo de transmi-
sion transfusional de los principales virus, antes de la
implantacion de la tecnologia NAT, oscilaria, para el VIH,
entre 1/400.000 en Italiay 1/3000000 en Australia; parala
hepatitis C, entre 1/126.000 en ltalia y 1/800.000 en
Francia, y el riesgo de una hepatitis B se sitia entre 1/
57000 en Japony 1/520.000 en Australia.®

Actualmente, elmayor riesgo infeccioso asociadoala
transfusion es el asociado a bacterias, virus emergentes
y parasitos, paralos cuales los centros de transfusién no
realizan pruebas de cribado rutinarias. Se estima que una
de cada 100.000 plaquetas produce bacteriemia, con un
desenlace fatal en la quinta parte de los casos.?

Tecnologia NAT en banco de sangre

El punto de partida para su implantacion, como parte del
escrutinio de los componentes sanguineos labiles, fue el
hecho de que, desde julio del 99, en Europa y norte de
Américase empezarael andlisisde RNA del VHC entodos
los “pool” de plasma empleados para el fraccionamiento
industrial.

Lastécnicas de biologiamolecular detectan secuencias
genodmicas especificas, conlo que se aseguraunabuena
especificidad. Para ello el RNA 6 DNA es capturado por
sondas especificas. La sensibilidad se consigue con el
proceso de amplificacion del material genético.

Para suimplantacion en los bancos de sangre deben
cumplir unos requisitos tanto econémicos como de
estandarizacion de las técnicas, con sensibilidad y
especificidad adecuada y que permitan una logistica de
trabajo compatible con el objetivo de cubrirlas necesidades
transfusionales de los pacientes.

LatecnologiaNAT mayoritariamente empleadaenlos
bancos de sangre se basa en la amplificaciéon de la
secuenciagenéticaque se quiere detectar para su posterior
revelado. Consta de tres pasos: extraccion de los acidos
nucleicos, amplificacion y deteccion de los amplicones.

Asi, tenemos test comerciales semiautomaticos, cuya
amplificacién se basaenlaPCR (Reacciénencadenadela
polimerasa) 6 en TMA (amplificacion basada en la
transcripcion, TMA), cuyaetapade amplificacionesisoterma.
Con la PCR se produce gran nimero de copias de DNA
virales que seran detectadas colorimétricamente (Cobas
Ampliscreen, Roche Diagnostics), mientras que con la
amplificacién basada en la transcripcion (Procleix y Ultrio,
Gen-Probe Transcription-Mediated Ampilification.Chiron
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Corp.),se generan millones de copias de RNA, detectables
por quimioluminiscencia. Ambos presentan muy buena
sensibilidad , con limites inferiores a 100 copias/ml.°

LaOMS haido desarrollado estandares de referencia
internacional para los principales virus. Se trata de una
concentracion definida de unos determinados genotipos
virales, expresada en Ul. Esto ha sido esencial para la
estandarizacion de los métodos y comparacion de
resultados entre diferentes laboratorios.”

Lasensibilidad obtenida con estatecnologia NAT esta
dentro de los requisitos de la FDA en USA 'y el Consejo
de Europa, de 5000 Ul/ ml de VHC-RNA por donacion.

La mayor sensibilidad la obtienen los que trabajan en
muestraindividual, sibien, esto tiene mayor trascendencia
en los virus que se replican mas lento, tal es el caso del
VHB respectoal VHC 6 VIH. En muchos bancos de sangre
se analiza en “pool”, entre 8 y 96 donaciones, lo cual
abarata costes.

Encuantoalalogisticade trabajo, se puede decir que
engeneral noretrasaladisponibilidad de sangre analizada.
Su implantacién ha sido exitosa, basada en un buen
entrenamiento del personal implicado, principalmente
para prevenir la contaminacion.

La proporcién de tandas de trabajo invalidas es
relativamente alto (2-8%). La industria sigue trabajando
para conseguir una mayor automatizacion.

Estado de implantacion de NAT para VHC, VIH, VHB y
WNV

EIVHCyVIH1 sonanalizados con NAT enlas donaciones
de sangre de muchos paises de Europa, EEUUy Canada,
Australia, Japon, mientras que la deteccién directa del
VHB ha sido excepcional (Japén, Alemania) hasta este
afio 2004 en el que la disponibilidad de NAT comerciales
aincrementado su uso. Laobligatoriedad de suempleoes
mayor parael VHC que VIH. EIWNV se haimplantado en
EEUU en el 2003.¢

Ladetecciondel VHAyY parvovirus B19 estarestringida,
en varios paises, al plasma utilizado por la industria
farmacéutica parala obtencion de hemoderivados.®

Rendimiento de las pruebas NAT en el cribado de las
donaciones

El rendimiento del NAT varia en las distintas zonas
geograficas, siendo proporcional a la incidencia y
prevalencia de los marcadores en una poblacion dada.
Después de un tiempo de experiencia con NAT y con
unos40millones de donaciones analizadas paraNAT-VHC
y VIH en EEUU y otros 40 millones analizadas para NAT-
VHCy 25 millones de NAT-VIH en Europa, se tienen datos
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delrendimientode NAT; 1caso por 3millones de donaciones
paraVIHy 1/270.000 para VHC. Estas tasas son 3-4 veces
mayor entre donantes nuevos que repetidores.®

Conclusiones

1- El escrutinio de VHC y VIH1 por NAT, principalmente
en mini pool, se esta realizando o se realizara pronto, en
la mayoria de los paises ricos. Tras su implantacién, el
riesgo se ha reducido aproximadamente a 1 caso por 2
millones de transfusiones para el VHC y VIH 1. 2- El
escrutinio de VHB-DNA se esta empezando a implantar
envarios paises. Sumayor rendimiento se conseguiraen
muestra individual respecto a pool, pues las técnicas
HBsAg actuales son muy sensibles. 3- Lastécnicas NAT
mas usadas en banco de sangre, se basan en la
amplificaciéon gendmica de tipo PCR y TMA. Se utilizan
de forma semiautomatica, pero cumplen con los requisitos
de estandarizacion, sensibilidad, especificidad adecuada
yrobustez. 4- Larapidadisponibilidad de NAT paraWNV,
ha permitido identificar unos 1000 donantes infectadosy
portanto, evitar latransmision de otras tantas infecciones.

Perspectivas futuras

Lamayorautomatizacion permitira el analisis de muestra
individual con el consiguiente incremento en sensibilidad
y “cierre del periodo ventana”.

Los formatos “multiplex”, permiten la deteccion de
genomas de distintos agentes infecciosos en un Unico
tubo lo cual simplifica el cribado de las donaciones.

Respectoalasbacterias, se estandesarrollando métodos
basados en la deteccion del DNA é RNA ribosdmico; que
utilizan una regién altamente conservada del rRNA
bacteriano. Son rapidos pero la sensibilidad todavia es
baja (10 > CFU/ ml). También se ha descrito una técnica
multiplex de PCR para enterobacterias.

La rapida disponibilidad de esta tecnologia NAT,
demostrada con los 9 meses para el WNV, abre la
esperanza de poder disponer de la misma para otros
agentes emergentes.
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